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Introduction générale

L’initiation, la régulation et le suivi des interactions entre un récepteur moléculaire et une
espeéce moléculaire ou biomoléculaire sont des objectifs majeurs qui font actuellement 1’objet
de recherches considérables, en particulier pour des applications en analyse et en diagnostic.

La reconnaissance moléculaire repose sur des interactions spécifiques et non-covalentes a
I’échelle moléculaire entre un substrat (molécule ou ion « invité ») et un récepteur (fragment
moléculaire « hote »). La détection d’un tel phénomene peut étre réalisée grace a un récepteur
bifonctionnel constitué par 1’association d’un site de complexation pouvant interagir
sélectivement avec un substrat cible, avec une unité signalétique dont une propriété
caractéristique sera perturbée par la complexation. Le phénomeéne de reconnaissance est ainsi
li¢ a une modification mesurable d’une des propriétés physico-chimiques (luminescence, pH,
¢lectroactivité...) du récepteur. Si I’ampleur de la modification est corrélée a la concentration
en espece cible, il est aussi possible d’en réaliser le dosage. Dans ce domaine, 1’¢électrochimie
représente un outil de choix permettant d’analyser, d’orienter ou de contrdler les phénoménes
de reconnaissance moléculaire. Il est en particulier possible de détecter et de quantifier les
interactions entre un récepteur et un substrat (espéce neutre ou chargée) via la modification de
I’activité électrochimique d’un centre rédox-actif associé¢ au récepteur. L’¢lectrochimie peut
¢galement étre utilisée pour actionner un dispositif moléculaire de type interrupteur, dans la
mesure ou la réduction ou l'oxydation d’un récepteur peut induire une modification de son
affinité vis-a-vis d’une molécule cible. Dans I’hypothése d’un processus réversible, il est ainsi
possible d’exercer un contrdle rédox de la reconnaissance moléculaire.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le travail présenté dans ce mémoire. Dans le premier
chapitre, nous présentons plusieurs exemples significatifs démontrant le role central joué par
les espéces anioniques dans de nombreux processus biologiques et environnementaux, ainsi
que le développement des récepteurs synthétiques d’anions depuis le premier exemple décrit
en 1968. Aprés avoir rappelé les différentes interactions susceptibles d’intervenir lors du
processus de complexation d’anions, nous montrons comment des récepteurs opto- ou rédox-
actifs permettent de détecter et de doser des especes anioniques, ou méme neutres, en phase

homogene ou supportée.

Dans la plupart des systemes décrits dans la littérature, la détection électrochimique
d’une espéce ou d’un processus de reconnaissance moléculaire résulte d'interactions

¢lectrostatiques a travers 1’espace entre le centre rédox et I'espéce complexée. L’effet de la



complexation sur ’activité du récepteur rédox est donc fortement dépendant de la distance
séparant le site récepteur et le centre rédox. Afin d’optimiser le transfert d’information entre
le récepteur et le centre rédox actif, nous nous sommes intéressés a des récepteurs rédox-actifs
pour lesquels la transmission de I’effet de la complexation se fait au travers d’un systéme n
conjugué. En particulier, compte-tenu de leurs propriétés complexantes vis-a-vis d’especes
cationiques, anioniques ou neutres et de leurs propriétés électroniques dues a une conjugaison
étendue, nous avons congu et exploré les propriétés d’architectures moléculaires construites
sur la base de 1’association intime entre une ou plusieurs sondes rédox ferrocéne et des

récepteurs macrocycliques totalement ou partiellement conjugués a base de pyrrole.

Le second chapitre concerne 1’¢laboration et I’étude des propriétés physico-chimiques de
macrocycles hybrides de structure intermédiaire entre calixpyrrole et porphyrine, caractérisés
par la présence d’atomes de carbone hybridés sp” et sp> en position méso du macrocycle.
Nous montrons que ces récepteurs originaux présentent des caractéristiques structurales et
¢lectroniques particulierement intéressantes pour la complexation de cations métalliques et
d’especes anioniques. Nous présentons en particulier les propriétés en reconnaissance
¢lectrochimique moléculaire de récepteurs originaux, comportant une ou plusieurs sondes
rédox ferrocéne dont I’activité électrochimique stable et réversible peut étre aisément
exploitée pour la transduction d’un processus de complexation.

Le chapitre III est consacré a des récepteurs associant ferroceénes et porphyrines. Au-dela
de leur rdle crucial dans de nombreux processus biologiques de reconnaissance, de transport
et d’activation, les macrocycles porphyriniques sont de véritables plateformes synthétiques
dont I’habillage peut étre adapté pour les doter d’une fonction spécifique. A I’image des
porphyrines a piquets introduites par Collman, nous avons développé une stratégie de
synthése permettant d’introduire, en position méso d’un macrocycle aromatique
porphyrinique, des « piquets rédox » (ferrocéne) porteurs de groupements fonctionnels choisis
pour leur affinit¢ ou leur propriété de complexation vis-a-vis d’une espéce cible. Nous
présentons dans cette troisiéme partie du mémoire la synthése, la caractérisation et les
propriétés électrochimiques de porphyrines et métalloporphyrines directement associées a un
ou plusieurs motifs ferrocéne, puis nous démontrons leur intérét en reconnaissance
¢lectrochimique moléculaire.

Dans le dernier chapitre nous présentons une approche « bioinspirée » de la
reconnaissance moléculaire électrochimique développée a partir d’outils moléculaires et

matériaux nanostructurés exprimant 1’activité spécifique de récepteurs polypeptidiques. Nous



présentons en particulier la synthése et 1’étude des propriétés d’architectures moléculaires
rédox-actives, associant les propriétés informatives de sondes rédox-actives aux propriétés
structurantes et complexantes de cyclodécapeptides fonctionnalisés. Nous détaillons dans un
premier temps 1’étude physico-chimique d’un cyclopeptide rédox RAFT-ferrocéne et de ses
propriétés en reconnaissance électrochimique d’espéces anioniques en phase homogene et
supportée. Enfin, dans la derniére partie de ce mémoire, nous présentons la synthése et la
caractérisation d’un récepteur bioinspiré obtenu par fonctionnalisation d’une des faces du
gabarit cyclopeptidique par des ligands endogénes de I’intégrine, protéine surexprimée sur de
nombreuses lignées tumorales humaines. Nous montrerons que des matériaux d’électrodes
obtenus par auto-assemblage sur or de récepteurs RAFT-ferrocéne-RGD peuvent éEtre
appliqués a I’étude et a la caractérisation d’un processus d’adhésion cellulaire basé¢ sur la

reconnaissance spécifique RGD-intégrine.
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Chap. I : Récepteurs moléculaire pour la reconnaissance et la détection

Dans ce chapitre, nous présentons rapidement le réle des anions dans les processus
biologiques et environnementaux, puis nous décrivons le développement des récepteurs
moléculaires synthétiques pour la complexation et la reconnaissance d’anions. Nous verrons
ensuite, a partir d’exemples caractéristiques, comment des récepteurs d’anions dotés d’une
unité¢ signalétique optique ou rédox peuvent permettre la détection et 1’analyse d’especes
anioniques, ainsi que d’espéces neutres. La derniere partie de ce chapitre traite des techniques
d’immobilisation de récepteurs rédox-actifs a la surface d’¢lectrodes, en vue de la réalisation

de dispositifs électroanalytiques.

1. INTRODUCTION

La chimie de complexation des cations a progressé de facon spectaculaire avec
I’émergence des ligands macrocycliques, tels que les éther-couronnes, les cryptands et autres
récepteurs multidentates [1]. En comparaison, la chimie de complexation des anions a connu
un développement beaucoup plus lent, probablement a cause de la trés grande variété des
topologies rencontrées, du plus grand rayon ionique de ces espéces ou encore de leur
importante énergie libre de solvatation en milieu aqueux. Tous ces facteurs rendent difficiles
la conception de récepteurs multidentates efficaces, en particulier dans des milieux

compétitifs comme I’eau.

Bien que quelques contributions importantes dans le domaine de la complexation des
anions aient été publiées a la fin des années 60 ainsi que dans les années 70 [2-4], ce n’est pas
avant la fin des années 80 que la communauté des chimistes s’est impliquée de manicre forte
dans la chimie supramoléculaire de complexation des anions. Plusieurs excellentes revues ont
¢été publi¢es sur ce sujet. Notons en particulier celles de Schneider [5], Schmidtchen [6],
Atwood et Steed [7], ainsi que celle de Reinhoudt [8]. Il faut également souligner I’important
travail de compilation de la bibliographie relative a la chimie de coordination des anions
réalisé par Gale, qui a publi¢ quatre articles de revue faisant le point sur ce domaine pour la
période 1977-2002 [9-12]. Notons enfin que Gale a également été éditeur d’un numéro spécial
du journal Coordination Chemistry Review, intitulé "35 years of synthetic anion receptor
chemistry 1968-2003", publié¢ pour célébrer le 35°™ anniversaire de la publication fondatrice

de Park et Simmons [2].

Cet intérét grandissant pour la chimie de complexation des anions est en grande partie li¢

a I’importance, maintenant bien reconnue, des anions dans les systémes biologiques et dans



I’environnement. A titre d’exemple, I’altération du transport des ions chlorure est a 1’origine
de la mucoviscidose [13]. L’implication de I’ATP dans les processus biologiques, en
particulier ceux liés a la fourniture d’énergie aux cellules, est bien établie [14]. Le role des
anions phosphates et d’autres anions inorganiques est également reconnu dans de nombreux

autres processus biologiques indispensables au développement de la vie [15, 16].

Les effets néfastes des ions nitrate et phosphate sur 1’environnement sont bien connus
[17, 18]. Lorsqu’ils sont présents en forte concentration, ils entrainent une prolifération des
végétaux dont la décomposition appauvrit les milieux naturels en oxygene (eutrophisation des
lacs et de rivieres). Les ions nitrate présents dans les eaux de boisson sont des ions déléteres

pouvant causer hypertension, troubles nerveux, ... [19].

En dépit de I'importance des anions dans les processus biologiques et environnementaux,
peu de systemes d’analyse permettent de détecter et de doser in situ les especes anioniques et
les principales techniques d’analyse utilisées actuellement nécessitent de faire des

prélévements qui sont ensuite analysés en laboratoire.

Le défi actuel consiste a développer des capteurs chimiques qui permettront le dosage et
la détection sélective de I’espéce anionique ciblée dans son milieu naturel (matrice biologique
ou environnementale), pour prendre les mesures adéquates et immédiates en cas de pollution,
ou pour étudier et mieux comprendre les processus biologiques. Une solution consiste a
concevoir et utiliser des récepteurs synthétiques capables de complexer sélectivement une
espéce anionique cible. Cependant, méme les récepteurs les plus élaborés et les plus efficaces
ne sont pas utilisables d’un point de vue pratique pour la détection, s’ils ne sont pas capables
de rendre compte et de communiquer a un opérateur extérieur que I’interaction hote-invité
s’est produite. Pour mettre clairement en évidence le phénoméne de reconnaissance, un
moyen efficace consiste donc a fonctionnaliser le récepteur par une sous-unité signalétique
dont une propriété physico-chimique caractéristique et bien définie sera perturbée par la
complexation. La détection et la quantification de 1’ampleur de cette perturbation doit
permettre le dosage de 1’espéce cible (Figure I-1) [20]. Ce sera en particulier le cas des
récepteurs rédox-actifs, ou opto-actifs, dotés d’une activité¢ électrochimique ou optique

intrinseéque.

Enfin, une étape importante vers le développement de véritables dispositifs analytiques,
du type électrode ou optrode, nécessite le dépot de couches sensibles sur des transducteurs par
immobilisation de ces récepteurs sur des surfaces solides, en particulier sur des matériaux

conducteurs.
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unité signalétique récepteur substrat

Figure I-1 : Principe de I’association entre un récepteur et une unité signalétique pour réaliser un capteur [20].

2. RECEPTEURS D’ANIONS

2.1. Premier exemple de récepteur d’anions

En 1968, Park et Simmons ont décrit le premier exemple de récepteur d’anion (Figure I-
2) [2]. lls ont montré que le dication 1 est capable de complexer les anions halogénure
(chlorure, bromure et iodure) en milieu aqueux, via la formation de paires d’ions (interactions
¢lectrostatiques) et de liaisons hydrogene entre les groupements ammonium et les especes

cibles anioniques (N"-H ---- A").

KU

1 tj
Figure I-2 : Le premier exemple de récepteur synthétique d’anion [2].

La complexation des anions halogénure a ¢ét¢ mise en évidence par spectroscopie de
RMN du proton, le spectre du récepteur étant fortement modifié en présence d’anions

halogénure. Le complexe formé, récepteur-anion, est défini par I’équilibre suivant :
R+A < RA™
Cet équilibre est caractéris€ par la constante d’association K ou [RA7], [R], [AT]

représentent respectivement les concentrations d’équilibre du récepteur complexé, du

récepteur libre et de I’anion (en considérant que la concentration est égale a 1’activité).



_ [RAT]
K= rya7]

La valeur de K a été déterminée a partir de 1’évolution des déplacements chimiques des
signaux de RMN du ligand en présence d’anions. La valeur faible obtenue (< 10 M)
s’explique par la forte permittivité dié¢lectrique de I’eau (.., = 78) et par sa capacité a former
des liaisons hydrogeéne qui concurrencent les interactions électrostatiques et les liaisons

hydrogene impliquées dans le processus de complexation des anions [21].

2.2. Reconnaissance d’anions par des récepteurs chargés

Depuis ce premier résultat, de nombreux autres composés de type polyazaalcane protonés
ont été étudiés sous leurs formes protonées en vue de complexer des especes anioniques en
milieu aqueux [5, 6, 9-12, 22]. L’intérét suscité par ce type de récepteur capable de
développer des interactions électrostatiques et des liaisons hydrogeéne avec des anions
s’explique par son analogie avec les récepteurs biologiques. En effet les polyamines
biologiques linéaires, comme la spermine ou la spermidine, sont bien connues pour complexer
les anions phosphate dans I’eau a pH neutre grace a leur charge ¢élevée et a une structure
flexible leur permettant d’adopter une conformation adéquate [23 , 24, 25]. L’avantage de ce
type de récepteur est qu’il est possible de controler le nombre de sites protonés a partir de la
connaissance des valeurs des constantes d’acidité correspondant a la protonation des fonctions
amine en milieu aqueux. L’eau est en effet un solvant compétitif pour la complexation
d’anions et les constantes d’association sont en générales faibles dans ce milieu (inférieures a
10 M) [5]. Les composés polyazaalcanes sont également capables de complexer des espéces
anioniques plus complexes, comme les anions sulfate, carboxylate, phosphate ou les
nucléotides phosphate (AMP, ADP, ATP) [26]. L’¢étude de ces récepteurs d’anions reste donc

limitée par le domaine des pH accessibles.

L’alkylation d’atomes d’azote tertiaires permet de remédier a ce probléme de pH. Dans
ce cas, la complexation repose uniquement sur des interactions électrostatiques et exclut les
liaisons hydrogene [5, 6, 22]. Ainsi Schmidtchen et Muller ont synthétis€¢ une série de
composés macropolycycliques 2 dans lesquels les sites de complexation sont des groupes
ammonium quaternaire capables de complexer les anions halogénure (Figure 1-3) [4, 27]. La
structure cristallographique du complexe 2-I" obtenue par diffraction des rayons X a mis en

évidence I’insertion d’un anion a I’intérieur de la cavité (Figure I-3) [27]. Cependant, ce type
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de récepteur forme des complexes moins forts (valeurs de K plus faibles) avec les anions
chlorure et iodure que les récepteurs analogues protonés. Ce résultat démontre que la
combinaison d’interactions électrostatiques avec des liaisons hydrogéne rend les amines
protonées plus efficaces pour la complexation d’anions que les groupes alkylammonium qui,

de plus, sont stériquement encombrés.

H
(CHZ) n n=6
n

Figure I-3 : Récepteur 2 et représentation schématique de la structure du complexe avec 1’anion iodure [27].

D’autres récepteurs de type polyammonium sont constitués de fragments lipophiles qui
développent des interactions hydrophobes supplémentaires. Ces forces hydrophobes sont dues
a I’affinité particuliére des zones lipophiles du récepteur pour celles de 1’espece cible. Ainsi
Koga et coll. ont synthétis¢ des composés polyazaalcanes protonés contenant des
groupements phényle qui leur conférent un caractére hydrophobe. Ces composés forment des
complexes d’inclusion bien définis avec un certain nombre d’espéces cibles aromatiques en
milieu aqueux [28]. Dans certains cas, la composante hydrophobe du récepteur domine les
autres interactions et I’incorporation de résidus aromatiques du méme type que ceux présents
dans les nucléotides est particulierement favorable. Ainsi, dans le cas de la complexation de
nucléotides, la charge anionique portée par ces especes intervient peu dans leur complexation
par les récepteurs naturels, l’interaction hydrophobe étant prédominante : leur partie

anionique permet simplement de les rendre solubles en milieu aqueux [29].

L’introduction de charges positives sur le récepteur par coordination de cations
métalliques constitue une alternative a la protonation [5, 6, 9-12, 22]. Ainsi les
oxoazamacrocycles et les cryptands peuvent former des complexes cationiques avec un
certain nombre de cations métalliques. Les interactions mises en jeu entre ces complexes
métalliques et les especes anioniques sont du type acide-base de Lewis, I’acide étant le cation

d’un métal de transition (Cu(Il), Co(II), Ru(Il), Mn(Il), ...) déficitaire en électrons et la base
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de Lewis étant I’anion qui posséde des doublets €électroniques non liants. Lehn a ainsi montré
que le cryptand 3 forme des complexes binucléaires de Cu(Il) avec un ion métallique dans
chacune des deux hémisphéres formés par les sites azotés, qui possedent au centre de leur

structure un espace suffisant pour 1’insertion d’un chlorure (Figure I-4) [30, 31].

SN
N o\
R T
3 k/\_ /O‘ ,N\ |)
H
NH
N
O\”J

Figure I-4 : Cryptand pouvant former des complexes cationiques dans le but d’interagir avec des espéces
anioniques [30, 31].

La nature met en jeu d’autres fonctions pour la complexation d’especes anioniques, par
exemple la fonction guanidinium [5, 6, 9-12, 22]. Cette fonction, omniprésente dans les
chaines arginine qui complexe les substrats anioniques, intervient également dans la
stabilisation des protéines tertiaires via la formation de ponts internes avec les fonctions
carboxylate. La forte interaction des sels de guanidinium avec les oxoanions s’explique par la
formation de deux liaisons hydrogeéne qui s’ajoutent aux interactions électrostatiques (Figure

I-5).

N, oy
R__C._H Ho _C._H
ErET
ci%c:)H H(:)\\@,yc:J

R o’P"’OR

Figure I-5 : Complexes guanidinium-oxoanions.

Ce mode de complexation a été observé a 1’état solide dans les structures
cristallographiques de plusieurs enzymes complexant des oxoanions, ainsi que dans des
complexes formés avec de simples sels de guanidinium [32, 33]. Un autre avantage de la
fonction guanidinium pour la conception de récepteurs d’anions est la forte basicité¢ de la
fonction guanidine (pK, = 13,5) qui garantit sa protonation sur un large domaine de pH. En
revanche, la forte solvatation de la fonction guanidinium par 1’eau est un désavantage puisque
les interactions avec 1’anion sont affaiblies. De nombreux récepteurs artificiels d’anions basés
sur les fonctions guanidinium ont ét¢ développés [5, 6, 9-12] depuis le premier exemple décrit
par Lehn [34]. Parmi ceux-ci, le récepteur 4 interagit faiblement avec I’anion phosphate (K =

1,7 M ") dans un mélange eau/méthanol, ce qui démontre que I’interaction récepteur-anion est
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gouvernée principalement par des interactions électrostatiques qui sont trés fortement
atténuées dans des solvants possédant une permittivité di¢lectrique €élevée (€cay = 78, Emethanol =

33) et un caractere protique marqué (Figure 1-6).

NH,
Figure I-6: Le premier exemple de récepteur a anion contenant des fonctions guanidinium [34].

Ce premier exemple a entrainé la conception de nombreux autres ligands contenant une
ou plusieurs fonctions guanidinium, avec des arrangements variés et susceptibles d’interagir

plus ou moins fortement avec les oxoanions du type phosphate ou carboxylate [35-38].

D’autres études de complexes organiques récepteur-cible font référence aux interactions
accepteur-donneur d’électrons du type transfert de charge [S, 6, 9-12]. Les complexes
récepteur-anion sont alors stabilisés par le transfert d’¢lectrons de I’orbitale HOMO de
I’espéce donneuse a 1’orbitale LUMO de I’espece acceptrice. Kaifer et Stoddart ont fortement
contribué¢ a I’application de ce type d’interactions pour la complexation d’especes cibles
neutres ou anioniques, pour des récepteurs de type cyclobis(paraquat-p-phényléne) [39]. Ces
récepteurs contiennent des fonctions bipyridinium dicationiques facilement réductibles qui
sont susceptibles de complexer des anions par la combinaison d’interactions électrostatiques
et de transfert de charge. Les complexes formés sont relativement forts en milieu aqueux,
tirant avantage d’interactions du type transfert de charge, moins sensibles au solvant que les

interactions électrostatiques.

2.3. Reconnaissance d’anions par des récepteurs neutres

A coté des récepteurs chargés qui engagent des interactions €lectrostatiques avec 1’espece
cible anionique, il a également été proposé des récepteurs neutres [5, 6, 8-12, 40]. La plupart
de ces composés possédent des fonctions (amide, urée, thiourée, ...) susceptibles de former
des liaisons hydrogeéne avec les especes anioniques. Comme dans les récepteurs biologiques,
la complexation d’anions par des récepteurs synthétiques peut étre réalisée uniquement sur la
base de liaisons hydrogéne. Les principaux avantages de ce type de récepteurs sont leur

¢lectroneutralité et leur capacité a former simultanément plusieurs liaisons dans divers
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arrangements. Cette souplesse de construction ouvre des possibilités presque illimitées dans la

conception de récepteurs synthétiques.

Kelly et Kim ont décrit une série de récepteurs contenant des fonctions urée pour la
complexation d’oxoanions (carboxylate, phosphate, sulfonate) ou de molécules oxygénées
comme des lactones et des dérivés nitrés [41]. Les résultats ont montré que plus la basicité au
sens de Brensted et la charge de 1’anion sont élevées, plus le complexe est stable. Avec des
récepteurs équivalents, Hamilton et coll. ont établi une corrélation entre la force du complexe
et ’acidité du récepteur, donneur de liaisons hydrogeéne [42]. Cependant une augmentation de
la polarité du solvant et de son caractere protique (cas de ’eau) défavorise fortement la

formation de liaisons hydrogene entre la cible et le récepteur [43].

Des récepteurs neutres exploitant les interactions du type acide-base de Lewis ont été
¢galement congus et étudiés [5, 6, 8-12, 40]. Le squelette du récepteur contient alors des sites
¢lectroniquement déficitaires qui peuvent interagir avec les doublets non liants des especes
anioniques. Le récepteur peut posséder des sites acides de Lewis du type silicium, étain,
mercure ou bore, comme dans le cas du récepteur S (Figure [-7) [44]. Un autre type de
récepteur met en jeu des complexes neutres de métaux de transition, comme par exemple le

complexe dinucléaire d’uranyle 6 qui complexe des anions dicarboxylate (Figure I-7) [45].
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Figure I-7 : Exemples de récepteurs neutres pour la reconnaissance d’anions [44, 45].

3. INTERACTIONS MISES EN JEU DANS LA COMPLEXATION
D’ANIONS

Comme nous venons de le voir a travers quelques exemples significatifs, le
développement de molécules synthétiques pour la complexation d’anions est basé sur
différentes interactions possibles entre un récepteur et une espéce anionique cible. Ces
interactions peuvent étre combinées et entrainer des effets plus ou moins favorables. De plus,
leur force dépend du solvant utilisé. Les cinq principales interactions a considérer sont

résumées dans la Figure I-8 ci-dessous.
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Liaisons
hydrogeéne

Forces Transfert
hydrophobes de charge

Interactions Interactions
acide-base ¢lectrostatiques
de Lewis

Figure I-8 : Principales interactions mises en jeu lors du processus de complexation d’anions.

La Figure I-9 permet de mieux appréhender les difficultés liées a la réalisation des
récepteurs complexants d’anions. En effet, les interactions mises en jeu lors de Ia
complexation des anions sont beaucoup plus faibles par comparaison avec la coordination de

cations métalliques ou la formation de liaisons covalentes.

Liaisons de Liaisons Interactions Liaisons de Liaisons
Van der Waals  Hydrogéne €lectrostatiques  coordination covalentes
\ l / l l E (KJ/mole)
T 1 | >
0,2-2 10 15 50 100

Figure I-9 : Energie de différentes interactions mises en jeu dans un processus de complexation.

3.1. Les liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne jouent un rdle crucial dans la structure des assemblages
biomoléculaires et dans les systémes biologiques, ce qui explique le fort engouement pour la
fonctionnalisation de récepteurs d’anions par des groupes donneurs/accepteurs de liaisons
hydrogeéne. De nombreuses fonctions chimiques (neutres ou chargées) peuvent former des
liaisons hydrogéne, comme les fonctions guanidinium, ammonium, amide, urée ou thiourée
[5, 8-12, 40, 46]. La force de ces liaisons dépend de plusieurs parametres comme le solvant, la
nature des substituants a proximité du site donneur ou accepteur, la préorganisation des

fonctions donneuses de liaisons hydrogene et la présence d’interactions additionnelles.
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Le solvant a une influence considérable sur la force des liaisons hydrogéne : une
augmentation de la permittivité diélectrique du solvant entraine une forte diminution de la
force des liaisons hydrogéne. Par exemple, dans un solvant comme I’eau ou le méthanol,
susceptible de former des liaisons hydrogéne avec le récepteur, les interactions H entre le

récepteur et I’anion seront quasiment inexistantes.

La préorganisation du site de complexation doit également étre prise en compte pour
concevoir un récepteur efficace pour la complexation d’espéces anioniques. Par exemple, la
complexation de barbiturate est 100 fois plus favorable avec le récepteur 7, dont le site de

complexation est préorganisé, qu’avec son analogue 8 (Figure I-10) [47].

TR F R

”

Figure I-10 : La complexation du barbiturate est favorisée dans le cas du récepteur macrocyclique préorganisé 7
comparativement a son homologue 8 [47].

3.2. Les forces hydrophobes

Les forces hydrophobes sont dues a 1’affinit¢ des zones lipophiles du récepteur pour
celles de la cible, ainsi qu’a la perte de molécules d’eau qui apporte un gain d’entropie [5]. La
conception de récepteurs dont le processus de reconnaissance met en jeu des forces
hydrophobes n’est pas aisée. En effet, il faut trouver un compromis entre hydrophobicité et

solubilité du récepteur en milieu aqueux.

3.3. Les interactions électrostatiques

Les interactions qui sont les moins favorables dans un solvant polaire sont sans doute les
interactions é€lectrostatiques. En effet, la force de ces interactions dépend de & selon

I’Equation I- 1 ou qa, gqs €&, r et AGgc représentent respectivement la charge du cation, la
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charge de I’anion, la permittivité di¢lectrique du solvant, la distance entre I’espece cationique

et I’espece anionique et I’enthalpie libre de formation du complexe récepteur-espece cible.

9,98
AGyo === Equation I- 1
re
En revanche, ce sont les interactions les plus fortes mises en jeu dans les solvants les
moins polaires comme le chloroforme (&chioroforme = 4,8) et le dichlorométhane (€gichiorométhane =

9,1). La solvatation des groupements cationiques (guanidinium, ammonium...) est également

un facteur défavorisant la complexation, di a I’effet d’écran des molécules de solvant.

3.4. Les interactions de transfert de charge

Les interactions du type transfert de charge semblent étre les moins influencées par la
nature du solvant. Les complexes du type transfert de charge sont stabilisés par le transfert
d’électrons de 1’orbitale HOMO de I’espéce donneuse a l’orbitale LUMO de I’espéce
acceptrice [5]. Le caractere électro-donneur ou ¢lectro-accepteur des substituants peut
renforcer les complexes formés. Les interactions du type transfert de charge mises en jeu dans
le cas de composés organiques conjugués sont associées a des forces hydrophobes dont la

présence permet également d’expliquer une dépendance moins marquée vis-a-vis du solvant.

3.5. Les interactions acide-base de Lewis

Deux situations différentes sont possibles pour la reconnaissance d’anions par des
récepteurs contenant des cations métalliques. Dans le premier cas les métaux sont coordinés
par un ligand organique en position vicinale mais présentent un site de coordination libre ou
labile. Dans le deuxiéme cas, les especes métalliques (I’étain, par exemple) sont liées de

manicre covalente dans le squelette du composé organique.

4. RECEPTEURS D’ANIONS DOTES D’UNE UNITE SIGNALETIQUE
REDOX

Comme nous venons de le voir, de nombreux récepteurs synthétiques, susceptibles

d’établir un seul type d’interaction ou une combinaison de plusieurs interactions, ont été
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développés pour la complexation d’anions. Mais d’un point de vue pratique, il ne suffit pas de
complexer 1’espece cible, il faut aussi la détecter. Durant ces deux dernieéres décades, de
nouvelles molécules ont été congues et synthétisées pour détecter des especes anioniques par
des techniques simples et efficaces [20, 48-55]. Ces assemblages moléculaires qui sont
principalement des récepteurs « électrochimiquement actifs » et « optiquement actifs »
différent des précédents par la présence dans leur structure d’un élément supplémentaire,
appelé unité « signalétique » reliée au site de complexation par 1’intermédiaire d’un élément

espaceur appelé « connexion » (Figure I-11).

Connexion Unité signalétique

Site de complexation

Complexation

%E-@Q

Cible

Recepteur « rédox-
ou opto-actif »

« signal »

Figure I-11 : Principe de la reconnaissance d’anions par des récepteurs rédox- et opto-actifs.

Les sites de complexation de ces récepteurs actifs sont semblables a ceux des récepteurs
synthétiques que nous avons décrits précédemment. Leur intérét réside dans la traduction par
I’unité signalétique du phénomeéne de complexation, a travers une modification supposée
facile a détecter et quantifiable d’une de ses propriétés physico-chimiques, comme une
caractéristique optique (fluorescence, absorption, UV-Visible) dans le cas de récepteurs opto-
actifs, ou d’une de ses propriétés rédox (potentiel, courant) dans le cas de récepteurs rédox-
actifs. Si I’ampleur de la modification peut étre corrélée a la concentration en espéce cible, il
est alors possible d’en réaliser le dosage. La connexion entre le site de complexation et I’'unité
signalétique a une importance capitale sur I’efficacit¢ du systeme. Elle doit permettre de
transmettre correctement I’information « complexation de [’espece cible dans le site de
complexation » a ’'unité signalétique. Le transfert de cette information peut s’effectuer selon
5 mécanismes différents [56], (i) a travers I’espace via des interactions €lectrostatiques entre
I’unité signalétique et la molécule cible complexée, (i) a travers un systéme de liaisons
chimiques conjuguées reliant 1’unité signalétique au site de complexation, (iii) par formation

de liaisons additionnelles entre 1’unité signalétique et 1’espéce cible complexée, (iv) par un
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Chap. I : Récepteurs moléculaire pour la reconnaissance et la détection

changement de conformation du récepteur suite a la complexation de 1’anion, qui peut induire
une perturbation des propriétés de 1’unité signalétique, ou (v) par interférence de 1’espece

cible dans la communication entre deux unités signalétiques voisines.

4.1. Récepteurs « opto-actifs »

Les récepteurs optiquement actifs possédent des unités signalétiques photo-actives
variées, comme les fonctions anthracéne, naphtaléne ou trisbipyridine de ruthénium (II) [49-
55]. Ces composés présentent un intérét particulier, en raison de la sensibilité de la technique

d’analyse utilisée (fluorescence).

Le premier exemple de récepteur fluorescent d’anion a été décrit par Czarnik et coll. [57].
Le récepteur optiquement actif 9 est constitué d’un fragment aminoanthracene 1i¢ par un pont
méthyléne a un ligand ((tripropylylamino)amine) (Figure I-12). A pH = 6, les trois fonctions
amine les plus ¢éloignées du fragment aminoanthracéne sont protonées. Le spectre d’émission
de ce composé est fortement exalté en présence de 1’anion hydrogénophosphate (HPO,*) du
fait de la protonation par I’anion de 1’azote pontant le ligand ((tripropylylamino)amine) au

groupement anthracéne.

HyN

W,
\\N—/_NH O
Hsz 9

Figure I-12 : Le premier exemple de récepteur fluorescent d’anion [57].

Plus récemment, Kikuchi et coll. ont publié un exemple original de récepteur
optiquement actif constitué par un complexe de cadmium (II) du 1,4,7,10-
tétraazacyclododécane fonctionnalisé par un groupement fluorescent 7-aminocoumarine [58].
Ce récepteur 10 permet la détection de diverses especes anioniques (AMP, ATP, CMP et
iodure) en milieu aqueux (Figure I-13). La coordination d’un anion sur le centre métallique
entraine la décoordination de la fonction amine du groupe aminocoumarine ainsi qu’une

modification importante des spectres de fluorescence du récepteur.
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Figure I-13 : Complexation et détection optique d’un anion par le récepteur fluorescent 10 [58].

Un autre exemple récent est celui du récepteur 11 contenant le naphtaléne comme unité
fluorescente, décrit par Hong et ses collaborateurs Figure I-14 [59]. Ce récepteur détecte
efficacement 1’anion pyrophosphate en milieu aqueux sur une large gamme de pH, tout en

présentant une remarquable sélectivité pour I’anion pyrophosphate P,O4* par rapport aux

anions ATP”” et hydrogénophosphate.

Pyrophosphate

Figure I-14 : Complexation du récepteur 11 par les anions pyrophosphate et ATP*™ [59].

4.2. Récepteurs rédox-actifs d’anions

Dans le cas particulier de la reconnaissance électrochimique d’especes ioniques, le
phénoméene de complexation n’est pas seulement défini par un simple équilibre entre un état
« libre » et un état « complexé », mais par une série d’équilibres mettant en jeu plusieurs
processus impliquant les différentes formes rédox du récepteur [56, 60]. En effet, 'unité
signalétique des récepteurs rédox-actifs peut intervenir au niveau de la complexation de
I’espece ionique, en favorisant ou défavorisant sa complexation selon I’état rédox du

récepteur.

Le mécanisme global mis en jeu peut étre décrit, dans le cas des anions, a ’aide du
schéma carré suivant (Figure I-15), ou Ei° et E.° représentent respectivement les potentiels

d’oxydation du récepteur libre et du récepteur complexé, Kox et Kreq représentant les
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constantes d’association entre le récepteur sous forme oxydée et I’anion et le récepteur sous

forme réduite et 1’anion.

E;
LOx < > LRed
A +e A
Koy || TA + A7 Kpeq
Y +e ]
LoyA™ = 5 > LpeaA

C

Figure I-15 : Schéma carré décrivant la complexation d’un anion par un récepteur rédox-actif.

L’analyse thermodynamique de ce schéma carré conduit a I’Equation I- 2. Cette relation
est générale (ligand oxydable ou réductible) et permet, par la mesure de AE, de déterminer la
balance des forces de complexation entre 1’analyte et les formes oxydées et réduites du
récepteur. Elle montre que si les valeurs de Koy et Kreg sont proches, AE est faible (méme
pour des valeurs de Kox et Kreq €levées) et aucun phénomene de reconnaissance
¢lectrochimique ne peut étre observé. L’événement de reconnaissance n’est donc
¢lectrochimiquement observable que si les valeurs de Kox et Kreq sont tres différentes. Pour
que cette condition soit vérifiée, il est nécessaire que 1’introduction (par oxydation) ou la
suppression (par réduction) d’une charge positive sur le récepteur entraine une variation
importante dans la balance des interactions, ce qui nécessite que le site de complexation soit
dans un environnement proche du centre rédox ou qu’il y soit fortement lié. I/ n’existe donc
pas de bijection entre les propriétés de complexation d’'un récepteur rédox-actif et ses
propriétés de reconnaissance électrochimique : une complexation forte n’est pas une
condition suffisante pour une reconnaissance électrochimique efficace. C’est le premier

obstacle qui est rencontré dans la conception de récepteur rédox-actifs.

AE = E E = E lnLKRedJ Equation I- 2
nF Ko,
[LRed ] [LOX ) A_]
avec K 4= [ red][A ] et Koy = 7[1‘0)( ][A‘]
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Les unités signalétiques les plus fréquemment utilisées pour la construction de récepteurs
d’anions rédox-actifs sont des complexes de la famille des métallocenes, comme le
cobaltocénium (CoCps)" et, surtout, le ferrocéne (FeCp,) [48-50]. Ces unités signalétiques
sont constituées de cations métalliques Fe" et Co™ pris en "sandwich" entre deux cycles
cyclopentadiényles. Leur ¢€lectro-activité¢ est simple et caractérisée par un systéme mono-

¢lectronique réversible. Le transfert électronique s’effectue formellement sur le centre

I I

métallique entrainant la réduction du Co" en Co" et I’oxydation du Fe" en Fe"" pour former

respectivement les especes cobaltocene et ferricinium (Figure I-16).

Fe —_— Fe te Co +e == Co
=) ) ) )

Figure I-16 : Oxydation du ferrocéne et réduction du cobaltocénium.

Comme nous I’avons déja évoqué, le centre rédox peut intervenir sur le phénoméne de
complexation. Ainsi la réduction du cobaltocénium conduit a une espeéce neutre, ce qui
entraine une diminution des interactions électrostatiques entre l'unité signalétique du
récepteur et I’anion. Au contraire, 1’oxydation du ferrocéne en ferricinium a pour effet
d’accroitre la force de la complexation, suite a I’établissement d’interactions électrostatiques
favorables entre le cation ferricinium et 1’anion. Quel que soit le centre rédox, la valeur de
Kox sera supérieure a celle de Kreq, donc le rapport Kreq/Kox sera inférieur a 1 et AE sera
négatif. Le potentiel rédox du récepteur « complexé » sera donc inférieur a celui du récepteur

« libre ».

La détection électrochimique d’un anion est en général mise en évidence par une
modification des voltampérogrammes induite par la complexation. Celle-ci peut entrainer
deux types d’évolution des voltampérogrammes (Figure I-17) [61]. Le comportement « a une
vague » est caractérisé par un déplacement graduel du potentiel du centre rédox vers les
potentiels moins positifs en présence d’anion. Il traduit I’existence de faibles interactions
entre le récepteur réduit et I’anion (typiquement Kpeq < 10° M™). Pour observer un
déplacement mesurable des potentiels, ces interactions doivent étre fortement renforcées dans
I’état oxydé du récepteur. Dans ce cas, la sensibilité du dosage va essentiellement reposer sur
la valeur de la constante Kox. Si le déplacement graduel du potentiel est corrélé a la

concentration en especes cibles, il est alors possible d’établir une courbe d’étalonnage de type

potentiométrique.
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Figure I-17. Courbes de voltammétrie cyclique simulées a 1’aide du logiciel Digisim®, selon le schéma carré
représenté (schéma 1.12) : Koy/Kreq = 10° M, [L]o= 10°M (v=0,1V/s,A=1 cm?, E;= 0,7 V, toutes les
constantes de vitesse sont grandes). (A) Comportement « a deux vagues », Kreq = 10°M, A/L=0:0,25:0,50;
0,75 ; 1 (en insert : dosage ampérométrique) ; (B) Comportement « a une vague », Kes=1 M, AL =0;1;2;
5;10; 20 ; 30 (en insert: dosage potentiométrique).

Le second type d’évolution observable est appelé comportement « a deux vagues ». Il est
caractérisé par ’apparition d’une nouvelle vague voltampérométrique, dont I’intensité croit
avec la quantité ou la concentration de la molécule cible au détriment de celle de la vague
initiale correspondant a la réponse €lectrochimique du récepteur libre. Cette nouvelle vague
est caractéristique de 1’¢lectroactivité de la forme complexée du récepteur. Elle atteint son
développement maximal lorsque le récepteur et le substrat sont dans des proportions
respectant la steechiométrie du complexe dans le cas d’une complexation forte. Au-dela, plus
aucune modification de la réponse ¢€lectrochimique de la solution n’est observée. La détection
et le dosage sont réalisés de maniere ampérométrique en suivant soit la diminution du courant
lié a I’¢lectroactivité du récepteur libre autour de £ soit I’augmentation du courant liée a celle
du récepteur complexé autour de E.. Le tracé du courant en fonction de la concentration en
substrat permet d’obtenir une courbe d’étalonnage. Le comportement « a deux vagues »
traduit donc un net accroissement du rapport Kox/Kreq dli aux interactions électrostatiques qui
seront particuliérement favorables pour la complexation de 1’anion, associé & une valeur

relativement élevée de Kreq (typiquement supérieure a 10* M™).
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4.2.1. Récepteurs rédox-actifs a base de cobaltocénium

Quelques exemples de récepteurs de ce type ont été décrits dans la littérature [48, 49]. La
plupart contiennent des groupements amide associ€s au centre cobaltocénium et différent les
uns des autres par le nombre de sites amido-cobaltocénium et I’arrangement spatial du site de
complexation. Ces composés peuvent former des liaisons hydrogéne avec les especes
anioniques, comme cela a été par exemple démontré a 1’état solide par la structure
cristallographique du complexe formé entre le récepteur 12 et un anion bromure (Figure I-18)

[50].

@{f )

12 N

ZIT 1=Z

Figure I-18 : Récepteur 12 et structure cristallographique du complexe 12+(Br"), [50].

Cette structure a permis de mettre en évidence la formation de deux types de liaisons
hydrogene entre le récepteur 12 et ’anion, I’une avec les protons de la fonction amide, I’autre
avec les protons aryles et cyclopentadiényles. Le déplacement progressif du potentiel de
réduction du couple cobaltoceéne/cobaltocénium du composé 12 vers les potentiels plus
négatifs peut atteindre —250 mV en présence de I’anion H,PO4  en milieu acétonitrile. Le

comportement observé est du type « a une vague ».

Les principaux inconvénients des récepteurs dérivés du cobaltocénium sont dus aux
difficultés de synthese et a la sensibilité a I’oxygene de la forme réduite, ce qui explique que
la bibliographie sur les récepteurs ferrocéniques soit beaucoup plus abondante que celle

relative a leurs analogues cobaltocénium.
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4.2.2. Récepteurs rédox-actifs ferrocéniques

De nombreux récepteurs rédox-actifs d’anions dérivés du ferrocéne ont été élaborés et
¢étudiés principalement en milieu organique [49, 50, 56, 60, 62]. Contrairement au cation
cobaltocénium, le ferroceéne, a priori, n’interagit pas avec les anions. Cependant, de fortes
interactions ¢€lectrostatiques se développent avec les espéces anioniques a la suite de son

oxydation en ferricinium.

Bon nombre de ces récepteurs sont capables de reconnaitre électrochimiquement et de
manicre s¢lective les anions dihydrogénophosphate par rapport aux anions halogénure ou
hydrogénosulfate [63 , 64, 65]. Ce constat est pourtant a nuancer. En effet, Beer et coll. ont
montré que le composé 13 complexe sélectivement I’anion HSO4™ par rapport a 1’anion
H,PO4 en raison du caractére basique du groupement amine qui conduit a la déprotonation de
HSO,™ pour produire SO,4* qui est plus fortement complexée (Figure I-19) [66].

0
13

Figure I-19 : Récepteur sélectif de HSO,4 par rapport a H,PO,™ [66].

Astruc et coll. ont clairement montré I’importance de la structure du récepteur dans le
phénomene de reconnaissance électrochimique en étudiant plusieurs dendrimeres amido-
ferroceéne [64]. Ils ont mis en évidence 1’effet dendritique pour des endo-récepteurs contenant
de 3 a 36 sites amido-ferroceéne. Cet effet dendritique, qui se traduit par une meilleure
reconnaissance et détection des anions H,PO4~ en milieu organique quand le nombre de sites
amido-ferrocéne augmente, s’explique par la présence de plusieurs sites de complexation
proches les uns des autres, qui forment des canaux de plus en plus favorables pour la
complexation d’anions lorsque la génération dendritique augmente. Ce phénoméne peut se
concevoir comme une augmentation de la concentration en fonctions complexantes dans un
environnement proche, associée a une préorganisation de ces fonctions. Cependant cet effet
est limité lorsque la quantité de sites complexant devient trop importante autour du centre du
dendrimeére (cas du 36 amido-Fc), ce qui entraine une saturation stérique de la surface du

dendrimere.

Si les principales interactions mises en jeu pour la conception de récepteurs ferrocéniques

sont les liaisons hydrogéne, d’autres interactions ont été mises a profit, comme les
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interactions électrostatiques ou les interactions acide-base de Lewis. Shinkai et coll. ont en
particulier montré que le composé 14 détecte sélectivement les anions fluorure en milieu
méthanol/eau par un comportement de type «a une vague» (Figure 1[-20) [67]. Cette

sélectivité s’explique par I’interaction acide dur-base dure entre le bore et I’anion fluorure.

OH
/
< B.
OH
Fe
& 14

Figure I-20 : Récepteur sélectif des anions fluorure [67].

Quelques exemples représentatifs de récepteurs et précurseurs de matériaux d’électrode
dérivés du ferrocene €laborés au sein de notre laboratoire sont représentés ci-dessous (Figure
[-21). Nous avons déja souligné que les interactions électrostatiques jouent un role essentiel
dans le processus de reconnaissance d’anions en milieu organique, en particulier dans le cas
des récepteurs ferrocéniques qui bénéficient du renforcement important de I’interaction anion-

récepteur sous forme oxydée, avec la formation de fortes paires d’ions ferricinium-anion.

\ O OCHj3 Oj/ @—/F U‘H
F©e\//N§Fj HN 0 NH NH
FoN* 8 g § ) H\m/\©
15 NH  HN HN Fe [ cul Fe
e B o = 1s

Figure I-21 : Exemples de récepteurs ferrocéniques congus et étudiés dans notre laboratoire [68-70].

Ce constat a été clairement démontré par 1’é¢tude de la trés simple sonde rédox 15 [68,
69]. D’autre part, une étude trés compléte menée avec une série de récepteurs neutres ou
cationiques dérivés du cyclame (récepteurs 17 et 18), a permis de mettre en évidence le
"poids" respectif des principales interactions (liaisons-H, interactions ¢électrostatiques,
interactions acide-base de Lewis) pour la complexation et la détection sélective

voltampérométrique d’especes anioniques [70].
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Les quelques exemples que nous venons de citer, comme la majeure partie des récepteurs
ferrocéniques décrits dans la littérature, ont clairement montré qu’un site de complexation
préorganisé contenant plusieurs fonctions complexantes permet de détecter et de complexer
des espéces anioniques cibles en milieu organique [53, 56, 68-72]. L’un des défis actuels est
de concevoir des récepteurs rédox-actifs permettant une détection d’especes anioniques en
milieu aqueux. Il existe peu d’exemples de récepteurs artificiels capables de traduire en milieu
aqueux un processus de complexation d’anions en un signal électrochimique mesurable [48,
73-79]. La majorit¢ de ces molécules hdtes posséde des sites de complexation du type
polyazaalcane cyclique ou acyclique qui, par suite de leur protonation, sont susceptibles de
complexer des especes anioniques dans des conditions de pH bien définies. Le premier
exemple et le plus significatif fut décrit par Beer et coll. [73], qui en 1993, ont montré que les
composés 19-21 permettaient de détecter les anions ATP?™ et H,PO,4” en milieu aqueux (pH =
6,5) grace a un déplacement de 60 a 80 mV du potentiel d’oxydation du ferrocéne vers les

valeurs moins positives (comportement « a une vague ») (Figure 1-22).
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Figure I-22 : Récepteurs permettant la détection électrochimique des anions ATP*” et H,PO,” en milieu aqueux
[73].

Comme pour les récepteurs d’anions non rédox, le principal inconvénient de ces
composés est qu’il est nécessaire de travailler dans des domaines de pH trés limités pour
obtenir des propriétés de complexation et détection électrochimique satisfaisantes [48, 75,
76].

Le récepteur ferrocénique 22, contenant des sites de complexation a base d’unités
viologeéne (4,4 -bipyridinium) connu pour s’associer fortement avec les espéces anioniques
riches en ¢électrons par des interactions €lectrostatiques et de transfert de charge, a montré des
propriétés de reconnaissance électrochimique d’anion en milieu aqueux, surtout vis-a-vis de
’anion ATP* (Figure I-23) [79]. Ce résultat représente a ce jour un des trés rares exemples
de détection voltammeétrique d’anions par des récepteurs synthétiques en milieu aqueux. Ce
comportement trouve probablement son origine dans la combinaison d’interactions
¢lectrostatiques (le récepteur oxydé est hexacationique) et de transfert de charge (interaction

entre le bis-viologene et la nucléobase adénine de I’ATP) entre le récepteur et cet anion.
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Figure 1-23 : Récepteur détectant I’anion ATP?” en milieu aqueux [79].

4.2.3. Récepteurs rédox-actifs utilisant d’autres centres ¢électro-actifs

Les groupements métallocéne ne sont pas les seuls centres rédox utilisés. En particulier la
fonction bipyridinium peut jouer le role d’unité signalétique rédox [80], mais sa sensibilité

vis-a-vis de I’oxygene sous ses formes réduites en limite I'utilisation.

Beer et ses collaborateurs ont récemment préparé une série de cryptands bimétalliques
23-25, par autoassemblage de métaux (Co(IIl) ou Fe(Ill)) avec des ligands dithiocarbamate
(Figure 1-24) [81]. Ces complexes sont capables de détecter différents anions en suivant la
perturbation du couple rédox centré¢ sur le métal. Dans le cas des complexes de cobalt,
I’addition d’anion dihydrogénophosphate entraine un déplacement de potentiel pouvant

atteindre 125 mV dans le dichlorométhane.
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Figure 1-24 : Cryptands bimétalliques détectant notamment 1’anion H,PO," dans le dichlorométhane [81].

Récemment, Levillain et Sessler ont étudié les propriétés en reconnaissance
¢lectrochimique d’anions d’une série de calix[4]pyrroles 26-28 intégrant le tétrathiafulvaléne
comme sous-unité rédox (Figure I-25) [82]. La complexation des ions bromure et chlorure par
ces récepteurs a en particulier pu étre mise en évidence par analyse ¢lectrochimique conduite
dans le dichlorométhane, grace au déplacement de la vague d’oxydation du TTF. A titre
d’exemple, au récepteur 27 est associé un systéme « 2 vagues » en présence d’ions chlorure,
la vague d’oxydation du TTF dans le récepteur complexé apparaissant a un potentiel moins

positif (AE =—-145 mV).
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Figure I-25 : Récepteurs calix[4]pyrrole-tétrathiafulvaléne détectant par voie électrochimique les anions
chlorure et bromure [82].

4.2.4. Cas des récepteurs a centres rédox multiples

Les systetmes macromoléculaires contenant plusieurs centres rédox actifs, dérivés en
particulier du ferrocéne, ont fait 1’objet de nombreuses études en raison de leurs propriétés
rédox particuliéres, ainsi que pour leur intérét potentiel comme matériaux fonctionnels
nanostructurés [83-85]. En particulier, des assemblages associant plusieurs métallocenes [86-
89], des métallodendrimeres [88, 90, 91], ou des polymeres fonctionnalisés par des
métallocenes [84, 92, 93] peuvent présenter une importante communication intramoléculaire
¢lectrostatique grace a la proximité des centres rédox. Cette communication et ses
modifications suite a des interactions du récepteur avec une espéce cible, peuvent étre mises

utilement a profit en reconnaissance électrochimique [94, 95].

4.2.4.1. Théorie des récepteurs a centres rédox multiples

Le comportement ¢électrochimique de molécules contenant plusieurs sites électroactifs a
été largement étudié [86, 87, 89, 90]. Les différences de potentiel rédox correspondant aux
différents transferts électroniques successifs au sein de telles molécules dépendent de
I’interaction entre les sites rédox. Ainsi, pour des molécules contenant n centres rédox
chimiquement identiques et indépendants, en 1’absence de réorganisation moléculaire ou de
changement de solvatation la séparation entre les potentiels standards des différents centres

rédox va dépendre uniquement du nombre de centres rédox présents et les transferts
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¢lectroniques successifs vont alors suivre une loi statistique simple [96]. Par exemple, pour
deux centres rédox chimiquement équivalents, la séparation AE); est égale a (2RT/F) In2, soit
35,6 mV. La situation est alors analogue a la séparation des pK, d’un polyacide a
groupements acides identiques et indépendants. Ammar et Savéant [97] ont ainsi montré que
dans ce cas la vague voltammétrique nernstienne résultante a 1’allure d’une vague unique. De
maniere générale, la théorie statistique d'un systéme a n centres rédox identiques permet de
calculer la différence entre le potentiel formel du premier centre rédox et le potentiel formel
iéme

du n™ centre rédox. En effet, chaque site a le méme potentiel standard d’oxydation £, :

RXXX —Eo s OXXX + e
XRXX —Eo s XOXX + e
XXRX —E2s XXOX + e
XXXR —Ls XXXO + ¢

O et R représentent respectivement les états oxydés et réduits du site, tandis que X représente
le site dans un état quelconque (O ou R). La probabilité¢ d’oxydation d’un site i est déterminée
par I’Equation I- 3. La fraction f; du nombre de molécules avec exactement j sites oxydés est
ensuite obtenue par une simple distribution binomiale (Equation I- 4, n représente le nombre
total de sites électroactifs). Le potentiel formel d’oxydation en fonction de n et j est alors
donné par ’Equation I- 5 qui permet de calculer la différence entre les potentiels formels
extrémes AE), (Equation I- 6). La Figure [-26 illustre cette analyse théorique par une

représentation de la répartition des potentiels formels pourn =2 an==6.

o] _ 1

Feo =TRl+]0] " 170

Equation I- 3

n! o\ ( 1\~ .
[ = ( j ( j Equation I- 4
P\ Mm=jr\1+6) 1+6

E, = E’ +Eln ~J Equation I- 5
' F n—j+1
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2RT
AE,, = E10 - E,? = (TJ Inn Equation I- 6

obs F, F
E1/2 E1 - En

S

1
N
P
P

35,6

s | | | .
- A a
n=5 } } l } } 82,8

G

Figure I-26 : Séparations des potentiels standards successifs d’une molécule possédant n centres rédox
identiques et indépendants. E,” - E,” est la différence entre les potentiels standards du premier et du dernier état
d’oxydation. Pour n > 4, la séparation devient non uniforme.

La mesure de la séparation AE),; entre chaque centre rédox permet donc de quantifier la
communication ¢lectronique entre les multiples centres rédox.

Si les centres rédox sont chimiquement équivalents et qu'ils n'interagissent pas, AE}, suit
alors la loi statistique énoncée précédemment et la vague voltammétrique nernstienne
résultante a ’allure d’une vague correspondant a une réaction de transfert monoélectronique.

Si les centres rédox chimiquement équivalents interagissent, AE1, est plus élevé que la
différence entre les potentiels formels et sa valeur permet de quantifier le degré de

communication entre les centres rédox.

4.2.4.2. Quelques exemples de la littérature

Dans ces assemblages, plusieurs phénoménes peuvent modifier la communication entre
les centres rédox, comme la protonation ou I’alkylation des composés multirédox [86, 89,
98], leur complexation [94, 95], mais aussi le changement de polarité du solvant [86, 99], ou
encore la composition de 1’¢électrolyte support [100].

La protonation d’un récepteur multi rédox peut étre responsable d'une annihilation totale

de la communication électrochimique pour des récepteurs polyferrocéniques a pont azotés
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[86-88, 95]. Par exemple, Alvarez et Kaifer ont montré qu'une modification de 1’interaction
entre des centres rédox peut étre obtenue par protonation ou alkylation d'un dérivé possédant
deux unités ferroceéne reliées par un pont azoté (Figure 1-27) [86]. Ce composé présente un
degré de communication électronique modéré entre les deux unités signalétiques rédox (AE; .
= 82 mV) et cette communication peut étre réduite par protonation ou par N-méthylation de
I’amine tertiaire du pont, comme le montre les valeurs des AE); pour les différentes formes
du composé libre, protonée ou N-méthylée. Pour deux unités ferrocéniques identiques et
indépendantes, nous avons vu précédemment que AE),; devrait étre de 35,6 mV ; le composé
représenté sur la Figure [-27 présente donc un degré modeste de communication électronique
entre les deux centres rédox, communication qui diminue lorsque le doublet libre de 1’azote

pontant n’est plus disponible.

Figure I-27 : Composé bisferrocénique-amine et son dérivé N-méthylé [86].

Des études de notre laboratoire sur le récepteur tri-ferrocéne TREN-Trisferrocéne,
dérivé du ligand Tren, ont permis la mise en évidence d’interactions ¢électroniques
intramoléculaires entre les trois groupements rédox, attribuées aux interactions entre les
groupes ferricinium (résultant de 1’oxydation d’un ferrocéne) et les doublets libres des atomes

d’azote [95] (Figure 1-28).

/H
H\N//\ l\%ﬁN—\

Figure I-28 : Interaction dans le TREN-Trisferrocéne entre un doublet libre d'un azote et un ferricinium [95].

En présence de cations lanthanides, des complexes de type 1:1 sont formés et les trois
centres rédox de ces complexes ne présentent alors plus aucune interaction électronique

(Figure 1-29). Cette modulation des propriétés électroniques du récepteur a été mise a profit
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pour la détection et la quantification électrochimique de cations lanthanides en milieu aqueux

ou organique.

4OPAI

E (V vs Fc-Fc*)

T T T T T T
-0,2 0 0,2 04

Figure I-29 : Evolution des courbes de voltammétrie cyclique du TREN-Trisferrocéne lors de 1'ajout de
quantités croissantes de Y(NOs);, 6 H,O [95].

Le récepteur rédox TACI-Trisferrocene (Figure 1-30), qui comporte également trois
groupes ferrocénes chimiquement identiques, a ét¢ concu en partant du ligand TACI, qui
posséde la particularit¢ de pouvoir complexer des cations métalliques selon des modes de

coordination trés variables en fonction de la nature du centre métallique [94].

-

Fe
== OH; oH =
Fe HN_ O H  Fe
L& H N

N \/@
\—,—/
Centre S

rédox Site de .
complexation

Figure I-30 : Structures du ligand TAClI-tris ferrocéne [94].

Il a ainsi ét¢ montré que 1'évolution de la réponse électrochimique de ce ligand en
présence d'un cation métallique dépend étroitement de sa nature et permet de déterminer la

steechiométrie et surtout le type de coordination mis en jeu dans le complexe formé [94].
5. RECONNAISSANCE ELECTROCHIMIQUE D’ESPECES NEUTRES

Les exemples de récepteurs rédox-actifs permettant de reconnaitre et de détecter

¢lectrochimiquement des espéces neutres sont beaucoup plus rares que ceux relatifs aux
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récepteurs a anions [56, 101]. En effet, la complexation d’espéces neutres ne peut pas reposer
sur des interactions électrostatiques et implique essentiellement des interactions de type
empilement n—m, liaisons hydrogene et de coordination [101 , 102].

Le dérivé de I’acide boronique 29 décrit par Shinkai est I'un des premiers exemples de
récepteur rédox-actif d’espéce neutre (Figure I-31) [103]. L’addition d’un sucre entraine la
formation d’un ester boronique, accompagné d’un déplacement vers des potentiels plus

négatifs (AE =~ —-50 mV) de la vague d’oxydation du ferrocéne.

H OH Q
T _OH + OH \B‘/\0
NHME, CH* “NHME,
Fe  H ) OH Fe H
V>N oH &
+H*
29

Figure I-31 : Formation d’un complexe entre 1’acide ferrocénylboronique et un saccharide [103].

La complexation en milieu organique d’acides mono et dicarboxyliques par les
récepteurs ferrocéniques 30-32 est due a la formation de liaisons hydrogene complémentaires
entre les acides, amide et pyridine des récepteurs (Figure 1-32) [104]. Dans ce cas également,
la détection des especes neutres est rendue possible par le déplacement de la vague

d’oxydation du ferrocéne vers des valeurs de potentiel moins positives (AEmax = —55 mV).

B 7@
0 ? LI ¢ (]
O
4 = A A =NB PN N S
Fe N/ Fe Hy Co Hy
& h N @YN’ . ©ﬁr“' .
o} U/ o} |
30 N\ L XN B
31 32
(0] (0] —
Ho o~ Hom \ /N"H'O/
acide glutarique O~  N—H--O
(0]
S G 5 ~()
HO
acide décanoique complexe [30-acide décanoique]

Figure I-32 : Récepteurs rédox a acides carboxyliques [104].
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Beer et coll. ont développé des récepteurs ferrocéniques construits sur la base de
calixarénes, capables de fixer des petites molécules de solvant comme le DMF, le DMSO, ou
1’éthanol [99].

D’autres complexes métalliques ont été utilisés dans ce contexte. C’est le cas de
complexes du cuivre 33 et 34 de ligands azacyclame, contenant une unité triazine comme
complexant d’hétérocycles complémentaires (Figure [-33) [102]. En milieu organique ou
hydro-organique, ces récepteurs ont montré¢ une certaine sélectivité due a la formation de

liaisons hydrogene préférentielles entre ces récepteur et divers substrats cibles.

/N NH; VY
N /N_\ N=< N2 /_{
<: ci, NN < Cu_ N—<
N N~ N N’ —<
/ NH, \_/ NH,
33 34

NH NH HN™ “NH E*N HZNJ\NH |;<I<NH
N/go o NAO H/& NAO H N’go
H H H 2 o)

acide barbiturique barbitone thymine cytosine biuret succinimide

Figure I-33 : Récepteurs rédox pour la détection d’hétérocycles neutres [102].

Des récepteurs purement organiques ont également ét¢ développés sur la base de groupes
viologene, quinone, flavine, ou tétrathiafulvaléne [101]. Par exemple, le macrocycle
cyclobis(paraquat-p-phényléne) 35 a été¢ un des premiers récepteurs synthétiques rédox-actif
capable de complexer et reconnaitre des molécules organiques riches en électrons (Figure I-

34) [80].
35

Figure I-34 : Récepteur cyclobis(paraquat-p-phényléne) pour la détection électrochimique de molécules
organiques riches en électrons (dopamine, norepinephrine, epinephrine, serotonine, catéchol, indole) [80].

On peut également citer la phénanthrénequinone 36, dont le couple rédox est déplacé de
+100 mV en présence de diphénylurée dans le dichlorométhane (Figure I-35). Des résultats

similaires ont été obtenus avec la naphtalimide 37 en présence de diaminopyridine (Figure I-

35) [105].
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Figure I-35 : Récepteurs phénanthrénequinone 36 et naphtalimide 37 pour la détection électrochimique de
diphénylurée et de diaminopyridine [105].

6. RECEPTEURS IMMOBILISES SUR DES SURFACES

Comme nous venons de le voir, de nombreuses molécules ont été congues et étudicées
afin de complexer et de détecter les especes anioniques en phase homogene. Un des buts de la
reconnaissance ¢électrochimique d’anions est 1’¢laboration de capteurs chimiques. La
réalisation de ces capteurs requiert I’immobilisation de ces récepteurs au sein d’une couche
sensible déposée sur une surface conductrice. En dépit de I’'importance de 1’étape
d’immobilisation, la fonctionnalisation de surface par de tels récepteurs n’a été que peu
abordée, alors que les méthodes d’immobilisation de composés moléculaires a la surface d’un
solide sont pourtant nombreuses et variées. On peut citer la technique sol-gel [106], la
formation de monocouches de type Langmuir-Blodgett [107], la formation de monocouches
auto-assemblées basée sur I’interaction forte entre un groupement thiol ou disulfure et une
surface d’or [108], ou I’¢électropolymérisation de dérivés du pyrrole [109]. Parmi toutes ces
possibilités, sans doute grace a leur simplicité et leur efficacité, 1’électropolymérisation et la
formation de monocouches auto-assemblées sont les techniques les plus utilisées pour la

modification de surface d’électrodes par des matériaux rédox-actifs.

6.1. Electrodes modifiées par des films complexants et rédox-actifs

L’¢électropolymérisation de dérivés hétérocycliques (pyrrole, thiophene, ...) est une
méthode rapide et reproductible qui permet de modifier différentes surfaces conductrices par

des films de polyméres conducteurs fonctionnalisés et d’épaisseurs controlées. Les études
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concernant la détection d’anions par des films de polymére fonctionnalisés sont cependant
encore rares. Un exemple est la détection de I’ion fluorure par des électrodes modifiées
obtenues par électropolymérisation du monomere pyrrolique 38 (Figure 1-36) [110]. La
complexation du fluorure dans le film de polymeére modifie 1’électroactivité du polypyrrole

qui joue alors le role de centre rédox pour détecter et doser I’espece cible.

Figure I-36 : Monomére 38 permettant de préparer par électropolymérisation des films de polyméres pour la
détection électrochimique de I’anion fluorure [110].

Notre laboratoire a obtenu des résultats significatifs concernant la détection et le dosage
voltampérométrique en milieu organique d’ions tels que H,PO4~, HSO4 ou ATP*, en faisant
appel a la fonctionnalisation d’électrode par polymérisation de simples monomeres du type
pyrrole-ferrocénylalkylammonium 39 [69, 72] et pyrrole-amidoferrocéne 40 (Figure 1-37)
[111, 112]. Dans ce dernier cas, il est remarquable que les propriétés de reconnaissance
¢lectrochimique du polymeére, largement supérieures a celle du monomere dont il est issu,
sont équivalentes a celles de récepteurs et matériaux complexes et structurés, tels que les
dendriméres. Le matériau polymere peut dans ce cas étre vu comme un véritable récepteur
macromoléculaire, permettant la détection sélective et le dosage par voltampérométrie du
dihydrogénophosphate en milieu organique.

F©\/\N</\/@ > H\/\/@
e ] e

o < °
39 40
Figure I-37 : Monoméres permettant de préparer par électropolymérisation des films de polyméres pour la

détection électrochimique des anions H,PO, , HSO, ou ATP* [69,72, 111, 112].

Quant au matériau d’¢électrode synthétisé par électropolymérisation du monomere pyrrole-
N . N . , ey ere e . . 2 e
ferrocéne-viologéne 41, il présente une bonne sensibilité vis-a-vis de 1’anion ATP™ en milieu

purement aqueux (Figure 1-38) [79].
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Figure I-38 : (A) Courbes de voltammétrie a impulsion dérivée pour un film de poly41 dans H,O + 0,05 M
KNO:s, en absence (trait plein) et en présence (ligne pointillée) d’ATP*. (B) Courbe de titration potentiométrique
correspondante [79].

6.2. Auto-assemblage sur or de récepteurs rédox-actifs

Une stratégie alternative consiste @ modifier une surface d’or par des monocouches auto-
assemblées (SAM pour "self-assembled monolayers"). Ce procédé a suscité beaucoup plus
d’intérét que la précédente méthode depuis la premiere publication de Nuzzo et Allara en
1983 décrivant cette technique d’immobilisation des dérivés fonctionnalisés par des

groupements thiol ou disulfure [113].

En 1999, Astruc et coll. ont étudié les propriétés de reconnaissance électrochimique
d’une monocouche du disulfure d’amidoferrocénealkylthiolate 42 adsorbée a la surface d’une
¢lectrode d’or [114]. Les électrodes ainsi modifiées sont capables de détecter et de doser
sélectivement selon un comportement voltampérométrique « a deux vagues » les anions
dihydrogénophosphate en milieu dichlorométhane, grace a la formation de deux liaisons
hydrogéne entre I’anion et les groupes amidoferrocéne (Figure 1-39).
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Figure I-39 : Complexation de I’anion dihydrogénophosphate par formation de liaisons hydrogéne probables
entre le groupe amido-ferricinium du récepteur 42 [114].

Beer et coll. ont développé des monocouches de ferrocénes disubstitués par des fonctions
amide (43) ou thiourée [115]. Ces composés, auto-assemblés a la surface d’¢lectrodes d’or,

détectent sélectivement, également selon un comportement « a deux vagues », les anions
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H,PO4 par rapport aux anions chlorure ou bromure. Par ailleurs, ces travaux ont permis de
mettre en évidence I’amplification des propriétés de reconnaissance suite a I’immobilisation
du récepteur en tirant profit de la préorganisation induite des sites de complexation (Figure I-

40).

43

Figure I-40 : Complexation d’un anion par une SAM sur électrode d’or de récepteur 43 [115].

Il semble donc que la modification de surface d’¢électrode d’or par des dérivés thiol ou
disulfure constitue une voie intéressante pour la conception de capteurs ¢électrochimiques a

anions.

7. CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons vu que la conception de récepteurs d’especes neutres et
anioniques reste un défi en raison de la faiblesse des interactions mises en jeu lors de la
complexation. Beaucoup moins nombreux que ceux consacrés a la complexation et a la
détection de cations métalliques, les travaux concernant la conception de récepteurs rédox-
actifs d’especes d’anioniques ont cependant permis de définir les conditions favorables a leur
détection et a leur dosage en milieu organique. Les quelques exemples de la littérature relatifs
aux récepteurs d’anions dérivés du ferrocéne suggerent que le renforcement des interactions
¢lectrostatiques ligand-anion suite a 1’oxydation du centre ferrocéne en ferricinium leur
confére un intérét particulier en reconnaissance €lectrochimique d’anions. La plupart de ces
récepteurs  rédox-actifs  présentent une  affinit¢  particuliecre = pour  1’anion
dihydrogénophosphate, les raisons de cette sélectivité n’étant pas encore clairement
explicitées. Les travaux concernant la détection électrochimique d’espéces neutres par des
sondes ferrocéniques sont encore plus rares. En effet, contrairement aux anions, il n’est pas
possible d’établir de liaison électrostatique avec le substrat et seules les interactions de type -
stacking, coordination et liaisons hydrogéne peuvent participer au processus de

reconnaissance. Ainsi, I’efficacité de la reconnaissance et de la détection électrochimique de
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ce type de récepteur repose essentiellement sur le nombre d’interactions impliquées avec le
substrat neutre, sur leur variété, sur ’existence de phénomenes dynamiques et sur une
communication électronique efficace entre la sonde rédox et le site de complexation.

Dans le chapitre II, nous présentons les propriétés de reconnaissance anionique en milieu
organique de récepteurs originaux de type ferrocéne-calix[4]phyrine caractérisés par une
connexion directe du ferrocéne avec les fragments pyrroliques. Nous décrivons en particulier
I’effet bénéfique apporté par cette connexion directe qui assure une détection électrochimique,
via la sonde ferrocénique, d’un événement de reconnaissance centré sur le macrocycle. Le
chapitre III est essenticllement consacré a I’étude de récepteurs du type ferroceéne-
porphyrines. La connexion directe entre le ferroceéne et la métalloporphyrine est également
mise a profit dans ces édifices totalement conjugués. Ainsi, la substitution du ferrocéne par un
groupement hexylamine permet de réaliser une détection électrochimique trés efficace
d’espéces neutres grace a un processus dynamique basé sur un phénomeéne de
coordination/décoordination de I’amine en présence de bases azotées. Nous présentons
ensuite un récepteur permettant une détection électrochimique sans précédent des halogénures
selon un comportement « a deux vagues ». Enfin, dans le chapitre IV, nous présentons les
propriétés de détection électrochimique d’anions d’un cyclodécapeptide-ferrocéne en milieu
homogene, détection grandement améliorée lors de I’immobilisation du récepteur par auto-
assemblage sur une surface d’or. Nous avons ensuite étendu ce concept a la détection d’un
processus d’adhésion cellulaire en fonctionnalisant les groupements ferrocéne par la séquence
peptidique -RGD-, séquence reconnue par 1’intégrine a,fB; surexprimée a la surface de
certaines cellules cancéreuses. Les résultats préliminaires obtenus sont particuliérement

prometteurs.
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

1. INTRODUCTION

1.1. Historique des calix[4]phyrines et nomenclature

Les calixphyrines constituent une classe de macrocycles hybrides de structure
intermédiaire entre calixpyrrole et porphyrine, caractérisés par la présence d’atomes de
carbone hybridés sp> et sp’ en position méso du macrocycle [1]. Historiquement, les
calix[4]phyrines, 4 étant le nombre de pyrroles contenus dans le macrocycle, ont été
découvertes lors de la synthése des porphyrines. Ces intermédiaires réactionnels sont
également connus sous le nom de porphométhéne (a) (un carbone hybridé sp?),
porphodiméthéne (b) et (c) (deux atomes de carbone hybridés sp” en « trans » et en « cis » par
rapport au macrocycle), isoporphyrine (d) (trois atomes de carbone hybridés sp” et 1 NH) et
phlorine (e) (trois atomes de carbone hybridés sp2 et 3 NH) (Figure II-1).

R R R! R3 R! =Y
R? R2 R? R2 R2
R? R2
R3 R1 R3 R1 R3 R3
(a) : calix[4]phyrine-(1.7.1.1) (b) : calix[4]phyrine-(1.1.1.7) (c) : calix[4]phyrine-(1.1.7.7)
R1 R3 R1 R3
R? R?
R® R3 R® R3
(d) : calix[4]phyrine-(1.1.1.7) (e) : calix[4]phyrine-(1.1.1.7)

Figure II-1 : Nomenclature des calix[4]|phyrines [1].
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La condensation du pyrrole sur un aldéhyde produit un dérivé de type calixpyrrole qui est
aisément oxydé en porphyrine selon un processus a 6 ¢lectrons, en passant successivement par
des intermédiaires de type porphométhene et porphodiméthéne [2, 3]. La relative instabilité de
ces intermédiaires peut expliquer I’engouement modéré et tardif a leur égard. Initialement, la
majorité des espéces isolées et étudiées étaient métallées [4]. Ce sont les études sur les
facteurs influengant leur stabilité qui ont finalement conduit a isoler des calixphyrines bases
libres stables. Les travaux de recherches concernant ces molécules hybrides sont actuellement
en plein essor, avec notamment la synthése de systémes étendus (calix[n]phyrines avec n > 4)
[5, 6]. Sessler et coll.[1] se sont inspirés des nomenclatures développées pour les porphyrines
étendues et pour les calix[n]pyrrole [7] pour établir une nomenclature systématique tenant
compte du nombre et de la position relative des atomes de carbones hybridés sp” et sp’. Selon
cette nomenclature, les porphodiméthénes (b) et (¢) (Figure II-1) deviennent respectivement
calix[4]phyrine-(1.7/.1.7) et calix[4]phyrine-(1.1./.7/). Les nombres gras entre parenthéses
correspondent aux centres sp° tandis que ceux en italique se référent aux centres sp>. En
commengant par le carbone sp® prioritaire, la molécule est nommée dans la direction du

carbone sp le plus proche.

1.2. Isoporphyrines

L’existence des isoporphyrines ou calix[4]phyrine-(1.1.1.7) (d, Figure II-1), qui sont des
intermédiaires réactionnels de la biosyntheése des chlorophylles ou des produits secondaires
issus de ’oxydation de I’héme [8], a été initialement suggérée par Woodward lorsqu’il a
découvert les phlorines (e, Figure II-1) [9]. Cette hypothése a ensuite été confirmée par
Dolphin et coll. qui ont mis en évidence la formation d’une isoporphyrine lors de I’attaque
nucléophile du méthanol sur le dication de la 5,10,15,20-tétraphénylporphyrine de Zn(II)
(TPPZn) [10]. Les isoporphyrines peuvent ¢galement subir une seconde attaque nucléophile
pour former des dérivés de type porphodiméthénes [11]. Par ailleurs, les isoporphyrines sont
obtenues lors de I’oxydation chimique, ¢lectrochimique, ou photochimique des
métalloporphyrines [10]. Elles ont également été obtenues par protonation de
métalloporphyrines substituées en position méso [12]. La premiere synthese totale d’une
isoporphyrine stable a été réalisée par condensation de type Mac Donald de deux fragments
dipyrrométhane en présence d’acétate de zinc et d’acide p-toluénesulfonique (Figure II-2). La
présence de deux substituants méthyle sur 1’atome de carbone hybridé sp® de 1’isoporphyrine

formée permet d’éviter I’oxydation qui conduirait a la formation d’une porphyrine [8, 13].
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Figure II-2 : Isoporphyrine de zinc obtenue par synthése totale [8, 13].

1.3. Phlorines

L’¢tude des phlorines (e) (Figure II-1), ou calix[4]phyrine-(1.1.1.1), a été initiée par
Woodward qui les a mises en évidence comme intermédiaires dans la synthése totale de la
chlorophylle A [9]. De leur c6té Mauzerall et coll. les ont identifiées lors de la photoréduction
de porphyrines [14, 15]. Les phlorines peuvent étre formées par attaque nucléophile en
position méso d’une porphyrine, ou par leur réduction électrochimique ou photochimique [16-
18]. Généralement, les phlorines non métallées sont instables et facilement oxydables [16, 19-
21]. L’exaltation du caractére électrophile des porphyrines par métallation rend possible
I’addition de nombreux nucléophiles en position méso pour former des phlorines [22-24].
Sans la présence d’un cation métallique dans un haut degré d’oxydation, les additions
nucléophiles sur les porphyrines requiérent des nucléophiles puissants comme les
organolithiens [25]. L’introduction de groupements alkyle en position méso comme des
groupements méthyle [26], de ponts entre les atomes d’azotes 21 et 22 (nomenclature : Figure
II-1) [27-31], ou la tétra-N-substitution [32, 33], permet d’améliorer la stabilit¢ des ces
édifices.

Callot et coll. ont récemment développé une autre voie de synthese originale de phlorines
stables (46) par réduction électrochimique ou chimique (Na;S,04) de N-arylporphyrines (45)
[34] (Figure II-3).

Ph Ph Ph Ph

T

Réduction électrochimique
ou par Na,S,04

PH Ph PH Ph
45 46

Figure II-3 : Réduction d’une N-arylporporphyrine en N-arylphlorine (isomére syn) [34].
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1.4. Porphométhénes et porphodiméthénes

Les porphométhénes (calix[4]phyrine-(1././.7)) ainsi que les porphodiméthénes
(calix[4]phyrine-(1.7/.1.7) et calix[4]phyrine-(1.1./.1)) sont également des intermédiaires de la
synthése des porphyrines [35, 36]. Les premiers porphodiméthenes stables a 1’air, substitués
par des groupements alkyle en position méso, ont été isolés sous la forme de complexes
métalliques [3, 4, 37-39]. La conversion d’une porphyrine extrémement encombrée en un
porphodiméthéne par décompression stérique a également été observée [40, 41]. En effet, bien
que I’aromaticité de la porphyrine soit brisée, les énergies relatives de ces deux especes sont
relativement similaires [42]. Initialement, la seule méthode de préparation des
porphodiméthénes était celle proposée par Buchler et coll., basée sur 1’alkylation réductrice en
position méso d’une porphyrine. Cette approche est toutefois limitée a la formation de
porphodiméthénes métallés symétriques [4, 39, 42, 43]. Elle n’est pas compatible avec toutes
les porphyrines métallées et son efficacité est fortement dépendante de la nature du cation
métallique et de la substitution du macrocycle [44].

Il existe actuellement de nombreuses voies de synthése des porphodiméthénes métallés et
bases libres [42]. Citons en particulier la condensation 2+2 de type Mac Donald du 5-
mésityldipyrrométhane sur I’acénaphthénequinone [45], la condensation par catalyse acide
d’oligopyrroles sur 1’acétone [6, 46], ainsi que des stratégies fondées sur la condensation de
pyrrole sur des aldéhydes encombrés pour éviter I’oxydation et donc la formation de
porphyrines [2, 47].

Les porphodiméthénes substitués par des groupements alkyle sur les positions méso sp
sont stables puisqu’ils peuvent résister a la déshydrogénation oxydante qui conduit aux
porphyrines. Plus précisément, la résistance a 1’oxydation dépend de la configuration relative
des atomes de carbones hybridés sp® [43, 48]. Les porphodiméthénes dissymétriques peuvent

a priori adopter trois configurations syn axiale, syn équatoriale, et anti (Figure 11-4) [48].

syn-équatoriale anti syn-axiale

Figure 1II-4: Représentation schématique des configurations possibles d’un 5,15-diméthyl-5,15-
dihydroporphodiméthéne [48].

52



Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

Dans le cas des calix[4]phyrines-(1./.1.7), synthétisées a partir de cétones
dissymétriques, les especes les plus stables sont celles dont les substituants les plus
encombrants adoptent une configuration syn diaxiale et se situent donc a une distance
maximale du macrocycle. Les calix[4]phyrine(1./.1.7) métallées et bases libres adoptent
généralement une conformation en forme de toit (47, Figure 11-5) [4, 49-52]. Des structures
plus ou moins planes peuvent néanmoins &tre observées, en particulier dans le cas de
macrocycles substitués en position méso sp’ par des groupements encombrants (48, Figure II-
5) [48, 53].

Le comportement dynamique de dérivés calix[4]phyrine(1./.1.7) en solution a également
6té analysé par RMN 'H et °C en température variable, ainsi que par des calculs ab initio
[54]. Ces travaux démontrent I’existence de deux types de conformations de symétrie C, et C;

(Figure II-6).

iPr

Figure I1-5 : Vue ORTEP [55] de 47 [56] et 48 [48]. Les substituants S-pyrrole de B et la majorité des atomes
d’hydrogéne ont été supprimés pour des raisons de clarté. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité
de 50 %.

49 (Cy,) 49 (Gy)

Figure I1-6 : Equilibre entre les deux conformations de symétrie C, et C; d’une calix[4]phyrine-(1.7/.1.7) 49 [54].
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Les calix[4]phyrines-(1.1.7.1) appartiennent a une classe différente de porphodiméthénes
caractérisés par des atomes de carbone hybridés sp® en position 5 et 10 du macrocycle. En
raison de leur relative instabilité et des problemes liés a leur synthése, on trouve trés peu
d’exemples de ce type d’especes dans la littérature. La premicre calix[4]phyrine-(1.1.1.7) base
libre a été obtenue par Callot et coll., alors qu’ils tentaient d’optimiser la syntheése des
phlorines en comparant I’influence de 1’encombrement des bases utilisées (n-BuLi, s-BuLi, #-
BuLi) pour alkyler la TPP [57].

Les porphométhénes (calix[4]phyrines-(1./.1.1)) sont encore moins répandus que les
porphodiméthénes. Les premiers porphométhénes résistants a 1’oxydation ont été¢ obtenus par
Floriani et ses collaborateurs [58]. Leur synthése repose sur la déalkylation de
’octaéthylcalix[4]pyrrole 50 assistée par ’étain(IV), suivie d’une transmétallation qui conduit

au dérivé lithié 52, qui est finalement hydrolysé (Figure I1-7).

R R SnCl; R R
R R R R
R R R* R R* R

®
50 R=Et 51 3Li - 3THF 53

Figure II-7 : Schéma de synthése d’une calix[4]phyrine(1./.7.7) 53 [58].

Les stratégies de synthése développées par la suite consistent a faire réagir un synthon
pyrrole ou dipyrrométhane avec des aldéhydes encombrés [54, 59] ou avec des cétones [56].
La structure RX de la calix[4]|phyrine(1./.1.1) 54 représentée sur la Figure II-8 met en
évidence la déformation importante de ces macrocycles qui possédent trois atomes de carbone

méso hybridés sp”.

Ph

54

Figure I1-8 : Vues ORTEP [55] d’une calix[4]|phyrine(1././.7) 54. La majorité des atomes d’hydrogene ont été
supprimés pour des raisons de clarté [56]. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 50 %.

54



Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

2. CONJUGUES FERROCENE-CALIX[4]PHYRINES

2.1. Introduction

Les propriétés de complexation et les caractéristiques physico-chimiques des
calixphyrines ont été peu explorées. Ces récepteurs originaux présentent cependant des
caractéristiques structurales et ¢électroniques particuliérement intéressantes pour la
reconnaissance moléculaire. La variabilité de leurs propriétés de complexation s’explique en
partie par la complémentarité des interactions envisageables : liaisons hydrogéne, interactions
7, coordination, interactions électrostatiques avec le macrocycle protoné. Ces caractéristiques
permettent donc d’envisager leur utilisation pour la complexation de cations métalliques et
d’espéces anioniques. Nous avons choisi d’explorer les propriétés de ces récepteurs originaux
en reconnaissance électrochimique moléculaire, en leur associant une ou plusieurs sondes
rédox ferrocéne dont D’activité électrochimique stable et réversible peut étre aisément
exploitée pour la transduction d’un processus de complexation.

Dans les paragraphes suivants, nous présentons la synthése de macrocycles hybrides de
type calixphyrines rédox-actives, leurs caractérisations physico-chimiques, ainsi que I’étude

de leurs propriétés de complexation d’espéces anioniques.

2.2. Synthese et caractérisation structurale

Nous avons ¢laboré une stratégie de synthése permettant de préparer simultanément trois
récepteurs de type calix[4]phyrines pour lesquels au moins un atome de carbone hybridé sp’
est substitu¢ par une sonde rédox ferrocéne. Cette synthese directe et efficace repose sur la
condensation du 5,5’-diméthyldipyrrométhane, obtenu par réaction du pyrrole avec I’acétone
en milieu acide [56, 60], avec une quantité équimolaire de ferrocénecarboxaldéhyde (Figure
I1-9). L’oxydation par la tétrachloro-1,4-benzoquinone (p-chloranil) du milieu réactionnel
ainsi obtenu conduit a un mélange complexe contenant les macrocycles hybrides 55, 56 et 57,
qui ont été isolés avec des rendements respectifs de 5, 12, et 16 %. L’ hydrolyse partielle du
dipyrrométhane en milieu acide explique la formation de 55 et 57, des produits a priori non
attendus. Notons qu’aucun analogue supérieur (n > 4) n’a pu étre isolé du mélange brut

contrairement a ce qui avait été observé par Sessler et coll. qui, lors de la condensation du 5-
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mésityldipyrrométhane sur [’acétone pour former la calix[4]phyrine(1./.1.7), avaient

¢galement isol¢é les homologues calix[6] et calix[8]phyrine [46].

H
)?\ . N H* -~ _ cHO<2>
U \_NH NH-_/ 0 Fe
: SN

(ii)

PR

Figure II-9 : Schéma de synthése des méso-ferrocénylcalix[4]phyrines. (i) TFA (1,4 équivalents), 13 h puis Et;N
(1,4 équivalents) ; (ii) p-chloranil (1 équivalent), 2 h.

La purification du mélange réactionnel a été réalisée sur colonne de silice avec un
mélange dichlorométhane/MeOH (0 a 2 %). Compte tenu des problémes rencontrés lors de la
séparation sur gel de silice, dus a la protonation des fonctions imine, ces dérivés ont
également été purifiés sur colonne d’alumine neutre ou basique. Lors de la séparation, 56
migre en téte suivi de 57 puis de 55. Ces trois dérivés ont pu étre clairement caractérisés par
spectrométrie de masse et par spectroscopie de RMN 'H. Les structures de 55 et 56 ont pu
étre confirmées a 1’état solide par diffraction des rayons X.

La calix[4]phyrine-(1./.1.1) 55 (Figure II-9), de formule brute C;sH3;sN4Fe-THF,
cristallise dans le groupe d’espace P1 du systéme triclinique et révele une entité moléculaire
cristallographique indépendante, constituée d’une calix[4]phyrine-(1././.1) et d’une molécule
de solvant (THF) liées par liaison hydrogéne a N(4)-H(4N) (d(H:-O) = 2,16(3) A, angle N(4)-
H(4N)-O(51) = 173,28°) (Figure 11-10). La grande déformation du macrocycle s’explique par
la présence de trois carbones méso hybridés sp3 . Les atomes d’azote N(1), N(2), N(3), N(4)
définissent un plan avec un écart maximal de 0,04 A. Aucune distorsion significative n’a été
observée pour le fragment ferrocéne. Les cyclopentadiénes sont éclipsés et presque paralleles
(angle d’inclinaison d’environ 5,6°) et la distance Fe--Cp (centroide du Cp) est de 1,65 A. Par
ailleurs, la longueur de la liaison C(dipyrrine)-C(ferrocéne) est de 1,487 A, ce qui traduit une
conjugaison significative du fragment ferrocéne avec le macrocycle (liaison plus courte
qu’une simple liaison C-C). Une liaison hydrogéne intramoléculaire N(1)-H(1N)--"N(2) est
observée avec d(H-"N(2)) = 2,23 A et un angle N(1)-H(1N)--N(2) de 127,49°.
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

Figure II-10 : Vue ORTEP [55] de la calix[4]phyrines-(1./.7.1) 55. La majorité des atomes d’hydrogéne ne sont
pas représentés pour des raisons de clarté. L’atome O(51) provient d’une molécule de THF. Les ellipsoides sont
représentés au seuil de probabilité de 45 %.

La calix[4]phyrine-(1./.1.7) 56 (Figure II-11) présente une entit¢é moléculaire
cristallographiquement indépendante constituée du macrocycle et de deux molécules de
chloroforme. Ce produit a été isolé sous la forme d’un unique isomere caractérisé par deux
groupements ferrocéne positionnés dans une configuration syn (a,0-atropoisomere), le produit
de configuration anti (a,p-atropoisomere) n’ayant pas été observé a 1’état solide. La structure,
de symétrie proche de C,, adopte une conformation en forme de toit. L’angle di¢dre entre les
deux pentes du toit est de 115,6° et les atomes d’azote définissent un plan avec un écart
maximal de 0,05 A. Aucune distorsion significative n’a été observée pour le fragment
ferrocéne, les cyclopentadiényles étant éclipsés et presque paralleéles (angle d’inclinaison
d’environ 7,5° et 3,6° pour FelCp; et Fe2Cp,. La distance Fe---Cp (centroide du Cp) est de
1,65 A pour les deux fragments ferrocéne comme dans le cas de 55. Les distances
C(dipyrrine)-C(ferrocéne) sont respectivement de 1,488(4) et de 1,477(5) A, ce qui met
clairement en évidence un phénoméne de conjugaison des fragments ferrocéne avec le
macrocycle. Deux liaisons hydrogéne intramoléculaires N(2)-H(2N)---N(1) et N(4)-
H(4N)-N(3) sont également observées avec d(H--N(1)) = 2,11 A et d(H--N(3)) = 2,08 A
respectivement.

Du fait de leur déformation importante et de la présence de fragments pyrrole non
conjugués au sein du macrocycle, toutes les tentatives de formation de complexes métalliques
a partir de 55 et 57 ont échoué. Néanmoins, 1’insertion d’un métal de transition dans la cavité
macrocyclique de 56 a pu étre réalisée a température ambiante en ajoutant un exces de sel

d’un ion métallique (Cu(NO3),:3H,0 et ZnBr;) a une solution de base libre dans le DMF.

57



L’insertion de Cu>" ou Zn*" provoque un changement de couleur du vert au rouge. 56Cu a été

facilement purifié par chromatographie sur gel de silice.

Figure II-11 : Vue ORTEP [55] de la méso-5,15-diferrocényl-10,20-diméthylcalix[4]phyrine-(1./.1.7) 56. La
majorité des atomes d’hydrogéne ne sont pas représentés pour des raisons de clarté. Les ellipsoides sont
représentés au seuil de probabilité de 45 %.
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Figure II-12 : Métallation de la méso-ferrocénylcalix[4]phyrine(1./.1.7) 56.

De nombreuses tentatives de purification du complexe 56Zn sur gel de silice ou
d’alumine ont ét¢ effectuées, mais la lente décomposition du complexe sur la colonne
chromatographique a systématiquement conduit a un mélange de complexe et de base libre.
Le complexe 56Zn a cependant pu étre purifié par précipitation avec du méthanol et
recristallisation dans un mélange dichlorométhane/éther diéthylique.

Des monocristaux obtenus a partir de 1’évaporation lente d’une solution de 56Zn dans un
mélange THF/Et;O ont pu étre analysés par diffraction des rayons X (Figure II-13).

Contrairement aux porphyrines, il n’existe dans la littérature que trés peu d’exemples de
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

structures a 1’¢tat solide de calixphyrines métallées [4, 49-53, 56, 61]. En raison de
I’interruption de la conjugaison au sein du macrocycle, ces espéces présentent une distorsion

beaucoup plus importante que leurs analogues aromatiques porphyriniques.

Figure I1-13 : Vue ORTEP [55] de la calix[4]phyrine-(1./.1.7) de zinc(II) 56Zn. Les atomes d’hydrogéne ne
sont pas représentés pour des raisons de clarté. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 45%.

Le cation métallique de 56Zn est pentacoordiné par quatre atomes d’azote et par une
molécule d’Et,0. Le complexe métallique est neutre avec deux fragments pyrrole déprotonés
et sa structure est trés déformée. Une telle déviation de la planéité, déja observée par Senge et
coll. dans le cas de méthoxy porphodiméthéne, la conformation « ruffled » adoptée par
certaines porphyrines [62, 63]. De plus, comme pour le précurseur 56, les deux groupements
ferrocéne présentent une conformation a,o.. Du fait de I’encombrement stérique entre 1’atome
d’hydrogene S-pyrrolique et le cyclopentadiéne connecté au macrocycle, 1’entité ferrocénique
est inclinée de 33,1° (Figure 1I-13, angle de torsion C22-C21-C5-C6 moyen) par rapport au
fragment dipyrrine conduisant a une distance moyenne Hb-He de 2.2 A (voir attribution
Figure II-15). Le groupement ferrocéne, relativement volumineux, provoque également une
déviation significative de la planéité des fragments dipyrrine. Cet encombrement stérique
induit une perte de symétrie avec des pyrroles orientés alternativement au dessus et au
dessous du plan moyen formé par les quatre atomes d’azote coordinés a I’ion métallique Zn*",
les fragments pyrrole connectés entre eux par un carbone hybridé sp® formant un angle diédre
de 25,8°. La distance entre les deux ferroceénes est également réduite suite a I’insertion du
métal, puisque la distance Fe-Fe, qui est de 12,95 A dans la base libre, n’est que de 11,32 A

dans le complexe.
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Figure I1-14 : Vue ORTEP [55] de la calix[4]phyrines-(1./.1.1) de cuivre (II) 56Cu. Les atomes d’hydrogéne ne
sont pas représentés pour des raisons de clarté. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 45%.

Comme 56 et 56Zn, la structure du complexe de cuivre 56Cu a 1’état solide est constitué
d’un seul isomeére, les deux groupements ferrocéne étant dans une conformation a,o.
Contrairement a la base libre 56 et son complexe de Zn(Il), les deux fragments ferrocéne sont
orientés dans la méme direction, dans une conformation éclipsée. L’ion cuivre(Il) est coordiné
par les quatre atomes d’azote du macrocycle pour former une structure plan carré (Cu-N(1) =
1,9468(18) A et Cu-N(2) = 1,9500(18) A ; N(1_7)-Cu-N(1) = 90.62°(10) et N(1)-Cu-N(2) =
88.88°(7)). Les fragments ferrocéne sont beaucoup plus inclinés par rapport au plan des
dipyrrines que dans 56Zn, avec un angle de torsion moyen de 47,5°. De plus, le macrocycle
adopte la méme conformation en forme de toit que la base libre. Cette conformation provoque
un raccourcissement de la liaison N-métal (Cu-N = 1,94 A et Zn-N = 2,05 A) et de la distance
Fe-Fe (10,4 A).

2.3. Caractérisation par spectroscopie de RMN 'H

Les macrocycles hybrides 55-57 ont été étudiés par spectroscopie de RMN 'H dans le
chloroforme deutéré. Le nombre et I’intensité relative des signaux correspondant aux protons
S-pyrroliques et ferrocéniques, observés respectivement entre 5,8 a 8 ppm et entre 4 a 5 ppm,
ont permis de les identifier sans ambiguité (Figure II-15). Les fragments ferrocéne (He-g)
apparaissent systématiquement sous la forme de deux multiplets et d’un singulet, d’intensités
relatives 2/2/5. Les signaux des atomes d’hydrogene S-pyrroliques (Ha-d) sont situés a plus
bas champ, la plus large fenétre de déplacement chimique (7,9 a 5,9 ppm) étant observée pour
57. En régle générale, les signaux les plus blindés sont attribués aux hydrogénes des

fragments pyrrole substitués par deux atomes de carbone méso hybridés sp’, tandis que les
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

signaux relatifs aux protons des fragments conjugués dipyrrine ou tripyrrine apparaissent a
plus bas champ. Il est intéressant de noter qu’aucune preuve expérimentale ou analytique ne
nous a permis d’envisager 1’existence d’atropoisomeres correspondant a des orientations
relatives différentes des motifs ferrocéne par rapport au macrocycle. Ce résultat est cependant
en parfait accord avec des études antérieures réalisées sur des ferrocéne-porphyrines, pour

lesquelles aucune isomérie rotationnelle n’a jamais été mise en évidence.
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Figure I1-15 : Spectre de RMN 'H partiel de 55-57 (4 < 5< 8,2 ppm, CDCls, 295 K, 400 MHz).

L’influence électronique et stérique des fragments ferrocéne sur les macrocycles 55-57
est clairement mise en évidence par le déblindage du signal correspondant a I’hydrogene S-
pyrrolique le plus proche du ferrocéne, observé entre 7,2 et 7,5 ppm. Ces déplacements
chimiques sont en effet largement supérieurs a ceux des protons f-pyrroliques des
calix[4]phyrines substituées en position méso sp> par des groupements tolyle (6,3 < 5< 6,4)
[56]. Le nombre et les déplacements chimiques des signaux correspondant aux protons -NH-
varient également en fonction de la conjugaison et de la symétrie de ces molécules. L’espece

la plus symétrique 56 présente un unique signal large a 14,8 ppm, attribu¢ aux -NH- des
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fragments dipyrrines. Au contraire, deux signaux -NH- sont observés sur le spectre de RMN
'H de 57 4 10,6 et 13,40 ppm. Ces signaux présentent des taches de corrélations sur la carte
'H-'H COSY, respectivement avec Ha et Hd (couplage *J). En ce qui concerne le macrocycle
55 1'unique signal pour les protons NH est observé vers 8 ppm. Il a été attribué aux protons
NHh des pyrroles «isolés » et il est couplé avec le multiplet a 6 ppm correspondant aux
protons f-pyrroliques. La résonance du proton -NH- du fragment dipyrrine de ce dérivé n’a
jamais pu étre observée en spectroscopie de RMN 'H.

Alors que les signaux correspondant aux atomes d’hydrogeénes méthyliques apparaissent, pour
des raisons de symétrie, sous la forme d’un ou de deux singulets respectivement a 1,6 et 2
ppm sur les spectres de 57 et 55, un signal unique et inhabituellement large est observé pour
56. En considérant qu’aucune de ces molécules n’est plane mais au contraire trés déformée
par la présence d’atomes de carbones méso hybridés sp’, la largeur du signal peut étre
interprétée par une dynamique conformationnelle relativement lente a I’échelle du temps de la
RMN [54]. Dans le cas particulier de 56, une interaction a travers 1’espace entre 1’hydrogéne
du cyclopentadienyle (He) et le proton f-pyrrolique (Hb) a clairement été mise en évidence

par une expérience 1D-NOE Différentielle (Figure II-16).
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Figure I1-16 : spectre partiel de RMN "H de 56 (4 < 5< 8,2 ppm, CDCl, 295 K, 400 MHz). (A) et (B) : spectres
NOE différence résultant de 1’irradiation a 65 dB des fréquences de résonance de Hb et Ha respectivement (1120
scans).
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

L’irradiation a la fréquence de résonance de Hb provoque un effet positif significatif sur
les protons Ha (couplage *J), He et Hg, tandis que le proton Hf, plus éloigné, n’est
logiquement pas influencé. Le spectre RMN 'H de 56Zn confirme I’insertion du métal, avec
la disparition des signaux -NH- a 14,8 ppm et avec le déblindage des protons S-pyrroliques.
La présence de nouveaux signaux sur le spectre de RMN 'H de 56Zn, qui n’apparaissent pas
sur celui de la base libre et sont encore présents méme apres un séchage intensif, suggére que
le complexe métallique interagit fortement avec des molécules de solvants coordinants. Il faut
¢galement souligner que I’insertion du métal ne provoque aucun éclatement des signaux
correspondant aux ferrocénes. Ce résultat suggére la libre rotation du ferrocéne autour de la

liaison carbone (Cp) méso-carbone, ou la formation d’un unique isomeére dans lequel les

fragments ferroceéne sont orientés du méme co6té du macrocycle.

2.4. Caractérisation par spectroscopie d’absorption UV-Visible

Les spectres des calixphyrines 55 et 56 (Figure II-17) ont des allures comparables du fait
de la présence du méme chromophore dipyrrine dans les deux composés. Ces spectres
présentent deux bandes d’absorption principales attribuées a des transitions m-t*. L’intensité
plus importante des bandes d’absorption de 56 (346, 447 et 567 nm), comparativement a

celles observées pour 55 (337, 476 et environ 600 nm), s’explique par la présence d’un

chromophore dipyrrine supplémentaire dans 56.
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Figure II-17 : Comparaison des spectres d’absorption UV-visible des calixphyrines 55-57 (10° M, CH,Cl,, 1= 1
cm, 293 K).
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Figure II-18 : Spectres d’absorption UV-visible des calixphyrines 56, 56Zn et 56Cu (10° M, CH,Cl,, 1 =1 cm,
293 K).

Le spectre de 57, qui présente les caractéristiques du chromophore tripyrrine, est
relativement différent des deux précédents. Il présente deux bandes intenses a 355 et 387 nm
et un signal plus large et moins intense a 574 nm. Il faut souligner que le spectre d’une
molécule analogue a 57, ou les ferrocénes sont remplacés par des phényles [56], ne présente
qu’un seul maximum d’absorption a 341 nm, la fonctionnalisation du fragment tripyrrine par
les motifs ferrocene provoquant donc le dédoublement de ce signal.

La complexation de Zn*" et de Cu®" par la calixphyrine 56 entraine un déplacement
bathochrome significatif des maxima d’absorption. Dans les deux cas, la couleur de la
solution passe du vert au rouge lors de I’insertion du métal, avec un déplacement du
maximum d’absorption de 447 nm pour la base libre a 476 nm pour 56Zn et a 481 nm pour
56Cu. Le signal intense observé entre 400 et 500 nm, dont I’intensité relative et la longueur
d’onde d’absorption rappelle les caractéristiques de la bande de Soret des chromophores
porphyriniques, évolue de facon importante sur les spectres de 56, 56Zn et 56Cu. Au
contraire, la bande observée a plus haute énergie est trés peu affectée par la métallation,
puisque la longueur d’onde du maximum d’absorption évolue de 346 nm pour 56 a 347 et 348

nm respectivement pour 56Zn et S6Cu.
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines
2.5. Caractérisation électrochimique

Contrairement aux porphyrines entierement conjuguées, pour lesquelles les quatre entités
pyrroliques contribuent a I’ensemble du systéme m-aromatique et se comportent comme une
espece €lectroactive unique, les calixphyrines peuvent étre considérées comme un assemblage
de fragments pyrrole et oligopyrroles conjugués (dipyrrine et tripyrrine), reliés les uns aux
autres par des atomes de carbone méso hybridés sp’ et indépendants électrochimiquement les
uns des autres. Ainsi, les caractéristiques ¢électrochimiques de 55-57 devraient résulter de la
contribution des activités rédox des fragments ferrocéne, pyrrole, dipyrrine ou tripyrrine. Afin
d’identifier les processus rédox observés lors de 1I’étude de ces dérivés, nous avons entrepris
une ¢tude électrochimique préliminaire de macrocycles de référence tels que
I’octaméthylcalix[4]pyrrole, ainsi que des analogues de 55-57 pour lesquels les groupes rédox

ferrocene ont été remplacées par des substituants tolyle non électroactifs.

N
58 59 O 60

61

Figure II-19 : Représentation des méso-tolylcalix[4]phyrines 58-60 et de 1’octaméthylcalix[4]pyrrole 61.

Les composés 58-60 ont été synthétisés par condensation du 5-diméthyldipyrrométhane
et du tolylaldéhyde, en suivant un mode opératoire identique a celui décrit lors de la synthese
de 55-57. L’octa-méthylcalix[4]pyrrole 61 a été obtenu en suivant une procédure décrite dans
la littérature par Sessler et coll. a partir d’un mélange de pyrrole et d’acétone [56, 60, 64 , 65]

(Figure 1I-19).

2.5.1. Cas des méso-tolylcalix[4]phyrines

Le comportement ¢électrochimique de 58-61 a ¢été étudié par voltammétrie cyclique (CV)
et par voltammétrie a ’¢lectrode a disque tournant (RDE) dans le dichlorométhane ou
I’acétonitrile contenant 0,1 M de TBAP (perchlorate de tétra-n-butylammonium) comme
¢lectrolyte support. Tous les potentiels sont référencés par rapport au couple rédox

décaméthylferrocéne/décaméthylferricinium (DMFc/DMFc") utilisé comme référence interne.
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Dans la gamme des potentiels accessibles, pour tous ces dérivés les courbes de voltammétrie
cyclique présentent deux vagues d’oxydation entre 0,8 et 1,4 V. De plus, tous les macrocycles
qui contiennent au moins un atome de carbone méso hybridé sp® présentent une ou deux
vagues de réduction monoélectroniques entre —1,6 et —1,2 V. Les potentiels mesurés pour les
composés 58 a 61 sont rassemblés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Potentiels d’oxydation mesurés par voltammétrie cyclique dans une solution a 5.10~* M. Electrode
de travail : disque de carbone vitreux @ = 3 mm; E vs DMFc¢/DMFc'; vitesse de balayage 0,1 V.s™'. L’estimation

du nombre d’électron(s), a I’aide de 56 et 58 utilisés comme référence interne, apparait entre parenthéses.

E.(2)[V] E.(1)[V] Ereres [V] E.(2)[V] E.(3)[V]
[55] 1,310 ()> 0,670 ()™ 0,860(1)>¢ 1,085 (1)
[56] ~1,260 ()™ 0,685 (2)>¢  1,280(2)
[57] ~1,125 (1) —0,820 (1)>* 0,675 (2)*¢ 1,125
[56Zn] ~1,310(D* 0,620 ()¢ 1,020 ()™ 1,155 (1)*
[56Cu] ~1,160 (1)®¢ 0,665 ()™ 1,090 (1)™ 1,310 (1)"¢
(1)
[58] -1,360 (1)** 0,920 ()™ 1,140 (1)*
[59] ~1,295 (1)°¢ 1,160 (D™ 1,375 (1)"¢
[60] ~1,115(1)*  —0,790 (1)*¢ 1,050 (1) 1,305
[61] 0,885 (2)> 1,310 (2)*

(a) CH3CN ou (b) CH,Cl, désoxygéné 0,1 M TBAP; (c) £, (systéme réversible); (d) £, (potentiel de pic,
systeéme irréversible).

Le dérivé calix[4]pyrrole 61 présente une vague d’oxydation totalement réversible a £y,

= 0,88 V suivi d’une oxydation irréversible a E,, = 1,31 V [66] (Figure 11-20).
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Figure I1-20 : Courbe de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie en mode stationnaire (RDE) de 61
enregistrées dans ’acétonitrile (5.10’4 M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @ = 3

mm ; £ vs. DMF¢/DMFc” ; voltammétrie cyclique : v= 0,1 V/s; RDE: v = 10 mV/s, vitesse de rotation de
I’¢électrode 550 tours/min).
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

La réversibilité de la premiere oxydation, a 1’échelle de temps de la CV, est en accord
avec la stabilisation du radical cation du pyrrole due a la présence de groupements alkyle en
position 2 et 5 [67]. La hauteur comparable des deux vagues consécutives d’oxydation
enregistrées sur électrode tournante tend a montrer que les deux processus mettent en jeu le
méme nombre d’¢lectrons. Cependant, I’oxydation exhaustive de ce composé¢ conduit
systématiquement a des produits de dégradation qui sont oxydés au méme potentiel ou a plus
bas potentiel que le produit de départ 61. En conséquence, le nombre exact d’électrons
impliqués dans chacune de ces oxydations n’a pas pu étre établi avec certitude.

Ce comportement illustre 1’instabilité des produits d’oxydation de 61 a 1’échelle de temps
de I’¢lectrolyse et démontre 1’existence d’une étape chimique consécutive au transfert
d’¢lectron. Des travaux antérieurs ont en particulier démontré que des complexes de
calix[4]pyrrole pouvaient subir une déalkylation ou une cyclisation intramoléculaire pour
former des composés semblables aux calixphyrines [53]. Nous avons pu néanmoins estimer
par voltammétrie sur é€lectrode tournante le nombre d’électrons échangés en utilisant le
complexe 56Zn comme référence interne, en supposant que ces deux especes ont des
coefficients de diffusion comparables. Bien qu’une telle expérience de calibration ne donne
pas des résultats totalement fiables [68], nous avons ainsi pu estimer que les deux oxydations
successives de 61 mettent chacune en jeu deux électrons, conduisant a une espece
tétracationique qui correspond a I’oxydation monoélectronique de chaque fragment pyrrole du
macrocycle. Enfin, I’absence de conjugaison entre les fragments pyrrole dans le cas
particulier de 61 explique 1’absence de vague de réduction dans le domaine des potentiels
négatifs.

La comparaison de ’activité électrochimique de 59, dont la premiére vague d’oxydation
apparait a 1,16 V (Figure 1I-21), avec celle de 61 montre que le fragment dipyrrine est plus
difficile a oxyder que les fragments pyrrole a-disubstitués « isolés » du calix[4]pyrrole. La
vague observée a —1,295 V, inexistante dans le cas de 61, correspond donc a la réduction
monoélectronique réversible d’un seul des deux fragments dipyrrine.

La calixphyrine-(1./.1.7) 58 est constituée d’un fragment tolyl-dipyrrine (comme dans
59) et d’un fragment diméthyldipyrrométhane (comme pour 61). En considérant que 58 doit
présenter a la fois des caractéristiques propres a 59 et a 61, il est trés probable que le premier
processus d’oxydation de 58 observé a 0,92 V corresponde a I’oxydation d’un pyrrole isolé de
type calixpyrrole (Figure II-22). Mais, contrairement a ce qui a été observé pour le

calixpyrrole 61, la premicre oxydation de 58 n’est pas réversible puisqu’aucune vague
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cathodique n’a pu étre observée lors du balayage retour, méme pour des vitesses de balayage

plus élevées (jusqu’a 1 V.s™).
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Figure I1-21 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie en mode stationnaire (RDE) de 59
enregistrées dans le dichlorométhane (5.10'4 M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @

=3 mm ; E vs. DMFc/DMFc' ; voltammétrie cyclique : v=0,1 V/s ; RDE :v = 10 mV/s, vitesse de rotation de
I’¢électrode 550 tours/min).
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Figure I1-22 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie en mode stationnaire (RDE) de 58
enregistrées dans le dichlorométhane (5.10’4 M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @&

=3 mm ; E vs. DMFc/DMFc" ; voltammétrie cyclique : v=0,1 V/s ; RDE :v = 10 mV/s, vitesse de rotation de
I’¢lectrode 550 tours/min).

L’irréversibilité des vagues d’oxydation de 58 et de 59 peut étre attribuée a la présence
dans leur structure d’une fonction imine basique qui peut déprotoner le radical cation du
pyrrole formé par oxydation [69]. Le voltammogramme de 58, enregistré sur électrode
tournante en présence de son analogue ferrocénique 55 choisi comme référence interne et dont

la premiére vague d’oxydation attribuée au couple Fc/Fc™ est sans ambigiiité
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monoélectronique, a permis de montrer que les deux oxydations de 58 impliquent un électron.
Aucune information ne nous a permis d’attribuer le deuxieme processus d’oxydation, soit au
fragment dipyrrine, soit au second pyrrole isolé.

Dans la région des potentiels positifs, les caractéristiques électrochimiques de 60 sont
similaires a celles de 59, avec deux vagues d’oxydation au dela de 1 V (Figure I1-23). De la
méme maniere que dans le cas des autres composés décrits ci-dessus, seul le premier
processus d’oxydation a un électron peut étre raisonnablement attribué au seul fragment
pyrrole isolé. Il faut souligner que la différence significative entre les hauteurs relatives des
deux paliers consécutifs de diffusion observés sur le voltammogramme enregistré sur
¢lectrode tournante, ne nous a pas permis de déterminer avec certitude le nombre d’électrons
impliqués dans le second processus d’oxydation de 60. Cette différence peut s’expliquer par
I’existence de réaction(s) chimique(s) couplée(s) au transfert d’électron, ou par un phénomene
d’adsorption a 1’¢lectrode. Contrairement aux espéces 58 et 59, qui contiennent le fragment
dipyrrine, deux réductions monoélectroniques successives sont observées pour 60 dans la
zone des potentiels négatifs accessibles. Cette électroactivité spécifique est clairement
associée au fragment tripyrrine, caractérisé par la présence de deux atomes de carbone méso
hybridés sp’. Notons par ailleurs que la premiére réduction de 60 se situe & un potentiel bien
supérieur a celle de 58 et 59, en accord avec une extension de la conjugaison qui stabilise
I’espéce anionique formée et réduit la différence d’énergie entre I’orbital HOMO et LUMO

[70].

Courant/ 105 A
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Figure I1-23 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie en mode stationnaire (RDE) de 60
enregistrées dans le dichlorométhane (5. 10* M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @

=3 mm ; E vs. DMFc/DMFc" ; voltammétrie cyclique : v=0,1 V/s ; RDE : v= 10 mV/s, vitesse de rotation de
I’¢électrode 550 tours/min).
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2.5.2. Cas des méso-ferrocénylcalix[4]phyrines

Le voltamogramme cyclique de 55, enregistré dans le dichlorométhane (0,1 M TBAP),
présente une vague de réduction a un électron quasi-réversible a E1, =—1,31 V ainsi que trois
vagues d’oxydation monoélectroniques entre 0,6 et 1,1 V (Figure II-24). La premiére
oxydation réversible a Ej, = 0,67 V, centrée sur le ferrocéne, devient irréversible lorsque le
balayage est poursuivi jusqu’a des potentiels plus €élevés. La seconde oxydation, centrée sur le
pyrrole et observée a Ejn = 0,86 V, reste réversible méme en balayant jusqu’a 1,6 V. Le
troisieme processus anodique, attribu¢ a une seconde oxydation du macrocycle, est caractérisé
par une vague irréversible a E,, = 1,085 V.

La premiére oxydation centrée sur le macrocycle est observée a un potentiel proche de
celui mesuré pour I’analogue méso-tolyl 58 (Tableau 1). Cette similitude permet d’attribuer
cette oxydation au pyrrole isolé, qui est logiquement moins affecté par I’oxydation préalable
du ferrocéne. La quasi réversibilit¢ de la premicére oxydation centrée sur le pyrrole est
probablement la conséquence de la plus faible basicité du fragment dipyrrine due a 1’effet
inductif attracteur du ferricinium électrogénéré. Cette réversibilité confirme notre attribution
puisqu’un systéme réversible similaire, résultant de 1’effet de stabilisation du radical cation
par la disubstitution en position 2,5 du pyrrole [67], a été observé dans le cas de
I’octaméthylcalix[4]pyrrole 61. En accord avec 1’effet inductif donneur du ferroceéne [71] qui
est directement connecté au fragment dipyrrine, la seule vague de réduction quasi-réversible
observée pour 55 apparait & un potentiel légerement supérieur a celui mesuré pour son

analogue méso-tolyl 58 (AE = +50 mV).
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Figure 11-24 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie en mode stationnaire (RDE) de 55
enregistrées dans le dichlorométhane (5. 10* M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @
=3 mm ; £ vs. DMFc/DMFc” ; voltammétrie cyclique : v= 0,1 V/s; RDE : v= 10 mV/s, vitesse de rotation de
I’¢électrode 550 tours/min).
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

Dans le cas de 56, I’oxydation réversible des deux fragments ferrocéne, chimiquement
équivalents, est observée au méme potentiel apparent (E1,= 0,685 V ; AE, = 110 mV, Figure
I1-25). Une expérience de coulométrie a permis de confirmer que le processus d’oxydation
centré sur les ferrocénes est biélectronique. Les deux métallocénes sont donc oxydés a des
potentiels trés proches et peuvent €tre considérés comme électrochimiquement indépendants
I’'un de l’autre (voir chapitre I, paragraphe 4.2.4). Cette hypothése a été confirmée en
déterminant le potentiel d’oxydation de chacun des ferrocénes par simulation des courbes
expérimentales avec le logiciel DIGISIM®, en supposant que le mécanisme électrochimique
est de type EE. La différence de potentiel AE® entre les deux couples Fc/Fc' consécutifs a été
estimée a 68 mV = 6 mV. Cette valeur relativement faible est en accord avec I’interruption de
la conjugaison et la distance élevée entre les deux groupements ferrocéne (d(Fe(1)---Fe(2)) =
12,95 A, mesurée a I’état solide) qui ne permet pas d’établir une communication significative

a travers 1’espace entre ces deux fragments rédox.
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Figure II-25 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie RDE de 56 et 56Cu enregistrées
dans le dichlorométhane (5. 10* M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux @ =3 mm ; £

vs. DMF¢/DMFc" ; voltammétrie cyclique : v = 0,1 V/s; RDE : v = 10 mV/s, vitesse de rotation de I’électrode
550 tours/min).
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L’¢lectroactivité de 56 est également caractérisée par une seconde vague d’oxydation
observée a E,, = 1,28 V. Elle est associée au balayage retour a deux vagues de réductions a
Ep. = 1,20 V et E,. = 0,87 V dont les intensités relatives sont peu influencées par la vitesse de
balayage (de 0,05 a 1 V/s). Compte tenu de la structure relativement simple du macrocycle
56, le pic d’oxydation observé a 1,28 V est attribué aux deux fragments dipyrrine. Cette
oxydation est influencée par la présence de ferricinium en position méso puisqu’elle se
produit a un potentiel supérieur (AE = 120 mV) a celle de 59. L’observation lors du balayage
retour de deux vagues de réduction associées a la vague d’oxydation a 1,28 V suggére
I’existence d’un mécanisme ECE dans lequel une réaction chimique couplée au transfert
d’¢lectron conduit a une nouvelle espece qui est réduite a 0,87 V.

Il est important de préciser que 1’¢lectrolyse exhaustive de 56 conduit systématiquement
a un produit de dégradation, non caractérisé, qui présente un unique systéme réversible
caractérisé par un pic de réduction a E,. = 0,87 V. L’existence d’une étape de réaction
chimique consécutive au transfert d’¢lectrons a également été confirmée par la voltammétrie
sur ¢lectrode a disque tournant, puisque le nombre d’¢électrons impliqués dans le deuxiéme
processus d’oxydation n’a pas pu étre déterminé avec certitude. Il a été estimé entre 1,5 et 2
¢lectrons, par comparaison avec I’oxydation biélectronique centrée sur les ferrocénes. La
voltammétrie enregistrée sur ¢lectrode tournante montre par ailleurs que la vague de réduction
réversible a —1,26 V correspond au transfert d’un seul électron sur un des fragments dipyrrine
de la molécule.

La métallation de 56 induit des modifications intéressantes. La courbe de voltammétrie
cyclique du complexe 56Cu est caractérisée par une vague d’oxydation a deux électrons
centrée sur les ferrocénes (£, = 0,66 V). Cette premicre vague est suivie par deux systémes
quasi-réversibles a E1, = 1,09 et 1,31 V attribués aux oxydations monoélectroniques des deux
fragments dipyrrine (Figure II-25). La métallation de 56 par Cu®" conduit donc a une
différentiation des deux sites dipyrrine avec un écart de potentiel AE de plus de 200 mV. Ce
profond changement de ’activité rédox du macrocycle suite a la métallation, attribu¢ a la
stabilisation des fragments dipyrrine par le métal et par I’établissement d’une communication
¢lectronique « a travers le métal » entre ces deux motifs rédox, se caractérise également par
un déplacement vers les potentiels négatifs de plus de 200 mV du potentiel d’oxydation du
macrocycle.

Un changement significatif est également observé dans la zone des potentiels négatifs,
avec un déplacement vers les potentiels positifs de la vague de réduction (AE = +100 mV),

attribué¢ a Dl’influence du caractére acide de Lewis du métal complexé. Ces différentes
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attributions ne prennent pas en compte I’oxydation ou la réduction du centre cuivre(Il). Il faut
rappeler que dans le cas de la méso-tétraphénylporphyrine de cuivre(Il) les deux oxydations
monoélectroniques a 1,10 V et a 1,32 V, ainsi que les deux réductions a un électron observées
a—1,22 et a —1,69 V, ont été attribuées a des processus rédox centrés sur le macrocycle
porphyrinique et non sur le métal [72]. Bien que 56Cu difféere d’une porphyrine, cette
comparaison ainsi que la présence d’une vague de réduction monoélectronique similaire sur le
compos¢ 56Zn, dont le métal ne peut se réduire, conforte I’attribution réalisée. En effet, le
complexe de zinc de 56 présente une courbe de voltammétrie cyclique similaire a celle de
56Cu, caractérisée par une vague d’oxydation réversible biélectronique a E;» = 0,62 V
centrée sur les ferrocénes, qui est suivie par deux vagues quasi-réversibles a Ep, = 1,02 et 1,14
V. La métallation de 56 par un atome de Zn(Il) entraine un déplacement significatif du couple
Fc/Fc', ainsi qu’un déplacement important vers les potentiels moins positifs (AE = —250 mV)
du systeme rédox centré sur le macrocycle. L’écart entre les deux oxydations centrées sur le
macrocycle est cependant plus faible que dans le cas de 56Cu. La présence du Zn(II) au sein
du macrocycle entraine également un déplacement vers les potentiels plus négatifs de la vague
de réduction de la base libre (AE = —-50 mV).

Le macrocycle 57 a un comportement électrochimique similaire a celui de 56 : une vague
d’oxydation bi¢lectronique réversible centrée sur les ferroceénes a £, = 0,670 V est suivie par

un pic d’oxydation irréversible a E,, = 1,12 V (Figure 1I-26).
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Figure I1-26 : Courbes de voltammétrie cyclique et courbe de voltammétrie RDE de 57 enregistrées dans le
dichlorométhane (5.10’4 M, 0,1 M TBAP ; électrode de travail : disque de carbone vitreux ¥ = 3 mm ; E vs.

DMFc/DMPFc' ; voltammétrie cyclique : v=0,1 V/s; RDE : v= 10 mV/s, vitesse de rotation de 1’électrode 550
tours/min).
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Comme dans le cas de 55, I’oxydation du macrocycle a lieu a un potentiel relativement
bas et pourrait donc étre attribuée a I’oxydation du pyrrole isolé dans le macrocycle. Cette
hypothese est confortée par la similitude entre les potentiels d’oxydation centrés sur les
pyrroles « isolés » de 60 et 57, qui dans le cas de 57 sont logiquement peu influencés par
I’oxydation préalable des deux fragments ferrocéne. La seconde vague d’oxydation peu
réversible centrée sur le macrocycle a Ep, = 1,125 V correspondrait donc a 1’oxydation du
fragment tripyrrine plus facile a oxyder que le fragment dipyrrine de 56 (1,28 V). Comme
nous 1’avons déja observé dans le cas de 56, le courant limite de diffusion mesuré pour le
second processus d’oxydation ne correspond pas a un nombre entier d’électrons échangés
(Figure 11-26). Ce résultat, ainsi que la présence au balayage retour d’une vague de réduction
de faible intensité a E,. = 0,850 V, suggere également 1’existence d’un mécanisme ECE. En
raison de la faible stabilit¢ des formes oxydées, aucune information supplémentaire n’a pu
étre obtenue par électrolyse exhaustive de 57, qui a conduit systématiquement a des produits
de dégradation non identifiés. Il est intéressant de mentionner que, contrairement au cas des
dérivés 55 et 56, la vague d’oxydation relative aux motifs ferrocéne dans 57 n’est apparue
réversible que lorsque les expériences d’électrochimie ont été conduites sous une atmosphere
d’argon sec strictement contrélée. Cette observation démontre la grande réactivité des formes
oxydées de 57 vis-a-vis des traces d’eau et d’oxygeéne, en particulier par comparaison avec
celle de 55, 56. De plus, comme dans le cas de I’isomere 56 la présence d’une seule vague
d’oxydation pour les deux fragments ferrocéne révele 1’absence de communication entre les
deux métallocénes. Ceci a été confirmé en simulant les courbes tracées a différentes vitesses
de balayage (de 0,1 a 1 V.s™'), en supposant un mécanisme de type EE. Bien que les deux
ferrocénes soient potentiellement connectés par I’intermédiaire du tripyrrine conjugué, 1’écart
de potentiel entre les deux oxydations est estimé a 60 mV £ 8 mV, en accord avec une
absence de communication électronique qui conduit a [’observation d’une seule vague
d’oxydation pour les deux ferrocénes. Tout comme son homologue non ferrocénique 60, la
calix[4]phyrine 1.1./.7) 57 présente deux vagues de réduction monoélectronique réversible a
Eyp = -0,820 et —1,125 V attribuées a la réduction du fragment tripyrrine et qui sont
légeérement déplacées vers des potentiels plus négatifs (—30 mV et —10 mV respectivement).
La présence de deux ferrocénes directement connectés sur la tripyrrine enrichit ce

chromophore en ¢électron et rend sa réduction plus difficile.
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3. PROTONATION DES CALIPHYRINES REDOX 55-57

3.1. Introduction

Les macrocycles constitués de pyrrole présentent un grand intérét en reconnaissance
moléculaire d’anions [73]. L’octaméthylcalix[4]pyrrole a en particulier fait 1’objet de
nombreuses investigations qui ont mis en lumiére ses propriétés de complexation des ions
halogénures via la formation de quatre liaisons hydrogene NH--X~ favorisées par la

conformation en cone des hétérocycles complexant (Figure 11-27) .

Figure II-27 : Représentation de 1’octaméthyl-calix[4]pyrrole et vue ORTEP [55] du complexe formé avec
TBACI [64].

De nombreux travaux ont également mis en évidence la formation de complexes
anioniques, en solution ainsi qu’a I’état solide, a partir de formes protonées de macrocycles de
type porphyrine étendues [74]. L’exemple le plus connu est celui du dérivé pentapyrrolique
sapphyrine capable de complexer de nombreuses especes anioniques au centre de la cavité

macrocyclique par liaisons hydrogene et interactions électrostatiques [75] (Figure 11-28).

Figure I1-28 : Vues ORTEP [55] de la structure radiocristallographique du complexe [Sapph.2H]*". [HPO4]*
Les substituants en position 3 des pyrroles n’ont pas été représentés pour des raisons de clarté [75].
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Il existe également quelques exemples de récepteurs biologiques a base de pyrrole dont
la fonction est la complexation ou le transport d’especes anioniques. En 1992, la structure
cristallographique d’une déaminase porphobilinogeéne révéle la présence d’un cofacteur de
type dipyrrométhane li¢ a un anion carboxylate d’une protéine [76]. Les ionophores symport
dérivés de la prodigiosine jouent également un rdle essentiel dans le transport et la régulation

des ions H'/CI™ (Figure 11-29).
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Figure 11-29 : Complexation de H'" CI” par la prodigiosine.

Ces dérivés de type tripyrrine, utilisés pour leur propriétés antibiotiques et
anticancéreuses [77, 78], ont une structure et des propriétés physico-chimiques comparables a
celles des macrocycles hybrides de type calixphyrine.

Nous avons donc étudié¢ la protonation des récepteurs décrits dans les paragraphes
précédents puis nous avons analys¢ leurs propriétés de complexation d’especes anioniques.
Héme

Cette étude a été réalisée en partie dans le cadre du stage de master année de Xavier

Chevalier.

3.2. Etude par spectroscopie de RMN 'H

Les calixphyrines 55-57 présentent des caractéristiques tout a fait adaptées a la
complexation d’especes anioniques via la formation de liaisons hydrogene avec les fonctions
NH des fragments pyrroles [1, 6, 79, 80]. La conjugaison partielle du macrocycle conduit en
outre a I’existence d’une ou deux fonctions imine basiques dont la protonation permet
d’accroitre le potentiel complexant de ces récepteurs hybrides. L’insertion d’une ou deux
charges positives va permettre d’augmenter leur capacité a s’associer a un anion via
1’établissement d’interactions électrostatiques et de liaisons hydrogeéne supplémentaires. Pour
les trois calixphyrines étudiées, la protonation du macrocycle est clairement mise en évidence
par spectroscopie de RMN 'H. L’addition de quantité croissante d’acide perchlorique en

solution dans CH3CN entraine la disparition progressive des signaux de la base libre au profit
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de nouveaux signaux attribués aux récepteurs protonés (Figure I1-30, Figure 11-31 et Figure II-

32).
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Figure I1-30 : Evolution du spectre RMN 'H de 55 lors de I’ajout de HC1O, (de 0 & 1 équivalent, 5.107 M, 250
MHz, CDCI;).
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Figure I1-31 : Evolution du spectre RMN 'H de 56 lors de I’ajout de HCIO, (de 0 & 2 équivalents, 5.107° M, 250
MHz, CDCl5).

77



Calix[4]phyrine (1.1.1.1)

Figure I1-32 : Evolution du spectre RMN 'H de 57 lors de I’ajout de HCIO, (de 0 & 2 équivalents, 5.107° M, 250
MHz, CDCl;). Le symbole @ indique les signaux se 1’espéce monoprotonée.

L’évolution réguliere observée lors de 1’addition d’acide a des solutions de
calix[4]phyrine (1.7.1.1) 55 et calix[4]phyrine (1./.1.7) 56 permet d’attribuer avec certitude
les signaux correspondants aux différents protons des espéces mono- et diprotonées
[55H]"ClO,” et [56H,]*"2Cl10,~. L’attribution des signaux relatifs & NHi et NHh de
[55H]"-ClO4~ (Figure II-33), ainsi que 1’ensemble des signaux de la calix[4]phyrine (1.1.1.7)
protonée [57H2]2+~2C104', a nécessité 1’utilisation de techniques de RMN bidimensionnelles
(COSY 'H-'H et HMQC 'H-"C). Cette attribution repose en partie sur les taches de
corrélation de faibles intensités observées sur la carte COSY entre les protons NH et les
protons S-pyrroliques (Figure 11-34). Ainsi, les protons Ha et Hb de [S5H]"-ClO4” présentent
une tache de corrélation entre eux mais également avec le signal a 9,8 ppm. Cette tache est
donc attribuée au proton Hi (Figure 1I-33). De la méme maniére, les protons Hb et Hc de
[57H,]*"-2ClO4” présentent une tache de corrélation entre eux mais également avec le signal a
10,8 ppm qui est logiquement attribuée au proton Hj (Figure 1I-34). Il est intéressant de noter
que l’addition de faible quantit¢ d’acide perchlorique a une solution de 57 conduit a
1’apparition de nouveaux signaux sur le spectre de RMN 'H, qui ne correspondent ni a ceux
de la base libre ni a ceux de I’espece diprotonée (marqués par le symbole o, Figure 11-32).
Ceux-ci sont attribués aux protons de I’intermédiaire calixphyrine monoprotonée
[57H]"-ClO4~. Ce comportement contraste avec 1’étude de la protonation de 56 qui ne fait
apparaitre que les signaux de la base libre et de 1’espéce diprotonée [56H,]*"-2ClO4 .
L’absence de communication entre les deux sites de protonation de 56 peut expliquer cette

différence.
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines
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Figure I1-33 : Carte RMN COSY (‘H-'H) de [55H]"-C10, (5.10° M, CDCls, 400 MHz).

D’une maniere générale la protonation entraine un déblindage significatif des signaux
attribués aux protons des ferrocénes et aux protons fS-pyrroliques des fragments dipyrrine ou
tripyrrine, tandis que les signaux attribués aux fonctions NH des fragments dipyrrine ou
tripyrrine et aux protons f-pyrroliques des fragments dipyrrométhane sont déplacés vers les
champs forts. Ces deux effets antagonistes s’expliquent d’une part par la diminution de la
densité électronique due a la protonation et, d’autre part, par un possible changement de
conformation de la molécule ou par une association avec un ou plusieurs anions perchlorate.
11 faut également souligner que la protonation de 55 pour former [SSH]™-C10,~ fait apparaitre
le signal attribué aux protons NHi du fragment dipyrrine qui n’est pas observé sur le spectre

de la base libre (Figure 11-30).
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Figure I1-34 : Carte RMN COSY (‘H-'H) de [57H]*-C10,~ (5.10° M, CDCl;, 400 MHz).

3.3. Etude par spectroscopie d’absorption UV-visible

La protonation des récepteurs 55-57 a également été suivie par spectroscopie
d’absorption UV-visible. L’addition d’acide perchlorique a une solution de base libre entraine
la disparition des bandes d’absorption des espéces initiales au profit de nouvelles bandes plus
intenses et de plus faible énergie correspondant aux molécules protonées (Figure 11-35, Figure
II-36 et Figure II-37). Les spectres des calixphyrines [SSH]™-ClO4 et [56H,]*"2C10,”
présentent trois bandes principales dans les mémes gammes de longueur d’onde (398, 507 et
723 nm pour [55H]"ClO4 et 407, 469 et 723 nm pour [56H,;]**-2C10,) et cette similitude
s’explique par la présence du méme chromophore dans ces deux molécules (Figure I1-35 et
Figure 1I-36). Contrairement au cas de 56, il est possible de distinguer les deux protonations

successives de la calixphyrine 57, conformément a ce que I’on avait observé lors du suivi de
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

la protonation par RMN 'H. L’intensit¢ de la bande d’absorption a 700 nm augmente
progressivement lors de la fixation du premier proton (0 a 1 équivalents d’HCIOj), puis
diminue lorsque le deuxiéme site basique est protoné (1 a 2 équivalents d’HC1O,) (Figure II-
37). L’apparition de deux points isosbestiques successifs a 630 puis 617 nm confirme par

ailleurs I’existence de deux équilibres successifs au cours de 1’ajout d’acide.

Absorbance (u.a.)

[
300 500 700 A (nm)

Figure II-35 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible de 55 lors de 1’ajout d’HCIO,4 (de 0 & 1 équivalent,
2,5.10° M, CH,Cl,, 1 =lcm).
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Figure I1-36 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible de 56 lors de 1’ajout d’HCIO, (de 0 a 2 équivalents,
2,5.10° M, CH,CL, | =lcm).
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Figure I1-37 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible de 57 lors de I’ajout d’HCIO4 (de 0 a 2 équivalents,
2,5.10° M, CH,CL,, | =lcm).

3.4. Etude électrochimique

L’activité électrochimique des récepteurs 55-57 évolue également de fagon trés
importante lors de la protonation. Ainsi I’addition d’acide perchlorique entraine la disparition
progressive du signal réversible attribué aux couples Fc/Fc™ de la base libre au profit de
nouveaux systémes qui apparaissent a plus haut potentiel, attribués a I’oxydation du (ou des)
ferrocéne(s) de I’espéce protonée (Figure I11-38, Figure 11-39 et Figure 11-40).

Pyrr/Pyrr **

Yoot

Fc/Fc*

17
I (uA)

55

0.35 0.57 0.79 1.01 1.23
E(V)

Figure II-38 : Evolution de la courbe de voltammétrie cyclique de 55 lors de I’ajout de HCIO4 (de 0 a 1

équivalent, 5.10*M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, référence : Ag/AgNO;
107 M).
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

En accord avec un appauvrissement de la densité électronique du récepteur et 1’apparition
de charges positives rendant les récepteurs plus difficiles a oxyder, les potentiels d’oxydation

des couples Fc/Fc' sont déplacés de + 200 mV pour les trois calixphyrines 55 -57.

Dipyrrine/Dipyrrine **
. c/Fc* [56]
Fc/Fc [56H2]2+ i
S z [56]
Fe =
) =

56

A5 T T T T T
035 055 075 095 115 135 155
E(V)

Figure II-39 : Evolution de la courbe de voltammétrie cyclique de 56 lors de I’ajout de HCIO, (de 0 a 2
équivalents, 5.10% M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, référence :
Ag/AgNO; 107 M).

Fc/Fc*
57H,]%*
[ 2 Pyrr/Pyrr **
Fc/Fc* T [57]
[57] |
3.0 ' & :
(@Fe 20’ // B
a 1.0 :
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4.0 \\/
57 2.0 4 .
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0.35 0.57 0.79 1.01 1.23
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Figure 11-40 : Evolution de la courbe de voltammétrie cyclique de 57 lors de I’ajout de HCIO4 (de 0 a 2
équivalents, 5.10°* M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, référence :
Ag/AgNO; 107 M).

4. PROPRIETES DE COMPLEXATION D’ANIONS

Les récepteurs [55H]+-C104', [56H2]2+-2C104' et [57H2]2+-2C104' présentent des
signatures spectroscopiques et ¢lectrochimiques spécifiques susceptibles d’étre modifiées par

la complexation d’espéces anioniques. La nature et I’amplitude de ces perturbations permet
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d’identifier le processus d’association et d’estimer la force des interactions mises en jeu [64,
81]. Nous avons en particulier étudié le comportement de ces récepteurs hybrides protonés en
présence des anions halogénures. Cette étude n’a pu étre réalisée avec les anions fluorures car
leur basicité relative conduit systématiquement a la déprotonation des récepteurs

macrocycliques.

4.1. Cas du récepteur calix[4]phyrine (1.1.1.1) [S5H]"-C104"

Au cours des expériences de spectroscopie de RMN 'H, nous avons constaté d’une
maniere générale que les protons des fonctions NH des macrocycles sont logiquement
beaucoup plus influencés par la complexation d’anions que les protons des groupements
ferrocéne, méthyle et en position B-pyrroliques. L’évolution des signaux de résonance de ces
protons a donc été suivie durant 1’ajout d’anions afin de pouvoir caractériser les interactions et
quantifier la force des processus de complexation. Il faut souligner que lors de ces titrages,
quel que soit le récepteur ou I’anion employé, les protons a I’intérieur de la cavité¢ du
macrocycle (protons NH) sont déblindés, alors que les protons a la périphérie du macrocycle
(ferrocene, f-pyrroliques) sont blindés suite a I’ajout d’anions.

Lors du titrage RMN de [55H]"-C1O4 en solution dans le chloroforme deutéré par les
halogénures, les signaux les plus influencés sont ceux correspondant aux protons NHh du
fragment dipyrrométhane et, dans une moindre mesure, ceux correspondant aux protons NHi

du fragment dipyrrine (Figure 1I-41 et Figure 11-43).

Fe

[55H]*-CIO,” NHi NHE

" "~ A_ z/\‘...., + 0 équiv TBACI

A A B o i s, + 0.4 Squiv TBAC
e AR i oty + 0.8 Scuiv TBACI

PRy

e ot +12éqUIVTBAC|

M“%M‘/\*W: A ‘ iapiodpib v T 1.6 équiv TBACI
+ 2.3 équiv TBACI

A L L I N L T
114 112 110 108 106 104 102 100 98 96 94 92 (ppm)

Figure II-41 : Evolution du spectre RMN 'H de [55H]*-ClO," lors de 1’ajout de TBACI (de 0 a 2,3 équivalents,
9,1 <5< 11,5 ppm, 5.10~ M, 400 MHz, CDCI5).
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

Le signal du proton NHh disparait progressivement (dosages de CI" et Br" uniquement),
puis réapparait a un champ plus faible que celui de NHi (Figure 1I-41). Ce déblindage plus
important de NHh par rapport a NHi, observé plus clairement lors de 1’addition d’ions
bromure, a pu étre confirmé par I’analyse des spectres de RMN 2D cosy 'H-1H (Figure 11-42)
et HMQC pour le complexe [55H]"-CI". Les protons Ha et Hb présentent une tache de
corrélation entre eux, mais également avec le signal a 10,9 ppm qui est donc logiquement
attribué aux protons Hi (Figure 11-42).La comparaison de ce spectre avec celui de la Figure II-
33 (espece protonée sans chlorure) confirme sans ambiguité 1’inversion des signaux des
protons relatifs aux protons Hi et Hh lors de la complexation de [S5H]™ClO4 par les ions
chlorure. L’addition d’iodure n’entraine pas cette inversion et le signal attribué¢ a NHi reste
plus déblindé que celui de NHh, méme si ce dernier subit le déplacement chimique le plus
important au cours du titrage (Ad ~ 1 ppm) (Figure 1I-43). Le déplacement important
(Admaxssap+cr = 2,25 ppm) du signal attribué aux protons NHh des fragments pyrrole
«isolés » est en accord avec la déformation du macrocycle qui permet une orientation
favorable de ces motifs donneurs de liaisons hydrogéne (cf. vue ORTEP de 55, Figure 11-10).
Au contraire, I’effet limité de la complexation sur le déplacement chimique des protons NHi
est la conséquence d’une interaction moins favorable des ions halogénure avec les atomes
d’hydrogeéne du fragment dipyrrine protoné dont la conjugaison limite les possibilités de
déformation.

D’une manicre générale, les déplacements chimiques mesurés lors de 1’ajout d’ions
halogénure évoluent selon des courbes de formes sigmoidales et I’amplitude de la variation du
déplacement chimique des signaux est corrélée a 1’électronégativité des anions ajoutés (Figure
I1-43). De telles modifications, caractérisées en particulier par une « phase d’initiation » plus
ou moins marquée, suggere clairement I’existence d’équilibres multiples et/ou la formation de
complexes de steechiométrie ¢élevée [81]. L’évolution observée en présence d’anions chlorure
et bromure est néanmoins compatible avec une interaction forte avec le récepteur protoné
[55H]"-ClO4". La steechiométrie du complexe formé avec 1’anion bromure peut en particulier
8tre estimée en considérant que le spectre de RMN '"H n’évolue plus aprés ajout d’un
équivalent d’anion. Ce comportement est en accord avec la formation du complexe
[55H]"Br~ selon un équilibre de stoechiométrie 1:1. L’association avec les ions iodure est trop
faible pour évaluer la steechiométrie d’apres 1’évolution des déplacements chimiques et la
« phase d’initiation » observée en présence de chlorure ne permet pas non plus une analyse

précise du processus de complexation.
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Figure 11-42 : Carte COSY (1H-1H) de [55H]"-ClO4" enregistrée aprés ’ajout de 2,3 équivalents molaires de
TBACI (5.10-3 M, CDCl;, 400 MHz).
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Figure 11-43 : Evolution des déplacements chimiques des signaux NHh et NHi de [S5H]™-CIO, lors de ’ajout
de quantité croissante d’anions halogénure (5.10° M, CDCl 3, 250 MHz).

Les processus de complexation de [55H] -ClO,  ont également été étudiés par
spectroscopie d’absorption UV-Visible (Figure 1I-44A). Les courbes représentant 1’évolution
de I’absorbance a une longueur d’onde donnée présentent également des formes sigmoidales
qui ne permettent pas une interprétation simple. L’évolution de 1’absorbance du récepteur

[S5H]"-ClO4~ en solution dans le dichlorométhane est caractérisée par une « phase
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

d’initiation » particulierement marquée entre 0 et 2 équivalents molaires d’anions chlorure
ajoutés (Figure 11-44A). En revanche, I’utilisation de perchlorate de tétra-n-butylammonium
(TBAP) comme compétiteur (effet de paire d’ion et accepteur de liaison hydrogeéne) permet
de limiter cette évolution. Le logiciel de traitement Specfit® a été utilisé pour estimer les
constantes d’association du récepteur protoné avec les anions considérés, mais seule la courbe
enregistrée en présence d’iodure a conduit a des résultats satisfaisants. Parmi tous les modeles
envisagés pour reproduire 1’évolution de 1’absorbance sur [’ensemble des spectres,
I’association 1:1 selon 1’équilibre [S5H]"-ClO,~ + I = [55H] " I" + ClO,~ s’est avérée la plus
adaptée. La constante d’association correspondante a cette steechiométrie est ainsi estimée a
300 M™', ce qui est en accord avec une interaction faible entre le récepteur et cet anion
volumineux dans un milieu compétitif. La variation maximale observée en présence d’un
large excés de cet anion est néanmoins du méme ordre de grandeur que celle mesurée en

présence de chlorure (Figure 11-44).
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Figure I1-44 : (A) Dosage spectrophotométrique de [55H]*-CIO4” par les halogénures sans TBAP (2,5.10° M,
CH,CL,). (B) Dosage de [55H]"-CIO, par les halogénures en présence de TBAP (2,5.10° M, CH,Cl, 0,1 M
TBAP).

Par ailleurs, ’addition de chlorure et de bromure s’accompagne d’un effet hypochrome
sur la bande d’absorbance a 398 nm, alors qu’une augmentation de 1’absorbance a cette
longueur d’onde est observée en présence d’iodure. Ces différences significatives nous
conduisent a envisager soit une steechiométrie de complexation anion/récepteur différente,
soit un mode de coordination original de 1’iodure sur le récepteur monoprotoné. L’absence de
caractérisation a 1’état solide ne nous a malheureusement pas permis de trancher entre ces
hypothéses concernant la conformation et/ou la stcechiométrie des complexes formés entre ce

récepteur hybride et les anions halogénures.
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4.2. Cas du récepteur calix[4]phyrine (1.1.1.1) [S6H,]*"-2C10,

Les signaux de résonance des protons NH des fragments dipyrrine de [56H,]*"2C104
évoluent régulierement vers les champs faibles lors de I’ajout d’halogénures (Figure 11-45A).
Comme dans le cas précédent, les signaux de résonances des protons f-pyrroliques, ou des
groupements ferrocéne et méthyle sont trés peu influencés par 1’ajout d’anion (Admax ~ -0,2
ppm). L’amplitude maximale du déplacement chimique du signal des protons NH est corrélée
a I’¢lectronégativité des anions ajoutés mais la forme particuliere des courbes ne nous a pas
permis d’estimer les constantes d’associations. Elles révélent néanmoins [|’existence

d’équilibres complexes entre le récepteur diprotoné et les halogénures.
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Figure I1-45 : (A) Evolution du déplacement chimique du signal des protons NH de [56H,]*"2C10, lors de
I’ajout de quantité croissante d’anions halogénures (5.10° M, CDCl s, 250 MHz). (B) Evolution du spectre RMN
'H du récepteur [56H,]*"-2Cl0," lors de I’addition de iodure de tétra-n-butylammonium (5.10'3 M, CDCl;, 250
MHz).

Les titrages spectrophotométriques UV- visible du récepteur [56H,]**2C10,™ en solution
dans le dichlorométhane en présence de TBAP sont caractérisés par un léger effet
hypsochrome sur les bandes d’absorbance a 406 (AL = -5 nm) et 720 nm (AA = -20 & -30 nm)
et un effet bathochrome faible sur la bande principale a 470nm (AA = +3 nm). Par ailleurs,
I’ampleur de I’effet hypochrome observé sur ces trois bandes d’absorption varie en fonction

de I’anion ajouté (Figure I1-46A).
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Figure I1-46 : (A) Evolution du spectre d’absorption UV-visible de [56H,]*"2ClO,” lors de 1’ajout de TBAI
(1,5.10° M, CH,Cl, 0,01 M TBAP). (B) Evolution de la bande d’absorbance a 470 nm de [56H,]*"-2C10,” lors
de I’ajout d’halogénures de tétra-n-butylammonium (1,5.10° M, CH,Cl, 0,01 M TBAP).

Contrairement aux déplacements observés en spectroscopie de RMN, la variation
d’absorbance la plus importante est enregistrée lors de I’ajout d’anions iodure. Cette évolution
est corrélée au rayon ionique de I’anion. Elle s’explique par une déformation accrue du
macrocycle et, plus particulierement, du fragment dipyrrine, pour s’adapter a la taille
importante de 1’anion iodure. L’évolution de 1’absorbance en fonction du nombre
d’équivalents molaires d’anions est néanmoins comparable aux résultats de RMN puisque ces
deux expériences montrent que 1’interaction la plus forte est observée avec le chlorure et la
plus faible avec I’iodure. Le logiciel de traitement Specfit® nous a permis d’estimer le force
des interactions mises en jeu. Le modéle le plus adapté aux données spectrophotométriques
expérimentales implique deux équilibres successifs de complexation d’anions pour former

’espéce [56H,] "-2X (Tableau 2).

Tableau 2 : Constantes d’associations (M™') estimées a 1’aide du logiciel Specfit® en utilisant un modéle a
deux équilibres successifs ( K; : [56H,]*" + X~ = [56H,] X puis K, : [56H,] X + X~ =[56H,] *2X").

[S6H,]**-2C10,~ (1,5.10° M et 0,01 M TBAP)

Anion log K; log K> K; K>
cr 4,86 3,31 72500 2070
Br 4,13 2,74 13570 550

I 3,34 2,68 2200 480

HSO4 3,65 2,23 4500 170

NOs 4,36 3,90 23000 8000

L’erreur maximale sur les valeurs de K et K, est de = 5 %.
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Ce modcle de steechiométrie 2:1 a également €té utilis€ pour estimer les constantes de
formation des complexes formés avec les ions nitrate et sulfate. La complexation relativement
forte des ions nitrate se distingue par un effet hypochrome faible sur la bande d’absorbance de
plus basse énergie a 470 nm et une augmentation relativement importante de 1’absorbance a
406 nm. L’évolution particuliere observée en présence de nitrate peut étre expliquée par une
conformation différente du récepteur induite par la complexation.

La steechiométrie de la complexation ainsi que la conformation du macrocycle ont été
déterminées a 1’état solide par diffraction des rayons X. Cette caractérisation a en particulier
permis de démontrer I’existence de deux complexes isomeres formés avec 1’iodure de tétra-n-
butylammonium. La structure & 1’état solide du complexe cis-[S6H,]*"2I", cristallisé par
diffusion d’hexane dans le toluéne, révele la présence de deux anions iodures positionnés de
part et d’autre du macrocycle diprotoné et complexés par deux fragments pyrrole adjacents
(position cis). Les quatre liaisons hydrogéne formées avec les anions iodure sont caractérisées
par un angle NH-I de 174° et par des longueurs comprises entre 2,73 A et 2,81 A. La
déformation du macrocycle est mise en évidence par I’angle mesuré entre les plans des
pyrroles des fragments dipyrrine protonés nN; 7N, = 51,05°. La distance mesurée entre les
deux atomes de fer est d(Fe-Fe) = 12,56 A.

L’isomére trans-[56H,]* 21", cristallisé par diffusion de pentane dans le chloroforme,
présente deux anions iodures positionnés de part et d’autre du macrocycle diprotoné et
complexé par deux fragments pyrrole opposés (Figure 11-48). Les quatre liaisons hydrogene
formées avec les anions iodures sont caractérisées par un angle NH-I d’environ 164° et par

des longueurs comprises entre 2,75 A et 2,86 A.

Figure 11-47 : Vue Ortep [55] du complexe cis-[56H,]**2I” Pour des raisons de clarté, la plupart des atomes
d’hydrogéne n’ont pas été représentés. Les ellipsoides de probabilités sont représentés au seuil de 40 %.
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Figure I1-48 : Vue Ortep [55] du complexe trans-[56H,]*"-2I". Pour des raisons de clarté, la plupart des atomes
d’hydrogéne n’ont pas été représentés. Les ellipsoides de probabilités sont représentés au seuil de 40 %.

Dans ce cas la déformation du macrocycle est légérement plus importante que dans le cas
de I’isomére cis-[56H,]* 21 puisque ’angle mesuré entre les plan des pyrroles des fragments
dipyrrine protonés N, 7N, = 52,7° et ©N; N4 = 53,1°. Contrairement au cas précédent, les
deux sondes rédox ferrocene sont positionnées du méme c6té du macrocycle et la distance
mesurée entre les deux atomes de fer est plus courte (d (Fe-Fe) = 11,16 A). 1l est intéressant
de noter que la représentation formelle du macrocycle dans le complexe trans-[56H,]* 21"
implique la localisation des deux charges positives sur deux pyrroles adjacents, alors qu’elles
sont portées par des pyrroles opposés dans le complexe cis-[56H,]* 21" représenté sur la
Figure 11-47. La caractérisation de deux configurations distinctes du méme complexe suggere
I’existence d’un équilibre entre ces deux formes en solution. Ce processus n’a néanmoins pas
¢été mis en évidence lors de 1’étude de la complexation par spectroscopie de RMN.

Une configuration cis identique est observée sur la structure cristallographique du
complexe formé en présence de chlorure [56H,]*"2CI™ (Figure I11-49). Dans ce cas, les quatre
liaisons hydrogeéne entre les anions chlorure et les fonctions NH des pyrroles ont des
longueurs plus courtes, entre 2,28 et 2,45 A et elles forment un angle NH--Cl de 173°. Il faut
également souligner que la complexation des chlorures entraine une déformation du
macrocycle similaire a celle obtenue avec les iodures, puisque I’angle mesuré entre les
pyrroles du méme fragment dipyrrine est tout a fait comparable pour les deux complexes

isostructuraux.
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Figure I1-49 : Vue Ortep [55] du complexe cis-[56H,]*"2CI". Pour des raisons de clarté, la plupart des atomes
d’hydrogéne n’ont pas été représentés. Les ellipsoides de probabilités sont représentés au seuil de 40 %

4.3. Cas du récepteur calix[4]phyrine (1.1.1.1) [57H,]*"-2C10,

L’espéce [57H,]*"2Cl04” présente trois types de protons NH aisément identifiables sur
le spectre de RMN 'H (Figure II-50A) qui interagissent différemment avec les anions ajoutés.
Le proton NHh au centre du fragment conjugué tripyrrine est le plus influencé par 1’ajout
d’anion pour tous les dosages effectués, alors que le proton NHi du pyrrole « isolé » présente
les plus faibles déplacements. Cette différence peut étre corrélée aux caractéristiques des
liaisons hydrogéne mises en jeu (longueur, angle) qui dépendent des possibilités de
déformation du macrocycle pour complexer ces espéces anioniques. On peut cependant noter
que I’addition d’iodure influence plus nettement le déplacement chimique du proton NHi que
ceux attribués a NHh ou NHj. Cette interaction privilégiée avec le pyrrole, qui présente a
priori la plus grande déformation par rapport au plan moyen du macrocycle, est une
conséquence logique de la taille plus importante de 1’anion iodure. Il faut souligner que le
signal de NHh disparait progressivement au début des différents dosages puis réapparait a
champs plus faibles lorsque le dosage se poursuit. Ce comportement entraine une incertitude
sur la mesure du déplacement chimique de NHh entre 1,3 et 2,6 équivalents de TBACI
ajoutés. Comme pour le récepteur [SSH]™ClO4~ et [S6H,]"-2Cl0,~, ’amplitude des variations
de déplacement chimique est en accord avec l’électronégativité des anions dosés et une
« phase d’initiation » trés marquée est observée entre 0 et 1 équivalent molaire de chlorure

ajouté.
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Figure II-50 : (A) Evolution du spectre RMN du récepteur [57H,]*"-2CI04” lors de 1’addition de chlorure de
tétra-n-butylammonium (5.10° M, CDCl 3, 250 MHz). Evolution des déplacements chimiques des signaux NHh
(B) et NHi (C) lors de I’ajout de quantité croissante d’anions halogénures. (5.10° M, CDCl 3, 250 MHz).

L’absence de caractérisation a 1’état solide ne nous a pas permis de déterminer la
conformation et/ou la stecechiométrie des complexes formés entre ce récepteur et les anions
halogénures. Nous avons néanmoins obtenu des informations structurales par diffraction des
rayons X sur un cristal du récepteur 57 protoné par ajout de deux équivalents d’acide
perchlorique dans le dichlorométhane. La structure cristallographique de [57H,]*"2ClO4
révele une steechiométrie 1:2 avec deux anions perchlorate positionnés de part et d’autre du
macrocycle, mais complexés de maniére non équivalente par les quatre fragments pyrrole de
[57H,]*"-2Cl0, (Figure II-51). La vue ORTEP de ce complexe illustre bien la déformation
importante du récepteur puisque le pyrrole « isolé » est presque orthogonal au plan moyen du
macrocycle. Les fonctions NH des extrémités du fragment tripyrrine sont liés au méme atome

d’oxygene d’un anion perchlorate, alors que le NH central du fragment tripyrrine et le NH du
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pyrrole «isolé » sont liés a deux atomes d’oxygene différents du second anion perchlorate,

avec des longueurs de liaisons hydrogéne entre 2,00 A <d (NH-0) <2,32 A,

Figure I1-51 : Vue Ortep [55] du complexe [57H,]*"2ClO,". Pour des raisons de clarté, la plupart des atomes
d’hydrogéne n’ont pas été représentés. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilités de 40 %.

En accord avec les données de RMN, la liaison la plus courte est mesurée a partir de la
fonction NH centrale du tripyrrine (2.00 A). Les deux métallocénes sont orientés de part et
d’autre du macrocycle et les deux atomes de fer sont plus proches que pour les isomeres cis et
trans du complexe [56H,]*" 21" (d (Fe-Fe) = 9.28 A). La déformation de la partie conjuguée
du macrocycle est mise en évidence par I’angle formé entre les pyrroles du fragment
tripyrrine (52,3 ° et 50,8 °).

L’activation des récepteurs 55-57 par protonation permet donc d’exalter leurs propriétés
de complexation d’anions. L’alternance des états d’hybridations sp® et sp> en position méso
des macrocycles produit d’importantes déformations qui influencent de fagon significative
leurs propriétés de coordination. Les possibilités importantes de déformation de ces
macrocycles et la complémentarité des interactions mises en jeu permettent en particulier une
complexation efficace des halogénures. La configuration trans adoptée par les complexes
[56H,]*"-2CI" et [57H,]*"2C104™ peut étre comparée & celle des porphyrines diprotonées pour
lesquelles 1’orientation des pyrroles hors du plan moyen du macrocycle est bien sir limitée
par la conjugaison totale et par la présence de quatre atomes de carbone hybridés sp” [82, 83].
Des ¢études complémentaires sont nécessaires pour confirmer la steechiométrie 1:1 des
complexes du récepteur [S5H]-CIO;  avec les halogénures, ainsi que pour déterminer
I’origine des étapes « d’initiation » systématiquement observées de fagon trés marquée lors de
I’ajout de chlorure. L’allure des courbes des titrages RMN et UV-visible réalisés dans le

CH,Cl, sans TBAP suggere ’existence de processus d’associations plus complexes que de
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Chap. II : Conjugués ferrocéne-calix[4]phyrines

simples équilibres 1:1 ou 1:2. De telles formes sigmoidales peuvent en particulier étre induites
par des phénoménes de coopérativité [81] liés a la complexation d’au moins deux anions sur

deux sites différents du récepteur.

5. REPONSE ELECTROCHIMIQUE DES FERROCENE-
CALIXPHYRINES EN PRESENCE D’ANIONS

5.1. Calix[4]phyrines protonées

L’activité électrochimique stable et réversible des sondes ferrocéne a été mise a profit
pour détecter par voie ¢électrochimique les processus de complexation d’anions par les
ferrocéne-calixphyrines protonées. Les calixphyrines [55H]"ClO4", [56H,]*-2ClO,™ et
[57H,]*" 2Cl0O4™ présentant le méme type de réponse électrochimique en présence d’anions,
nous ne détaillerons dans ce paragraphe que les résultats obtenus avec le récepteur
[56H,]*"2Cl04".

A titre d’exemple, I’addition de quantités croissantes de chlorure au récepteur
[56H,]**2C10,~ en solution dans le dichlorométhane (0,1 M TBAP) entraine une
augmentation importante et réguliére du courant de pic d’oxydation du ferrocéne (Figure II-
52). Si un tel comportement est indéniablement di a une interaction entre le récepteur et les
anions chlorure, il n’en est pas moins aussi caractéristique d’un phénoméne d’oxydation
catalytique de I’anion par le ferricinium électrogénéré. Ce processus, fréquemment observé
[84] mais difficilement quantifiable, met en exergue la difficulté liée a la reconnaissance
¢lectrochimique moléculaire des anions chlorures. Par ailleurs, étant donné que les
halogénures sont plus facilement oxydables a mesure qu’on descend dans la classification
périodique, il n’a pas été jugé nécessaire d’étudier le comportement de ces récepteurs en
présence de bromure et d’iodure.

Les voltammogrammes représentés sur la Figure I1-53 révelent également une interaction
forte entre le porphodiméthéne protoné [56H,]**2C10, et I’ion hydrogénosulfate. L’addition
d’anion conduit & une diminution du signal attribué au couple Fc/Fc™ du récepteur, au profit
d’un nouveau signal qui apparait a un potentiel moins positif (AEy, = —150 mV) et n’évolue
plus aprés ajout d’environ six équivalents d’anions. Cette évolution s’accompagne au
balayage retour de I’apparition d’un pic intense et symétrique de redissolution anodique a E,

~ 0,28 V caractéristique d’un phénomene d’adsorption a I’électrode : 1’association du
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récepteur oxydé et de I’espece anionique forme un complexe qui s’adsorbe sur 1’¢lectrode de

carbone vitreux, puis se désorbe lors de la réduction au balayage retour.

6.0
3.0
4.0
3.0
201
104
0_
-1.07
-20

Courant/ 105 A

0 010 020 030 040 050 060 070 080
Potentiel / V

Figure I1-52 : Evolution des caractéristiques électrochimiques de [56H,]*-2Cl04” en voltammétrie cyclique lors

de I’ajout de 0 a 6 équivalents de chlorure (5.10"4 M, v=0,1 V/s, CH,Cl, 0,1 M TBAP, ET : carbone vitreux @ 3
mm, électrode de référence : Ag/AgNO; 107 M).
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Figure I1-53 : Evolution des caractéristiques électrochimiques de [56H,]**-2C10,” en voltammétrie cyclique lors
de I’ajout de 0 a 6 équivalents de TBAHSO, (5.10'4 M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone
vitreux @ 3 mm, contre électrode : fil de Pt, référence : Ag/AgNO; 107 M).

L’addition de TBAH,PO4 a une solution du récepteur [56H2]2+-2C104' dans le
dichlorométhane induit un comportement a « deux-vagues» sur le couple Fc/Fc™ du
macrocycle. Le signal initial attribué au complexe [56H,]*"-2C10,” disparait progressivement
au profit d’une nouvelle vague observée a un potentiel moins positif trés proche de celui du

récepteur déprotoné 56 (Figure 11-54).
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Figure I1-54 : Evolution des caractéristiques électrochimiques de [56H,]*"-2Cl0,4” en voltammétrie cyclique lors
de I’ajout de 0 a 6 équivalents de TBAH,PO, (5.10'4 M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone
vitreux @ 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag/AgNO; 10 M).

Cette évolution, également observée en spectrophotométrie UV-Visible, est en accord
avec la relative basicit¢ de I’anion H,PO4 qui interagit avec le récepteur et entraine sa
déprotonation. Ce processus permet de proposer une stratégie originale de détection
¢lectrochimique d’anions basée sur les propriétés acido-basiques relatives de ’anion ajouté et
du récepteur. Il faut souligner qu’un comportement analogue est également observé en
présence d’anions fluorure.

Les exemples présentés ci-dessus montrent la diversité des réponses électrochimiques
observées a partir de ces récepteurs protonés. Dans tout les cas, la perturbation de I’activité
¢lectrochimique ne repose pas sur une transduction simple d’un processus de complexation
d’anions par I’intermédiaire de liaisons hydrogeéne, mais plutdt sur 1’existence de processus
paralleles acido-basiques, catalytiques ou encore d’adsorption qui sont spécifiques de 1’anion

ajouté.

5.2. Calix[4]phyrines métallées

Du fait de leur déformation importante et de la présence de fragments pyrrole non
conjugués au sein du macrocycle, aucun complexe métallique n’a pu étre obtenu a partir des
bases libres 55 et 57. L’insertion d’un métal dans de telles structures ne peut a priori étre
envisagée sans une déprotonation préalable des pyrroles a I’aide d’une base forte. Au
contraire, I’absence de groupement pyrrole « isolé » dans la base libre 56 permet une insertion

des cations métalliques au centre de la cavit¢ macrocyclique. Nous avons en particulier
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montré dans les paragraphes précédents que le potentiel d’oxydation du couple redox Fc/Fc"
de la base libre 56 ¢était sensible a la nature du métal complexé et donc potentiellement
exploitable en reconnaissance ¢lectrochimique d’especes métalliques. Les vagues d’oxydation
a deux électrons centrées sur les ferrocénes sont en effet observées pour 56Zn et 56Cu a des
potentiels Ej, apparents respectifs de 0,620 et 0,665 V contre 0,685 V pour la base libre. Le
déplacement des deux protons des NH internes du macrocycle par le cation Zn>" facilite
I’oxydation des métallocénes et entraine le déplacement le plus important du couple Fc/Fc'.
Le déplacement de potentiel plus important observé pour S6Zn peut étre interprété par 1’effet
donneur d’un ligand axial sur I’atome de zinc(II). La structure a I’état solide du complexe de
zinc 56Zn (Figure II-13) met en effet en évidence la présence d’un site de coordination labile
sur le métal pentacoordiné par les quatre atomes d’azote du macrocycle et par une molécule
d’éther diéthylique en position axiale. Le méme effet est également observé pour la partie
cathodique, avec un déplacement vers les potentiels plus négatifs de la vague de réduction
(AE, = =50 mV) pouvant également résulter de I’enrichissement électronique global de la
molécule par le ligand axial. Cette hypothése, en parfait accord avec 1’étude par spectroscopie
de RMN 'H et la structure de 56Zn a I’état solide, suppose 1’existence d’une communication
efficace entre les sondes ferrocéniques et le centre métallique. Ces propriétés nous ont conduit
a ¢évaluer I’aptitude de ces récepteurs moléculaires a la reconnaissance ¢lectrochimique des
substrats anioniques. Le déplacement du ligand axial labile (Et,O a I’état solide) par un ligand
exogene chargé négativement et donc riche en électrons, devrait s’accompagner d’une
modification de I’activité rédox de la sonde électrochimique interne (Figure I1-55).

Dans un premier temps nous avons étudié¢ la réponse électrochimique de 56Zn en
présence d’anion hydrogénophosphate (sel de tétra-n-butylammonium) (Figure II-56).
L’addition de quantités croissantes d’anion a une solution de 56Zn dans le dichlorométhane
(0,1 M TBAP) entraine un comportement a deux vagues, qui se traduit par la disparition
progressive du signal réversible attribu¢ a 1’oxydation des fragments ferrocéne dans le
complexe initial (£, Figure II-56) au profit d’une nouvelle vague d’oxydation irréversible
attribuée au complexe formé avec 1’anion H2P042_ (E», Figure II-56). Ces changements
profonds de I’activité électrochimique du récepteur révelent une interaction forte avec 1’anion
hydrogénophosphate, mais 1’irréversibilité¢ du signal résultant ne permet pas une analyse et

une exploitation aisées du processus.
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Figure II-55 : Schéma carré illustrant la reconnaissance électrochimique d'une espéce anionique a partir de la
métallocalixphyrine 56Zn.
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Figure I1-56 : Courbes de voltammétrie cyclique d’une solution de 56Zn dans le dichlorométhane 0,1 M TBAP
enregistrées avant (trait plein) et aprés (pointillés) I’ajout de 1,5 équivalent molaire de TBAH,P0,. (5.10 M,
électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, v= 100 mV/s, référence : Ag/AgNO; 107 M).

En revanche, 1’addition de chlorure (sel de tétra-n-butylammonium) a une solution de
56Zn (5.10" M, CH,Cl, 0,1 M TBAP) provoque un déplacement régulier et progressif de la
vague réversible d’oxydation du ferroceéne vers les potentiels plus négatifs (Figure I1-57). Le
potentiel de pic mesuré par voltammétrie a impulsion dérivée subit ainsi un déplacement
maximal de —130 mV en présence de trente équivalents molaire d’anions chlorure. Cette

évolution ne résulte pas uniquement de la coordination du chlorure sur le centre métallique,

qui augmente la densité électronique locale et modifie le potentiel du couple Fc/Fc', mais
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également de 1’effet des fragments ferricinium électrogénérés in situ sur le caractere acide de
Lewis de I’atome de zinc (Figure II-55). L’introduction par oxydation de deux charges
positives sur le récepteur permet en outre de renforcer 1’interaction avec I’espeéce anionique

par effet électrostatique.
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Figure II-57 : Evolution du potentiel d’oxydation du ferrocéne de 56Zn en fonction du nombre d’équivalents
molaires de TBAX ajouté. (5.10* M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, sous Ar, électrode de travail : carbone vitreux @ = 3
mm, référence : Ag/AgNO; 102 M, v= 10 mV/s, incrément £ = 0,002 V, amplitude = 0,05 V, largeur du pulse =
0,05 s, période du pulse = 0,2 s).

Il est a noter que I’addition de TBACI (entre 0 et 2 équivalents) provoque, dans un
premier temps, 1’¢largissement de la courbe de DPV initiale qui peut étre comparée a un
comportement a deux vagues. L’addition d’une quantité supérieure d’anions entraine un
affinement et un déplacement vers les potentiels plus négatifs de cette courbe.

Un comportement & deux vagues encore plus clair est observé lors de 1’addition de
fluorure dans les mémes conditions (Figure II-58). L’addition de quantités croissantes de
fluorure de tétraéthylammonium (TEAF) a une solution de 56Zn conduit a une diminution
progressive du pic observé par voltammétrie a impulsion dérivée et centré sur le ferrocéne au
profit d’un nouveau pic qui apparait a un potentiel plus négatif (AE = —140 mV) et qui
correspond au complexe de fluorure. Cependant, étudié par voltammétrie cyclique, le transfert
centré sur ce complexe apparait irréversible en raison de phénomenes d’absorption déja

évoqués.
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Figure 11I-58 : Evolution de la courbe DPV d’une solution de 56Zn dans le dichlorométhane 0,1 M TBAP lors
de I’ajout de fluorure de tétraéthylammonium (TEAF) (0 a 45,5 équivalents molaires, 5x10* M, électrode de
travail : carbone vitreux @ = 3 mm, électrode de référence : Ag/AgNO; 102 M + TBAP 0,1 M + CH;CN, v=10
mV/s, incrément £ = 0,002 V, amplitude = 0,05 V, largeur du pulse = 0,05 s, période du pulse =0,2 s).

Du fait de leur plus faible basicité, 1’addition d’ions bromure conduit & un déplacement
plus faible du potentiel d’oxydation du ferrocéne qui ne s’accompagne pas de d’élargissement
du pic de voltammétrie. Ces déplacements de potentiels significatifs sont a comparer avec
ceux mesurés lors de 1’addition de nitrate de tétra-n-butylammonium a une solution a 5.10* M
de 56Zn (CH,Cl, 0,1 M TBAP). Dans ce cas, la faible affinité du ligand nitrate pour le cation
métallique Zn(IT) se traduit par I’absence de déplacement mesurable du couple rédox Fc/Fc'.

La complexation des ions fluorure, chlorure et bromure par 56Zn a également été étudiée
spectrophotométrie UV-Visible. L’addition de quantités croissantes d’anion a une solution de
56Zn (10'5 M, CH,Cl, 0,1 M TBAP) produit un changement notable d’absorbance a 328 nm
et un déplacement hypsochrome de la bande la plus intense a 476 nm. Les constantes de
complexation des différents anions ont pu é&tre estimées a partir d’une modele de
complexation 1/1 (56Zn + X = [56ZnX] ) en ajustant la différence d’absorption A-Ag
mesurée a 328 nm. Les constantes calculées sont de 8200, 3600 et 3000 M respectivement
pour les anions fluorure (Figure I1-59), chlorure (Figure 11-60) et bromure (Figure II-61). 11
faut souligner que plus la constante d’association de 56Zn avec I’anion est forte, plus la bande
d’absorption a 476 nm est modifiée. Les constantes de complexation estimées sont bien plus
importantes que celles obtenues, dans les mémes conditions, avec la 1,5,15,20-
tétratolylporphyrine de zinc: K.[TTPZn] = 250 M. Cette différence marquée révéle
I’influence de I’interruption de la conjugaison sur les propriétés physico-chimiques des
calixphyrines, I’introduction d’atomes de carbone méso sp’ influengant fortement leurs

propriétés €électroniques et structurales.
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Figure I1-59 : A gauche, évolution du spectre UV-visible de 56Zn (10™ M) lors de I’ajout de TEAF (CH,Cl, 0,1
M TBAP, 1 = 1cm), a droite, ajustement paramétrique correspondant a I’absorbance enregistrée a 328 nm.
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Figure I1-60 : A gauche, évolution du spectre UV-visible de 56Zn (10 M) lors de 1’ajout de TBACI (CH,Cl,
0,1 M TBAP, 1 =1 cm), a droite, ajustement paramétrique correspondant a I’absorbance enregistrée a 328 nm.
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Figure I1-61 : A gauche, évolution du spectre UV-visible de 56Zn (10 M) lors de I’ajout de TBABr (CH,Cl,
0,1 M TBAP, 1=1 cm), a droite, ajustement paramétrique correspondant a I’absorbance enregistrée a 328 nm.
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6. CONCLUSION

Au cours de ce travail nous avons ¢labor¢ et étudi€ les propriétés physico-chimiques de
calixphyrines originales, contenant des fragments dipyrrine et tripyrrine directement
connectés a une sondes rédox métallocénique. Contrairement aux porphyrines entiérement
conjuguées, dans lesquelles quatre entités pyrroliques contribuent a I’ensemble du systéme -
aromatique et se comportent comme une espece unique dont 1’électroactivité est parfaitement
réversible, les calixphyrines sont constituées par 1’assemblage de fragments pyrrole et
oligopyrroles (dipyrrine et tripyrrine) reliés les uns aux autres par des atomes de carbone méso
hybridés sp’ et indépendants électrochimiquement les uns des autres. L’absence de
conjugaison entre les différents fragments est responsable de I’observation de multiples
systémes rédox et de I’irréversibilité des transferts électroniques centrés sur le pyrrole.

La protonation du fragment dipyrrine ou tripyrrine s’accompagne d’une modification
importante des propriétés physico-chimiques des ferrocéne-calixphyrines et permet la
détection d’anions halogénure par RMN et spectroscopie UV-visible. La formation
d’interactions de type électrostatique et liaisons hydrogene est favorisée par la relative
flexibilité¢ des calix[4]phyrines leur permettant de s’adapter a la taille et a la structure de
nombreux anions, comme le confirme la caractérisation structurale des complexes obtenus.
Cependant, ’analyse de ce processus suggere I’existence d’associations qui différent de
simples équilibres 1:1 ou 1:2, probablement dues a des phénomeénes de coopérativité liés a la
complexation d’au moins deux anions sur deux sites différents du récepteur. D’autre part, la
perturbation importante de 1’activité électrochimique de ces récepteurs en présence d’un anion
n’est pas due a un simple processus de complexation par I’intermédiaire de liaisons
hydrogéne, mais résulte plutot de processus parall¢les acido-basiques, catalytiques, ou encore
de phénomeénes d’adsorption a I’¢électrode, qui sont spécifiques de 1’espéce ajoutée.

Seule la calix[4]phyrine-(1./.1.7) 56 a pu étre complexée par un cation métallique pour
former 56Zn. Ce complexe s’est révélé bien adapté a la reconnaissance électrochimique
d’anions. La détection d’espéces exogenes anioniques a ainsi €té réalisée grace a la
perturbation du couple rédox Fc/Fc' induit par le déplacement du ligand axial présent dans le
complexe de départ.

Ces résultats soulignent I’importance de la conjugaison directe entre le site de
complexation et la sonde rédox, qui améliore le processus de communication au sein du

récepteur moléculaire rédox. Ils mettent aussi 1’accent sur la pertinence de 1’utilisation des
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macrocycles polypyrroliques ferrocéniques en reconnaissance électrochimique. Les systémes
macromoléculaires & base de pyrrole présentent une diversité exceptionnelle. Ils peuvent
interagir avec des cations ou des anions selon leur taille et leur structure. Ainsi, de nombreux
analogues conjugués au ferrocéne pourraient étre synthétisés pour élargir les applications de

cette famille de macrocycles en reconnaissance €lectrochimique.
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

1. INTRODUCTION

Au-dela de leur rdle crucial dans de nombreux processus biologiques de reconnaissance,
de transport et d’activation, les macrocycles porphyriniques sont de véritables plateformes
synthétiques dont 1’habillage peut étre adapté pour les doter d’une fonction spécifique. Au
cours de notre travail, nous avons cherché a mettre a profit cette variabilité structurale et
fonctionnelle pour élaborer des récepteurs informatifs originaux. A I’image des porphyrines
« picket-fence » introduites par Collman [1], nous avions pour objectif d’introduire, en
position méso d’un macrocycle aromatique porphyrinique, des « piquets rédox » (ferrocéne)
porteurs de groupements fonctionnels choisis pour leur affinité vis-a-vis d’une espéce cible.
Une partie importante de notre travail a donc consisté a élaborer des voies de synthese
permettant d’accéder a des récepteurs rédox-actifs construits sur la base d’une
métalloporphyrine directement associée a un ou plusieurs motifs ferrocéne puis a démontrer
leur intérét en reconnaissance ¢€lectrochimique. Ce type d’assemblage présente a priori de
multiples avantages : un transfert efficace de I’information via une connexion directe entre un
macrocycle aromatique, véritable centre actif de trés nombreux processus biologiques, et une
ou plusieurs sondes rédox présentant une activité électrochimique stable et réversible. Les
multiples possibilités de modifications chimiques offertes par ce type de récepteur, tant au
niveau du ferrocene que du tétraazamacrocycle, permettent d’envisager une modulation fine
de leurs propriétés (solubilité, greffage...). Les caractéristiques physico-chimiques propres a
chacun des composants de ce type d’assemblage autorisent également I|’utilisation de
techniques complémentaires de mesure de [Dactivité du récepteur (€lectrochimie,
spectroscopiec RMN, UV-visible...). Ce concept évolutif, construit sur la base d’un
macrocycle dont les propriétés complexantes et structurantes ont déja été mises en lumiere,
permet également d’envisager de conjuguer de nombreux modes d’interaction entre le
récepteur et I’espece cible. Afin de situer notre travail dans ce contexte, nous présentons dans
une premicre partie un résumé des diverses formes d’assemblages entre ferrocéne et
macrocycles conjugués a base de pyrrole (porphyrines et analogues) déja décrits dans la

littérature.
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2. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

2.1. Association ferrocene et analogues porphyriniques

Il existe relativement peu de publications concernant I’association entre un motif
ferrocene et des macrocycles conjugués non porphyriniques a base de pyrrole. Les
architectures moléculaires utilisées pour réaliser ce type d’association sont des analogues des
porphyrines comme les oxasmaragdyrines et les oxacorroles 62 et 63 [2, 3], les
porphodiméthénes 64 [4, 5], les tétraazaporphyrines 65 [6] et les phtalocyanines 66 [7-12]

dont les structures sont représentées sur la Figure I1I-1.

OMe MeO

QA &2

Fc Fc
62 63 ﬁ O OMe 64 H
Fc

MeO

ke & “\f&ﬁ?f
ghtatd A

Figure I1I-1 : Exemples d’association entre ferrocéne et analogues porphyriniques : 5,10-(p-méthoxydiphényl)-
19-ferrocényl-25-oxasmaragdyrine 62 [2] ; 5,10-(p-méthoxydiphényl)-15-ferrocényl-21-oxacorrole 63 [2]; 5,15-
diferrocényl-2,8,12,18-tétraéthyl-3,7,13,17-tétraméthyl-5,15-dihydroporphyrine 64 [4] ; 2,7,12,17-tétracyano-
3,8,13,18-tétraferrocényl-5,10,15,20-tétraazaporphyrinatomagnésium(Il) 65  [6] ;o [1,4,8,11,15,18,22,25-
octakis(2-ferrocényl-éthoxy)phtalocyanito]zinc(Il) 66 [12].

2.2. Porphyrine-ferrocéne

Il est possible de fonctionnaliser le macrocycle porphyrinique sur différentes positions :
en position méso ou en position f-pyrrolique, de fagon directe ou via un espaceur conjugué ou

non.
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2.2.1. Connexion en position méso

2.2.1.1. Connexion directe en position méso

Le premier exemple d’association directe entre une porphyrine et un ferrocéne a été
publié en 1977 par Hendrickson et coll. [13], qui ont décrit la synthése de la 5,10,15,20-
tétraferrocénylporphyrine 67 par réaction du ferrocénecarboxaldéhyde et du pyrrole au reflux

dans I’acide propanoique (Figure II1-2).

67

Figure III-2 : Schéma de synthése de la 5,10,15,20-tétraferrocénylporphyrine [13].

Cette porphyrine, ainsi que ses dérivés partiellement oxydés par I’iode (I;) ou la 2,3-
dichloro-5,6-dicyanobenzoquinone (DDQ) et métallés par le cuivre, ont été caractérisés
notamment par spectroscopies de RMN 'H, IR, RPE et Mdssbauer. Selon les auteurs, la
présence de quatre groupements ferrocéne en position méso de la porphyrine conduit a
I’existence de quatre atropoisomeres inséparables sur colonne chromatographique expliquant
I’observation de signaux trés larges et mal résolus sur le spectre de RMN 'H. 11 faut cependant
souligner que les caractéristiques spectroscopiques du produit majoritaire ainsi obtenu
différent nettement de celles du dérivé isolé par condensation du ferrocénecarboxaldéhyde et
du pyrrole en présence d’une quantité catalytique d’éthérate de trifluorure de bore dans le
dichlorométhane, suivie d’une oxydation par la 2,3,5,6-tétrachlorobenzoquinone (p-
chloranile) [14], ainsi qu’avec le produit obtenu par réaction du ferrocénecarboxaldéhyde
avec le 5-ferrocényldipyrrométhane [15, 16] dans des conditions similaires. Les différences
significatives entre les caractéristiques spectroscopiques UV-Visible et RMN 'H entre ces
différents produits nous conduisent a remettre en cause la nature du produit isolé par
Hendrickson et coll. dans des conditions dures (chauffage et milieu trés acide) qui ont pu
conduire a la dégradation du ferrocéne.

Venkatraman et coll. ont étudié¢ I’évolution des caractéristiques physico-chimiques de la

5,10,15,20-tétraferrocénylporphyrine suite a sa métallation par Zn*" et Cu’" [16]. Les
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fragments ferroceéne associés a la porphyrine de zinc(Il) s’oxydent a un potentiel supérieur de
100 & 200 mV par rapport a celui du simple ferrocéne. Le macrocycle porphyrinique est
¢galement plus difficile a oxyder et a réduire que la méso-tétraphénylporphyrine de zinc(II)
(TPPZn). De plus, ’oxydation des quatre fragments ferrocéne en position méso de la
porphyrine base libre n’est pas équivalente. Elle est caractérisée par deux vagues
voltampérométriques successives a deux €lectrons, en raison de la position relative différente
des ferrocénes au sein de l'unique atropoisomere o.,f,a,3 isolé et caractéris€é a 1’état
solide. Les propriétés photochimiques et photophysiques de ce dérivé substitué par quatre
fragments ferrocene ont également été étudiées [17-19]. Le rendement quantique de
fluorescence de la 5,10,15,20-tétraferrocénylporphyrine est environ 300 fois plus faible que
celui de la TPP. Les auteurs ont postulé que suite a I’excitation de la base libre a 410 nm dans
CCly, une désactivation des états excités par transfert de charge intramoléculaire conduit a la
formation d’une espece oxydée.

Dans la continuité de leurs travaux préliminaires, Loim et al. [20] ont cherché a
introduire sélectivement un ou plusieurs fragments ferrocéne en position méso d’une
porphyrine (Figure III-3). En partant cette fois-ci du 5-ferrocényldipyrrométhane et du
benzaldéhyde, ils ont obtenu un mélange de porphyrines substituées par un, deux ou trois
fragments ferrocényle, qu’ils ne sont pas parvenus a séparer a 1’échelle préparative. La
synthése et la séparation sur colonne d’alumine de dérivés similaires dans lesquels le
groupement phényle est remplacé par un p-tert butylphényle ont été réalisées quelques années
plus tard par 1I’équipe de Chandrashekar [15].

Le premier exemple de ferrocéne associ¢ a une porphyrine S-alkylée a été décrit par
Burell et coll. en 1999 [21]. Seul D’atropoisomére o,a-5,15-di(ferrocényl)-2,8,12,18-
tétrabutyl-3,7,13,17-tétraméthylporphyrine a pu étre isolé (72, Figure 111-4). Le comportement
¢lectrochimique de cette ferrocéne-porphyrine est caractéris¢é par deux oxydations
monoélectroniques successives, centrées sur les ferroceénes et séparées de 0,19 V. Il faut
souligner que I’effet inductif donneur des substituants alkyle facilite I’oxydation du ferrocéne
qui apparait systématiquement a des potentiels moins positifs que le couple de référence
Fc/Fc' libre. La séparation des potentiels d’oxydation entre les deux ferrocénes est encore
plus importante dans le cas du complexe de Ni(Il) puisqu’elle atteint 0,41 V. Les auteurs
expliquent I’excellente communication entre les deux métallocénes par la présence de
substituants alkyle en position f-pyrrolique qui bloquent leur rotation. Une étude

complémentaire réalisée sur des systemes comparables a démontré que 1’écart entre les
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potentiels d’oxydation des groupements ferrocéne dépend pour une large part de la nature du
métal inséré [22] (74, Figure I11-4). Cependant aucun argument clair n’a été avancé pour
expliquer I’influence de la complexation du macrocycle ainsi que celle de la nature de métal

inséré.

69

SO (I

70 71

Figure I1I-3 : Porphyrines obtenues par condensation de 5-ferrocényldipyrrométhane et de benzaldéhyde : 5-
ferrocényl-10,15,20-triphénylporphyrine 68, 5,10,15-triferrocényl-20-phénylporphyrine 69, 5,10-diferrocényl-
15,20-diphénylporphyrine 70, 5,15-diferrocényl-10,20-diphénylporphyrine 71 [20].

Les caractéristiques dynamiques d’une porphyrine f-alkylée connectée a un seul
fragment ferrocéne (73, Figure I11-4) ont été étudiées par spectroscopie RMN en température
variable [23]. La décoalescence du signal attribué aux protons -NH a permis d’évaluer a 51
kI.mol™ I’énergie d’activation associ¢e au phénoméne de tautomérie, valeur tout a fait
comparable a celles obtenues pour la TPP ou la 2,3,7,8,12,13,17,18-octaéthylporphyrine
(OEP) [24, 25].

Fe Fe

>

D S © O D

Figure III4: o,a-5,15-di(ferrocényl)-2,8,12,18-tétrabutyl-3,7,13,17-tétraméthyl-porphyrine 72 [21]; la 5-
ferrocényl-15-phényl-2,8,12,18-tétraéthyl-3,7,13,17-tétraméthylporphyrine 73 [22]; et la 5,15-di(ferrocényl)-
2,8,12,18-tétraéthyl-3,7,13,17-tétraméthyl-porphyrine 74 [22].
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Compte tenu de ses propriétés électroniques et structurales intéressantes, de nombreux
travaux ont eu pour objectif d’utiliser un fragment ferrocéne en tant que motif pontant dans
des architectures de type porphyrine face a face. Une méthode élégante pour insérer un
groupement ferrocéne entre deux macrocycles porphyriniques a été décrite, en partant du
synthon original 1,1’-bisdipyrrométhane ferrocéne [26] (Figure III-5). Le voltammogramme
de cette bisporphyrine, tracé a haute vitesse de balayage, présente trois oxydations
irréversibles (Fc/Fc™, P/P™, P™/P*", P = macrocycle porphyrinique). L'« amélioration » de la
réversibilité partielle du couple Fc/ Fc' observée pour des vitesses de balayage plus faibles est
interprétée par les auteurs comme étant le résultat d’un réarrangement conformationnel. Cette
proposition est surprenante car classiquement si une oxydation est irréversible a une vitesse

donnée, elle devrait I’étre encore davantage pour des vitesses de balayage plus faibles.

Figure III-5: Schéma rétrosynthétique de la formation de la 1,1’-bis{5,10-bis(4-méthylphényl)-15-
(pentafluorophényl)-porphyrin-20-yl} ferrocéne 75 [26].

Plus récemment, divers conjugués porphyrine-ferrocéne ont été utilisés pour générer des
architectures supramoléculaires. Ainsi, Shoji et al. [27] ont réalisé des assemblages a partir de
trisporphyrines de Zn(II) pontées entre elles par des ferroceénes et substituées a chaque
extrémité, en position méso, par des fragments N-méthylimidazole (Figure III-6). La
métallation de la trisporphyrine 78 par le zinc conduit a la formation spontanée et exclusive
d’un dimere (78), qui est clivé par I’ajout de pyridine. Aprés évaporation de la pyridine et
redissolution du solide résiduel dans le chloroforme (0,5 % EtOH), un mélange d’oligoméres
est observé. Ce mélange évolue lentement vers la formation majoritaire du dimére. Cette
évolution peut étre considérablement accélérée en présence de MeOH. Les oligoméres de
coordination, du dimére (78), au décamere, ont pu étre isolés par chromatographie préparative
a perméation de gel. Cependant il n’a pas été possible de caractériser ces oligoméres par

spectrométrie de masse.
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Figure 1III-6: Schéma de synthése de la 5,15-bis[1’-[15"’-(1-méthylimidazol-2-yl)-10°",20°’-bis(2-
méthoxycarbonyléthyl)porphyrine-5’’-yl]ferrocényl]-10,20-bis(n-heptyl)porphyrine 78 et de la 5,15-bis[1’-
[577,157°-bis(3-allyloxypropyl)-10°’-(1-méthylimidazol-2-yl)porphyrine-20’’-yl]ferrocényl]-10,20-bis(n-heptyl)-
porphyrine 79 [27].

Afin de surmonter ce probléme, les mémes auteurs ont synthétisé la trisporphyrine (79),
pour laquelle les groupements méthoxycarbonyléthyle en position méso ont été¢ remplacés par
des fragments 3-allyloxypropyle. Cette modification permet de réaliser une réaction de
métathése en présence du catalyseur de Grubbs qui « fige » les différents assemblages
présents en solution. Ces oligomeéres (du dimére au décamere) ont ainsi pu étre caractérisés
par spectrométrie de masse MALDI-TOF. L’étude des propriétés de complexation du dimere
de coordination avec des ligands bidentates de type bisimidazole a également été abordée.
Shoji et al. ont par la suite publié les images par microscopie a effet tunnel de ces
assemblages covalents [28]. Ces images exceptionnelles permettent de confirmer 1’existence
de ces architectures supramoléculaires et les distances mesurées a partir de ces clichés sont en
parfait accord avec celles calculées par modélisation moléculaire.

L’influence de la longueur ainsi que de la conjugaison de 1’espaceur intercalé entre la
porphyrine et le ferrocéne sur les propriétés optiques et rédox de molécules proches des
trisporphyrines présentées ci-dessus a ét¢ récemment étudiée [29]. La connexion directe du
ferrocéne en position méso provoque les modifications les plus importantes des propriétés
¢lectrochimiques, rendant I’oxydation et la réduction de la porphyrine plus difficile, ainsi que

des propriétés spectroscopiques avec un déplacement des bandes d’absorption vers

I’infrarouge et une extinction a 100 % de la fluorescence.
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2.2.1.2. Association via des espaceurs conjugués

Les pionniers dans le domaine des assemblages ferroceéne-porphyrines liés par un
espaceur conjugué ont été Bruice et coll. [30]. En 1986, ils sont parvenus a introduire quatre
groupements ferrocéne en position méso en utilisant un espaceur phényle (80, Figure 11I-7).
Cette porphyrine a été synthétisée classiquement par la méthode d’Adler [31], en partant de
pyrrole et de 4-ferrocénylbenzaldéhyde. Les quatre groupements ferrocéne s’oxydent tous au
méme potentiel apparent et le spectre UV-visible de cette porphyrine est pratiquement
identique a celui de la TPP, ce qui illustre I’absence de communication entre les ferroceénes et
la porphyrine au travers des espaceurs phényle. L’introduction d’un groupement phényle et/ou
acétylénique supplémentaire n’améliore pas 1’échange d’information entre les fragments
ferrocéne et porphyrine et les propriétés électrochimiques de ces assemblages ferrocene-
porphyrines greffés sur électrode d’or ou sur une surface de SiO; sont tout a fait similaires a

celles des deux fragments séparés [32-35].

Figure II1-7 : 5,10,15,20-tétrakis(4-ferrocénylphényl)porphyrine 80 [30].

Une autre stratégie d’introduction d’un groupement ferrocene a la périphérie d’un
macrocycle porphyrinique consiste a utiliser un couplage de Sonogashira entre les dérivés
acétyléniques du ferrocéne et une porphyrine halogénée [36]. Cette méthode efficace a été
appliquée a la synthése des S-ferrocényléthynyl-15-(4’-nitrophényléthynyl) 81 et -(4’-N,N-
diméthylamino-phényléthynyl)-10,20-diphénylporphyrines de Ni(Il) 82 (Figure III-8). Dans
ces molécules, I’effet électronique du ferroceéne sur la porphyrine est trés peu marqué du fait
de la non-coplanarité entre le fragment cyclopentadiényle et le macrocycle porphyrinique qui
forment un angle diedre de 85,7° d’aprés la structure cristallographique. Bien que les deux

substituants ferrocene de 83 (Figure III-8) soient conjugués au macrocycle porphyrinique,
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

I’étude ¢lectrochimique de ce composé n’a pas permis de mettre en évidence une

communication €lectronique significative entre les ferroceénes [37].

Figure III-8: 5-ferrocényléthynyl-15-(4’-nitrophényléthynyl) 81, (4’-N,N-diméthylamino-phényléthynyl)-
10,20-diphénylporphyrine de Ni(I) 82 [36] et 5,15-diferrocényléthynyl-10,20-diphénylporphyrine de Ni(II) 83
[37].

L’influence de la conjugaison sur la communication entre les fragments ferrocéne et
porphyrine a également été abordée par des études de fluorescence [38]. Ainsi, Giasson et al.
ont introduit un groupement ferrocéne en position méso d’une 2,3,7,8,12,13,17,18-
octaméthylporphyrine (OMP) par I’intermédiaire d’un espaceur phénylvinyle ou phényléthyle
(Figure III-9). Ils ont constaté que les rendements quantiques de fluorescence des porphyrines
84 et 85 (Figure I11-9) étaient respectivement de 0,38 et de 0,84. La décroissance de I’intensité
de la fluorescence a ¢été attribuée au quenching intramoléculaire par le groupement ferrocene
de I’état excité singulet de la porphyrine. Cette différence observée entre ces porphyrines

illustre I’effet de la conjugaison du fragment ferrocéne avec la porphyrine.

S SR ST

84 85
Figure III-9: 5-ferrocénylvinylphényl-15-tolyl-2,3,7,8,12,13,17,18-octaméthylporphyrine 84 ; S-ferrocényl-
éthylphényl-15-tolyle-2,3,7,8,12,13,17,18-octaméthylporphyrine 85 [38].

Dans le but de placer le groupement ferrocéne au centre du cone d’anisotropie de la
porphyrine, Cammidge et al. [39] ont synthétisé la méso-5-[ferrocénylnaphtalényl]-10,15,20-
triphénylporphyrine de zinc(II) 86 par couplage de Suzuki [40] d’une méso-5-[8-triflate-
naphtalényl]-10,15,20-triphénylporphyrine de zinc(Il) avec un bis(acide boronique)ferroceéne
(Figure III-10).
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86

Figure III-10 : 5-[ferrocénylnaphtalényl]-10,15,20-triphénylporphyrine de zinc(II) 86 [39].

Les protons du fragment ferrocéne subissent ainsi un fort blindage. Les signaux de
RMN 'H des protons du fragment cyclopentadiényle substitué apparaissent a 0,07 et 2,35 ppm

et ceux du cyclopentadiényle non substitué a 3,32 ppm.

2.2.1.3. Association par des espaceurs non conjugués

Il existe dans la littérature de nombreux exemples d’association entre une porphyrine et
un ferrocéne positionné en méso par I'intermédiaire d’espaceurs non conjugués. L’un des
premiers exemples a été décrit par Beer et coll. [41] qui ont synthétisé une bisporphyrine

pontée par un groupement ferrocene (87, Figure 11I-11).

Figure III-11 : 1,1°-bis(tétraphénylporphyrinate) de ferrocényle 87 ; 1-naphtaquinonoate-1’-méso-tétraphényl-
porphyrinate de ferrocényle 88 [41].

Le synthon 1,1’-bis(chloro-carbonyl)ferrocéne a également été utilis€¢ pour accéder a la
porphyrine 88 (Figure I1I-11) [42], contenant a la fois un groupement accepteur (quinone) et
un groupement donneur (ferroceéne) d’¢électron.

Une stratégie originale d’insertion d’un groupe donneur (ferrocéne) et accepteur
(anthraquinone) d’électron sur un méme squelette porphyrinique a été développée par I’équipe

de Lindsey [43] (Figure 11I-12).
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Figure III-12 : Schéma de synthése d’une ferrocéne-porphyrine-anthraquinone [43].

Malheureusement, la préorganisation spatiale des réactifs de départ n’améliore en rien les
rendements obtenus (de 1’ordre de 4 %) par rapport a une synthése plus classique a partir de
pyrrole et de monoaldéhyde, probablement en raison des contraintes stériques générées par cet
assemblage.

De nombreux assemblages présentant simultanément des caractéres donneur et accepteur
d’électron ont été élaborés sur la base de I’association ferrocéne(donneur)-porphyrine-
fulleréne(accepteur), dans le but de développer des modeles artificiels de la photosynthése
[44-52]. Un mode¢le particulierement intéressant est représenté¢ sur la Figure III-13.
L’irradiation lumineuse de la triade Fc-(ZnP)3;-Cgp 90 conduit & un transfert d’électron
photoinduit de 1’état excité singulet du trimére ['(ZnP) 5 ] au fragment fulleréne, pour former
’espéce a séparation de charge Fc-(ZnP);"-Ceo”. En compétition avec le transfert d’électron
en retour entre Cgo~ et (ZnP);™, le transfert d’un électron du ferrocéne & (ZnP);™ méne a 1’état
de séparation de charge Fc'-(ZnP);-Cg~. Le rendement quantique correspondant & la
formation de cet état final est de 83 % dans le benzonitrile et sa durée de vie est de 0,5 s a 163
K dans le DMF.

La stratégie non covalente est également une méthode intéressante pour assembler des
fragments donneurs et accepteurs. L’assemblage 91 représenté sur la Figure III-14, ou le
ferrocene et la porphyrine sont associés par I’intermédiaire d’un réseau de liaisons hydrogene,

en est une bonne illustration [53].
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Figure III-14: Assemblage par liaisons hydrogéne entre une méso-barbiturate-porphyrine et un 1-
férrocénylamido-3,5-bis(2,6-diaminopyridine)-isophtalate [53].

Les architectures moléculaires associant une porphyrine et un ferrocéne ont rarement été
utilisées pour des études de reconnaissance moléculaire. Cependant, antérieurement a nos
études, quelques travaux ont été publiés dans cet axe de recherche.

Beer et coll. [54, 55] ont congu et ¢laboré les premiers récepteurs rédox-actifs, les
différents atropoisomeres de la 5,10,15,20-tétrakis(2-aminophényle)porphyrine de zinc(Il),
pour des applications en reconnaissance électrochimique. La présence de quatre sondes
¢lectroactives ferrocéne, associées au squelette porphyrinique par l’intermédiaire de liens
amide, a permis la détection électrochimique de divers anions en milieu acétonitrile grace a
I’établissement d’interactions complémentaires : liaisons de coordination et liaisons
hydrogéne (Figure III-15). Cette étude a montré en particulier que la sélectivité et I’efficacité
de la complexation et de la détection dépend largement de I’atropoisomere considéré.

S’inspirant trés largement des travaux de Beer, Hodgson et coll. [56] ont synthétisé une
série de ferrocénamido- et pivalamidophénylporphyrines en partant d’o,a,0,0-5,10,15,20-
tetrakis(o-aminophényl)-porphyrines. Bien qu’aucune ¢étude RMN, UV-visible ou

¢lectrochimique n’ait été réalisée pour évaluer les propriétés de reconnaissance de ce
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récepteur, les auteurs sont parvenus a cristalliser en présence de Br  la 5,10,15,20-
tétraferrocénamido-phénylporphyrine de Fe(Ill), ’anion étant complexé par coordination sur

le métal et aussi par des liaisons hydrogene avec les quatre fonctions amide.

Figure III-15 : a,a,0,0-5,10,15,20-tétrakis(o-ferrocénylcarbonylaminophényl)porphyrine 92 [54, 55].

2.2.2. Association en position S-pyrrolique

Les exemples d’insertion d’un motif ferrocéne en position S-pyrrolique d’un macrocycle
porphyrinique sont beaucoup plus rares, probablement en raison de la difficulté¢ de synthése.
D’une facon trés originale, Wang et al. [57] ont intégré directement un cyclopentadiéne en
périphérie du macrocycle porphyrinique (Figure I11-16). La déprotonation du cyclopentadiéne
par le LDA a 0 °C, suivi de I’addition de FeCl,, conduit a la formation du dimére de

porphyrines 93 ponté par un groupement ferrocene.

Ph
Ph Ph
Ph Ph
Ph Ph
Ph
93

Figure III-16 : Représentation de la 3,’-« fused » bisporphyrine de nickel(II) [57].

Une autre méthode développée par Burrell et coll. a consisté a faire réagir le sel de Wittig
94 de la TPP sur un ferrocéne mono- ou dicarboxaldéhyde (Figure III-17) [58]. Les
porphyrines 95 et 96 ainsi obtenues sont connectées au fragment ferrocéne par I’intermédiaire

d’un pont éthylénique. Comme dans le cas des méso-ferrocényléthynylporphyrines (Figure
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IT1-8), les caractéristiques physico-chimiques observées mettent clairement en évidence
I’absence de communication entre ces deux fragments. Il faut souligner qu’une bisporphyrine-
ferrocéne a été synthétisée selon cette méthode par réaction de Wittig du sel de phosphonium

94 sur I’aldéhyde 96 [59].

QL

&> —cHo PPh,CI
&R * 1. DBU, CH,Cl, RT
2. I, CH,Cly
R=H, CHO O O
94

DBU, toluéne, reflux
94 + 96

Figure II1-17 : Schéma de synthése du 1,1’-bis(2-éthylényl-5,10,15,20-tétraphénylporphyrine)ferrocéne 97 [58].

3. SYNTHESE ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE DERIVES
DITHIOLANE-FERROCENE-PORPHYRINES

3.1. Stratégies de synthése

L’un de nos objectifs était d’introduire un ou plusieurs groupements ferrocéne
directement en position méso, de maniere conjuguée, de facon a améliorer la communication
entre les sondes rédox et le macrocycle porphyrinique. Nous avons considéré plusieurs
stratégies. La réaction d’un mélange équimolaire de pyrrole et de ferrocénecarboxaldéhyde en
présence de TFA (1,5 équivalents), suivie d’une neutralisation par Et;N et d’une oxydation
par le p-chloranile, conduit a la méso-tétraferrocénylporphyrine 67 avec 23 % de rendement
(Figure III-18, colonne de gauche). En partant du seul synthon 5-ferrocényldipyrrométhane,
en présence de TFA, Venkatraman et al. isolent 67 avec un rendement de 30 % [15]. Cette
stratégie douce de synthése, initialement développée par Lindsey et al. [60], nous a également
permis d’accéder au dérivé monoferrocénique 98 avec 11 % de rendement en utilisant un
mélange de pyrrole (4 équivalents), de ferroceénecarboxaldéhyde (1 équivalent) et de

tolualdéhyde (3 équivalents) (Figure III-18, colonne de droite).
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Figure III-18: Schéma de synthése de la 5,10,15,20-tétraferrocénylporphyrine et des méso-ferrocényl-
tolylporphyrines ; i TFA (1,5 éq.), CH,Cl,, Ar, 298 K, 30 min. ; ii Et;N (1,5 €q.), p-chloranil/THF.

La modification des proportions aldéhyde/pyrrole permet de favoriser la formation des
dérivés diferrocéniques 99, 100 et triferrocéniques 101, mais la séparation difficile de ces
différents produits sur colonne de silice ne nous a pas permis d’évaluer avec précision les
rendements correspondants. Ces synthéses de simples conjugués ferrocéne-porphyrine nous
ont permis non seulement d’optimiser et valider D’efficacit¢é de certains protocoles
expérimentaux, mais également d’accéder a des composés de référence pour nos études
expérimentales. Le choix du groupement tolyle en position méso du dipyrrométhane a été
dicté par la nécessité d’introduire des groupements permettant d’accroitre la solubilité des
récepteurs porphyriniques en milieu organique.

Une grande partie de notre travail a consisté a développer une stratégie de synthése de
ferrocéne-porphyrines permettant une fonctionnalisation ultérieure sélective du
cyclopentadiene en position 1°. Une telle fonctionnalisation du ferroceéne peut étre envisagée

de deux manicéres différentes : soit en réalisant la synthése de la porphyrine avec un synthon
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ferrocéne difonctionnalisé, soit a partir de simples ferrocéne-porphyrines en mettant a profit la
réactivité spécifique du ferrocéne [61-64]. Nous avons choisi la premiére stratégie en utilisant
un synthon ferrocéne difonctionnalis¢ par un aldéhyde en position 1 et par un aldéhyde
protégé en 1°, de fagon a pouvoir régénérer la fonction carbonyle masquée apres 1’étape de
formation des ferrocéne-porphyrines.

Un groupement protecteur de type thioacétal a été choisi pour résister aux conditions
acides du milieu réactionnel. La synthése du 1,1’-ferrocénedicarboxaldéhyde 103 a été
réalisée par addition de diméthylformamide sur le dianion du ferrocéne obtenu par action de
n-BuLi (Figure II1-19) [65]. Le dérivé 103 a ensuite été monoprotégé par action du 1,2-
¢thanedithiol en présence d’un acide de Lewis. Notons que le rendement en dérivé
monoprotégé 104, dont la synthese avait déja été décrite dans la littérature [66], a été amélioré
de fagon significative (70 % au lieu de 40 %) en modifiant simplement les proportions des
réactifs mis en jeu.

Dans un premier temps, la porphyrine 5,10,15,20-tétra(dithiolanyl)ferrocénylporphyrine
109 la plus symétrique a été synthétisée avec un rendement de 20 %, par condensation de

pyrrole sur le ferrocéne monoprotégé 104 (Figure 111-20).
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Figure III-19 : Schéma de synthése du 1,1’-ferrocénedicarboxaldéhyde et de ses dérivés protégés. i Et,0O, n-
BuLi, 2,5 M/hexane, tétraméthyléthylénediamine (TMEDA), sous Ar, 298 K, 20 h ; ii diméthylformamide, -78
°C, 2 h. iii (70 %), HS(CH,),SH (1 &q.), BF5.OEt, (2 éq.), 0 °C, 5 h [65, 66].

Contrairement a la série des méso-ferrocénylphénylporphyrines 68-71 décrites par Loim
et al. (Figure I1I-3) [20], les dérivés obtenus 105-108, de couleur vert intense, ont pu étre
séparés a I’échelle préparative par chromatographie sur colonne de silice (Figure I1I-21). Cette
séparation plus aisée peut s’expliquer par la présence des fragments dithiolane qui modifient
la polarité relative de ces porphyrines. Lors de la séparation, le dérivé monoferrocénique 105
migre en té€te de colonne, suivi par le dérivé trans diferrocénique 107, puis par le dérivé cis

diferrocénique 106 et enfin, par le triferrocénique 108. I1 faut souligner que la séparation des
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porphyrines 106 et 107 nécessite des purifications répétées sur colonne de silice. Néanmoins,
le dérivé symétrique 107 étant relativement peu soluble dans le dichlorométhane et le THF, il

est possible d’en isoler une quantité relativement importante par simple filtration.
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Figure III-20 : Schéma de synthése de la méso-tétra(dithiolanyl)ferrocénylporphyrine 109, i TFA (1,5 éq.),
CH,Cl,, Ar, 298 K, 30 min. ; ii Et;N (1,5 éq.), p-chloranile/THF, 3 h [60].
Afin de favoriser la formation de I’isomeére trans 107, nous avons mis en ceuvre une
stratégie de synthése comparable en utilisant un synthon de type dipyrrométhane. Cette
méthode permet en régle générale d’améliorer le rendement de synthése des porphyrines

grace a une préorganisation du polypyrrole favorable a leur formation.
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Figure II1-21 : Mélange de méso-(dithiolanyl)ferrocényltolylporphyrines 105-108.

Ainsi, la synthése du dipyrrométhane 110 est aisément réalisée en une seule étape a partir
du pyrrole (25 équivalents) et du p-tolualdéhyde, réaction catalysée par 1’acide
trifluoroacétique (TFA) (Figure I11-22) [67-70]. Ce dérivé est séparé des différents oligoméres
obtenus par distillation sous vide poussé (T = 140 °C, P = 3 mPa) et le rendement apres
recristallisation est de 37 %. La mise au point de 1’étape de condensation du dipyrrométhane
110 sur le ferrocéne monoprotégé 104 a nécessité beaucoup d’attention et plusieurs voies ont

¢été testées dont une synthése en deux étapes passant par un dérivé de type porphyrinogeéne. Ce
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dernier a ¢té obtenu par action de ’acide p-toluéne sulfonique sur un mélange équimolaire de
110 et 104 préalablement dissous dans un minimum de méthanol, puis isolé du mélange
réactionnel par simple filtration. Cet intermédiaire instable a ensuite été soumis a 1’action du
p-chloranile, mais cette voie n’a pas été poursuivie en raison du rendement trés faible en

porphyrines obtenues.
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Figure III-22 : Schéma de synthése du 5-tolyldipyrrométhane 110 et mécanisme réactionnel.

La méthode que nous avons retenue est une méthode directe « one-pot» qui nous a
permis d’accéder aux dérivés attendus avec un meilleur rendement (Figure II1-23). Elle

consiste a former in situ des dérivés de type porphyrinogenes qui sont directement oxydés
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sans étre préalablement isolés.
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Figure III-23 : Schéma de synthese des méso-(dithiolanyl)ferrocényltolylporphyrines, i TFA (1,5 €q.), CH,Cl,,
Ar, 298 K, 30 min. ; ii Et;N (1,5 éq.), p-chloranile/THF, 3 h [60].
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

Ainsi, I’addition d’acide trifluoroacétique (1,5 €q.) a un mélange de 110 et 104 dans le
dichlorométhane, suivi de I’ajout de p-chloranile préalablement dissous dans le THF, fournit
un mélange identique a celui obtenu lors de la synthése a partir de pyrrole. Ces dérivés ont pu
étre identifiés par spectroscopie de RMN 'H, spectroscopie de masse (SM) et analyse
¢lémentaire. La porphyrine 107 a été obtenue avec un rendement de 13 %. La formation des
trois autres intermédiaires porphyriniques isolés, identifiés comme étant les dérivés 105 (10
%), 106 (6 %) et 108 (traces), s’explique par la décomposition du dipyrrométhane 110 en
présence d’acide, selon le mécanisme présenté sur la Figure I11-24. Le dérivé 106 ne differe
de 107 que par la position relative des groupes ferrocéne sur les atomes de carbone méso de la
porphyrine. Il faut souligner que le rendement global, ainsi que les proportions relatives des
différents produits 105-108, varient de facon importante avec de légeres modifications des

conditions expérimentales (temps de réaction, température, concentration en acide).
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Figure II1-24 : Mécanisme de décomposition du dipyrrométhane en milieu acide.

La métallation des bases libres 67, 98-101 et 105-109 a été réalisée dans le
chloroforme par ajout d’une solution saturée d’acétate de Zn(II) dans le méthanol. Apres
agitation a température ambiante, les mélanges réactionnels ont été purifiés sur colonne de
silice. Les métalloporphyrines ont été isolées avec des rendements supérieurs a 90 %. Des
cristaux de la méso-tétraferrocénylporphyrine de zinc(Il) 67Zn ont ¢été obtenus par
évaporation lente d’une solution de THF et ont pu étre analysés par diffraction aux rayons X
(Figure I11-25). L’atome de zinc(II) sort nettement, d’environ 0,27 A, du plan moyen formé
par les quatre atomes d’azote et il est coordiné en position axiale par un atome d’oxygene
provenant d’une molécule de THF (d(Zn-O) = 2,230 A). Les distances Zn-N sont toutes
différentes et sont comprises entre 2,030 et 2,052 A. Tout comme son homologue non métallé
décrit par Venkatraman et al. [16], la porphyrine 67Zn adopte une conformation a,p,c.,f3. Les
groupements ferrocéne situés sur la face coordinée par la molécule de solvant sont orientés de
part et d’autre de 1’axe formé par la liaison Zn-O et sont éclipsés de 43,2 et 44,3° par rapport

au plan moyen de la porphyrine.
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Figure III-25 : Vue ORTEP [71] de 67Zn-THF obtenue par diffraction des rayons X. Pour des raisons de clarté,
les atomes d’hydrogéne ainsi que les atomes de carbone de la molécule de THF n’ont pas été représentés. Les
ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 40 %.

Contrairement a la porphyrine base libre décrite dans la littérature, les motifs ferrocéne
B,B sont orientés du méme co6té et forment un angle diedre cyclopentadiéne-porphyrine de
44,7 et 48,3°. La distance entre les atomes de fer des ferrocénes o, et B, sont
respectivement de 11,732 et 11,521 A. Il est intéressant de noter que la longueur de la liaison
C(porphyrine)-C(Fc) est plus courte (comprise entre 1,492 et 1,507 A) que celle de la liaison
C(porphyrine)-C(tolyl) (1,522 A sur 107Zn), témoignant d’une conjugaison significative
entre les groupements ferrocéne et la porphyrine. L’hétérogénéité entre les valeurs de
distances ou d’angles traduit la déformation importante du macrocycle porphyrinique et sa
tres faible symétrie.

Apres métallation de I’isomere frans diferrocénique 107, nous sommes également
parvenus a isoler des monocristaux de ce dérivé par simple évaporation d’une solution de
THEF et les résultats de 1’analyse par diffraction aux rayons X sont présentés sur la Figure III-
26. Ce complexe métallique 107Zn est le premier exemple de caractérisation a 1’état solide

d’un systéeme bisferrocénique de type o, pour lequel les deux ferrocénes sont orientés de part
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

et d’autre du plan moyen de la porphyrine. L’angle die¢dre entre le cyclopentadiényle connecté
a la porphyrine et le macrocycle est de 52,8°, tandis que celui formé entre le fragment tolyle
et la porphyrine est de 77,7°. La distance interatomique Fe-Fe (13,327 A) est plus importante
que dans le cas du dérivé tétraferrocénique 67Zn. La longueur de la liaison entre le
cyclopentadiéne et la porphyrine (1,501 A) est comparable a celles trouvées pour 67Zn.
L’examen de la maille cristalline formée par ce complexe met en évidence deux liaisons de
coordination S-Zn-S qui conduisent a un assemblage supramoléculaire (Figure I11-27) dans
lequel chaque porphyrine de zinc est coordinée par un atome de soufre du fragment dithiolane
de deux autres porphyrines. La distance entre les deux atomes de soufre et le zinc est
parfaitement identique (3,160 A). L’atome de zinc habituellement pentacoordiné présente
donc dans notre cas une sphére de coordination octaédrique. Les atomes S-Zn-S sont

parfaitement alignés puisqu’ils forment un angle de 180°.

Figure II1-26 : Vues Ortep [71] obtenue par diffraction des rayons X sur un monocristal de 107Zn formé par
évaporation lente d’une solution de THF. Pour des raisons de clarté, les atomes d’hydrogéne n’ont pas été
représentés. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 40 %.
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Figure I11-27 : Vues Ortep [71] du réseau formé par 107Zn obtenue par diffraction des rayons X sur un
monocristal formé par évaporation lente d’une solution de THF. Pour des raisons de clarté, les atomes
d’hydrogéne n’ont pas été représentés. Les ellipsoides sont représentés au seuil de probabilité de 50 %.
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

3.2. Caractérisation RMN des dérivés 105-109 et de leurs complexes de
zinc(II)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton des porphyrines sont
largement influencés par leur caractére aromatique. En raison de 1’anisotropie due au fort
courant de cycle, les protons NH interne de la cavité macrocyclique apparaissent a champ trés
¢levé (-2 a =5 ppm). Les signaux correspondant aux protons S-pyrroliques sont fortement
déblindés (8 a 10 ppm).

Les spectres de RMN 'H des dérivés 105-109 présentent des caractéristiques
comparables. D’une manicre générale, il est possible de distinguer six domaines de résonance
(Figure III-28). Les protons f-pyrroliques résonnent entre 8,6 et 9,9 ppm et les signaux
attribués aux protons aromatiques du ou des fragment(s) tolyle apparaissent entre 7,5 et 8,1
ppm (=CH-). Les signaux relatifs aux protons des fragments ferrocéne apparaissent entre 3,8
et 5,6 ppm, tandis que le multiplet situé vers 3,2 ppm est caractéristique du groupement
protecteur 1,3-dithiolane qui apparait sous la forme d’un systéme au second ordre. Les
signaux les plus blindés, entre —2,3 et —0,5 ppm, correspondent aux protons NH internes. Il est
intéressant de souligner que plus le nombre de fragments ferrocéne augmente, plus les
signaux NH sont déblindés, alors que ceux des protons SF-pyrrolique et des motifs ferrocene
sont blindés. La méme évolution est observée pour les espéces métallées par le zinc(II). Ce
comportement peut résulter d’un effet électronique induit par les ferrocénes, qui partagent leur
densité électronique avec la porphyrine, affaiblissant ainsi I’aromaticité de cette derniére au
fur et @ mesure que le nombre de ferrocene augmente. Ce comportement a déja été observé
dans le cas de méso-ferrocénylphénylporphyrines [20]. Certains auteurs avancent aussi
d’autres explications, comme I’encombrement stérique des ferrocénes qui induiraient une
déformation du plan de la porphyrine, diminuant également I’aromaticit¢é du macrocycle
porphyrinique [4, 21]. Cependant, au vu de la structure cristallographique de 107Zn, la
déformation du macrocycle a I’état solide est trés faible et il est donc plus probable que cette
évolution soit due a I’effet électronique induit par les substituants ferrocéne.

Le nombre de ferrocénes connectés au macrocycle porphyrinique se déduit facilement
par intégration des différents signaux (Figure II1-28). Il faut souligner que les protons /-
pyrrolique situés au voisinage du ferrocéne sont fortement déblindés comparativement a ceux
qui sont a proximité des groupements tolyle. De plus, pour une porphyrine donnée, les
protons f-pyrrolique situés ente deux motifs ferrocéne sont systématiquement les plus

déblindés. L’analyse des signaux attribués aux protons [-pyrroliques permet en outre de
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distinguer I’isomére 106 (4 signaux) de I’isomere 107 (2 signaux). La symétrie de 106 conduit

a ’observation de deux singulets a 8,7 et a 9,8 ppm attribués

aux protons f-pyrroliques Ha et

Hd. A I’inverse, les signaux relatifs aux protons S-pyrroliques Ha et Hb de 107 apparaissent

uniquement sous la forme de deux doublets bien résolus (*J = 4,75 Hz) 2 9,7 et 4 8,7 ppm. Le

singulet situé vers 5,4 ppm, qui apparait sur les spectres

de 105-109, est attribué au(x)

proton(s) Hi du pont méthylénique dans le groupement dithiolane.
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Figure I11-28 : Spectre RMN 'H de 105-109 (5.10° M, 250 MHz, CDCls,

5 s
4 3 0 -1 -2 (ppm)

295 K).

En accord avec la symétrie du dérivé 105, quatre doublets attribués aux protons S~

pyrroliques (Ha-Hd) sont attendus. Cependant, seul I’'un d’entre eux est clairement observable

(Ha a 9,9 ppm), alors que les trois autres (Hb-Hd) apparaiss

ent dans le multiplet situé a 8,7

ppm d’intensité relative égale a 6 H. Les douze protons des fragments tolyle apparaissent sous
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

la forme de deux multiplets a 7,5 ppm et a 8,1 ppm. Dans le cas de 108, les protons S
pyrrolique Ha et Hb sont localisés entre deux substituants ferrocéniques et le signal de ces
protons apparait sous la forme d’un unique singulet a 9,7 ppm. Le spectre du dérivé
tétraferrocénique 109 illustre la perte d’aromaticit¢ du systéme mn-€lectronique de la
porphyrine, qui conduit a 1’affaiblissement du courant de cycle et donc a la fenétre de
déplacements chimiques la plus réduite. Cette évolution affecte I’ensemble des signaux, plus
particulicrement ceux des protons f-pyrrolique et des NH internes, qui résonnent entre —2
ppm (pour 105) jusqu’a —0,5 ppm (pour 109).

La métallation des porphyrines 105-109 provoque un léger déblindage de tous les
signaux S-pyrrolique, ainsi que la disparition des signaux attribués aux NH internes situés en
dessous de 0 ppm. Par ailleurs, il est intéressant de constater que ’insertion d’un métal induit
un blindage systématique du singulet attribué¢ a Hi, ainsi que du multiplet correspondant aux
protons -CH;- de la fonction dithiolane Hn et Ho (Figure I11-29). Au vue de la structure RX
de 107Zn, le blindage et la différentiation des deux signaux Hn et Ho sont probablement dus
au fait qu’un seul atome de soufre du groupement dithiolane est coordiné sur 1’atome de zinc
(Figure I11-27). La coordination axiale de I’atome de soufre positionne les protons Hn et Ho
dans le cone d’anisotropie provoquant le blindage de leur signaux relatifs. Ainsi, le
groupement méthyléne Ho a proximité de I’atome de soufre coordiné subit un déplacement

vers les champs forts plus important que son voisin Hn.

N

Hij Hi Hk HI Hm

Figure I11-29 : Spectre RMN 'H partiel de 109 et 109Zn (5.10”° M, 250 MHz, CDCl;, 295 K).
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3.3. Analyse dynamique conformationnelle

3.3.1. Etude par RMN a température variable

Une attention particuliére a été portée sur le dérivé méso-5-ferrocényl-10,15,20-
tolylporphyrine de Zn(II) 98Zn, dans le but d’étudier les propriétés dynamiques des
ferrocéne-porphyrines. Ainsi, nous avons réalisé des expériences de RMN 'H en température
variable sur ce dérivé pour évaluer I’énergie d’activation correspondant a la rotation du
ferrocéne autour de la liaison C(porphyrine)-C(ferrocéne). Nous avons choisi de travailler
avec le complexe de zinc(Il) pour limiter d’éventuels problémes liés a la déformation du
macrocycle et pour éviter les phénomeénes de tautomérie observés classiquement pour la base
libre au niveau des atomes d’hydrogeéne (-NH) internes [23-25, 72]. En paralléle, 1’étude de
son analogue 105Zn a aussi été réalisée pour évaluer I’influence de la fonctionnalisation du
ferrocéne sur le phénoméne d’atropoisomérisation. Une étude par RMN 'H 2D et NOE
différentiel de 98Zn a au préalable été réalisée pour identifier les signaux susceptibles d’étre

affectés par le phénomene de rotation.
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Figure 11I-30 : (A) Spectre RMN 1H de 98Zn ; spectres NOE différentiel réalisés par (B) irradiation du proton
Hk ; (C) irradiation du proton Hj ; (D) irradiation du proton Ha (5.10° M, CDCls, 400 MHz, 295 K).
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

Le spectre de RMN 'H de 98Zn (Figure I1I-30A) est tout a fait comparable a celui de
105Zn. Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe 3.2, le doublet observé a plus bas champ
est attribué¢ aux protons Ha qui sont soumis a I’influence du fragment ferrocéne. L’influence
¢lectronique et stérique du métallocene conduit en effet a un déplacement significatif des
signaux attribués aux protons voisins en position S des pyrroles, qui apparaissent largement
plus déblindés que ceux de la TPP. Cette attribution a pu étre confirmée par une expérience
NOE différentielle qui a mis en évidence les interactions entre protons a travers I’espace
(Figure I1I-30B, C et D). Une irradiation a la fréquence du signal Hk conduit uniquement a un
effet NOE positif sur les signaux attribués aux protons Hj et HI du ferrocéne (Figure 111-30B).
Au contraire, I’irradiation a la fréquence de résonance de Hj permet d’observer un effet
positif sur Hk mais également sur le proton f-pyrrolique Ha (Figure III-30C). Lorsque
I’irradiation est réalisée a la fréquence de résonance de Ha, le signal positif le plus important
est attribué aux protons Hj (Figure I1I-30D). Les amplifications par effet Overhauser nucléaire
observées sur les spectres B, C et D permettent donc de confirmer I’attribution des protons,
ainsi que la forte interaction spatiale entre Ha et Hj. Ces derniers seront donc les témoins
privilégiés du phénomeéne de rotation du ferrocéne autour de la liaison C(porphyrine)-C(Fc).

Le spectre de RMN 'H de 98Zn a été enregistré a des températures variant de 303 K a
185 K pour mettre en évidence I’effet de la température sur le processus de rotation (Figure
II1-31). Tous les signaux ont une nette tendance a s’¢largir lorsque la température baisse mais
les signaux correspondant aux protons des ferrocénes s’affinent de nouveau pour des
températures inférieures a 220 K. Par ailleurs, seul le doublet correspondant aux deux protons
[pyrrolique Ha, observé initialement a 10,3 ppm, subit une décoalescence qui conduit a
I’apparition de deux nouveaux signaux a 11,1 et a 9,3 ppm qui intégrent chacun pour un
hydrogeéne (Figure I1I-32). L’abaissement de la température (< 200 K) provoque donc un
ralentissement progressif de la vitesse de rotation du ferrocéne, puis son blocage, ce qui rend
inéquivalents les deux protons S-pyrrolique Ha, Ha’. Cette inéquivalence peut s’expliquer par
une conformation éclipsée du ferrocéne par rapport au plan du macrocycle, qui place les deux
protons B-pyrroliques Ha et Ha’ dans un environnement trés différent (Figure I1I-32). En
effet, comme la porphyrine, le cyclopentadiéne aromatique présente un courant de cycle
responsable d’un cone d’anisotropie. Ainsi, le proton Ha’, situé dans ce cone sera blind¢ alors

que son homologue Ha sera déblindé.
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

Il existe plusieurs méthodes qui permettent d’évaluer les données thermodynamiques
relatives & la rotation d’un groupement particulier a partir des données de RMN 'H [73]. Par
exemple, la différence de fréquence Ov entre les signaux Ha et Ha’ permet d’estimer la
constante de vitesse k.o, pour la rotation du ferrocéne a la température de coalescence 7,
(Equation III-1) et d’évaluer la barriére d’énergiec AG” du processus, a I’aide de 1’équation

d’Eyring (Equation I11-2).

k. =7 2005y _
o \/E Equation ITI-1
. T, .
AG™ = RTc(22,96 + ln( 5" ]j Equation I1I-2
1%

La différence de fréquence ov(Ha-Ha’) mesurée sur le spectre de 98Zn a 185 K entre les

signaux attribués a Ha et Ha’, est égale a 936 Hz et permet d’estimer la constante de vitesse

k42078 s'. A la température de coalescence T, de 215 K I’énergie d’activation AGi(TC)

coal

est donc de 9,2 kcal/mol (38,4 kJ/mol). Etant donné I’incertitude sur la température de

coalescence, nous avons également calculé AG#(TC) pour les températures de 213 K et 217,7

K. Il s’avere que les valeurs de AG;&(TC) obtenues pour ces températures ne différent que de

0,1 kcal/mol par rapport a la température de coalescence de 215 K.

Parallélement a notre travail, Nemykin ez al. ont publié une étude comparable réalisée sur
la méso-tétraferrocénylporphyrine de zinc(Il). L’énergie d’activation correspondant a la
rotation du ferrocéne est estimée a 11,7 kcal/mol [74]. La valeur plus faible que nous avons
obtenue peut s’expliquer par une déformation moins importante du macrocycle dans le cas de
la substitution par un seul ferrocéne. Ces valeurs d’énergie d’activation sont également
inférieures a celles trouvées dans la littérature pour la rotation des groupements phényle, qui

sont comprises entre 12 et 31 kcal/mol selon leurs substituants [75-78].

3.3.2. Calculs au niveau DFT ab initio

Afin d’estimer la barriére d’énergie a franchir lors de la rotation compléte du ferrocéne,
des calculs de chimie théorique ont été réalisés par Anne Milet de I’équipe « chimie
théorique » du Laboratoire d’Etudes Dynamiques et Structurales de la Sélectivité de

Grenoble. Les calculs de dynamique ont été réalisés sur le dérivé trans diferrocénique 100Zn,
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en utilisant le programme CP2K-QuickStep [79] au niveau DFT ab initio avec la
fonctionnelle d’échange corrélation BLYP [80, 81]. Un jeu de base de qualité double zéta
pour les électrons de valence et les pseudo-potentiels GTH ont été utilisés [82]. Pour
contourner le probléme des événements rares, la métadynamique développée par Laio et
Parrinello a ét¢ employée [83]. Nous avons choisi comme variable collective (coordonnée de
réaction) I’angle diedre désigné par la fleche sur la Figure I11-33. Au cours de la dynamique,
nous avons donc rajouté des gaussiennes qui empéchent le systeme de revisiter 1’espace
configurationnel correspondant a la variable collective étudiée. A partir de cette simulation, il
est possible de reconstruire la surface d’énergie libre en fonction de I’angle diédre (Figure III-
33). Nous pouvons alors estimer la barriere d’activation a environ 10 kcal/mol, en trés bon

accord avec la valeur trouvée par RMN.
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Figure II1-33 : Profil de 1’énergie libre correspondant au mouvement de rotation d’un des deux ferrocénes
autour de I’angle diédre désigné par la fléche.

Afin d’évaluer l'influence du groupement dithiolane sur la rotation du ferrocene, le
spectre de RMN 'H de la méso-5-(dithiolanyl)ferrocényl-10,15,20-porphyrine de zinc(II)
105Zn a également été enregistré pour des températures comprises entre 298 et 183 K. Une
évolution totalement différente est observée dans le cas de ce dérivé, avec un é€largissement
global des pics puis une décoalescence de la majorité des signaux. La complexité du spectre
obtenu a basse température rend son exploitation relativement difficile. Cependant, on
observe une décoalescence des signaux correspondant aux protons f-pyrroliques voisins Ha
entre 10,2 (ou 10,1 ppm) et Ha’ a 9,5 ppm, avec une valeur de Avde 322 Hz (ou 279 Hz) ce
qui permet d’estimer la constante de vitesse kcoa @ 670 = 50 sl Cette valeur plus faible que
celle déterminée dans le cas de 98Zn (2078 s'; 9,2 kcal/mol) correspond a une énergie

d’activation de 10,4 = 0,2 kcal/mol pour une température de coalescence 7. comprise entre
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233 et 228 K. La différence observée d’environ 1 kcal/mol correspondrait donc a 1’énergie
supplémentaire qu’il faut fournir pour décoordiner les deux atomes de soufre de 1’atome de
zinc. Par ailleurs, les signaux correspondant aux protons Ho et Hn de la fonction dithioéthane

sont fortement influencés par 1’abaissement de la température (Figure I11-35).
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Figure ITI-34 : Evolution du spectre RMN 'H de 105Zn pour 183 < T <298 K (9.107 M, CD,Cl,, 500 MHz).

Ce phénomene se traduit sur le spectre RMN par un blindage trés important de la
fréquence de résonance du signal Ho, observé initialement a 2,28 ppm a 298 K et déplacé a
-0,24 ppm a 233 K. De plus, ’écart de fréquence entre les signaux Hn et Ho, initialement de
0,44 ppm, augmente lorsque la température baisse et atteint 1,24 ppm a 243 K. Comme nous
I’avons vu précédemment lors de 1’analyse de la structure a 1’état solide de 107Zn (Figure I11-
27), la différentiation des protons Hn et Ho du fragment dithiolane ainsi que leur fort blindage
résultent de la coordination axiale d’un des deux atomes de soufre sur le zinc d’une
porphyrine, coordination renforcée sans doute favorisé a basse température. Cette hypothése
est confirmée par le comportement similaire du proton Hi qui subit également un blindage tres
important (Figure II1-36). Par ailleurs, les protons ferrocéniques sont également largement

influencés par I’abaissement de température. Ainsi, les signaux correspondant aux protons du
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cyclopentadiéne substitu¢ par le groupement dithiolane, initialement a 4,06 et 4,04 ppm a 298
K sont déplacés a 3,53 et 2,95 ppm a une température de 238 K. D’une facon similaire aux
signaux correspondant a Hn et Ho, I’écart de fréquence entre ces deux signaux augmente

considérablement puisqu’il passe de 0,02 ppm a plus de 0,58 ppm.
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Figure I1I-35 : Evolution du spectre RMN 'H partiel de 105Zn pour 233 < T <298 K et —0,6 < §< 2,9 ppm
(9.10° M, CD,Cl,, 500 MHz).
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Figure II1-36 : Evolution du spectre RMN 'H partiel de 105Zn pour 233 < T <298 K et 2,8 < §< 5,6 ppm
(9.10° M, CD,Cl,, 500 MHz).
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

3.4. Caractérisation de 105-109 et 105Zn-109Zn par spectroscopie
d’absorption UV-Visible.

Du fait du courant de cycle et de la conjugaison étendue a travers neuf doubles liaisons,
les porphyrines présentent une intense coloration. Les macrocycles porphyriniques absorbent
la lumiére dans le domaine du visible et leurs spectres d’absorption UV-visible sont tres
caractéristiques. Ils fournissent des indications précises sur la déformation du cycle. Les
transitions électroniques que 1’on peut observer sont de type m-n*, les bandes de type B ou
bandes de Soret correspondant a des transitions permises et les bandes de type Q
correspondant a des transitions quasi-permises [84]. La bande de Soret, observée vers 400 nm,
est la plus intense avec un coefficient d’extinction molaire compris entre 10° et 5.10°
L.mol ".cm™. Elle est caractéristique de I’aromaticité de la porphyrine. Son intensité et sa
position sont modifiées lorsque la conjugaison est interrompue comme dans le cas des
calixphyrines [85]. Pour les porphyrines bases libres on observe théoriquement, en plus de la
bande de Soret, quatre bandes de moindre intensité dans le visible, numérotées de I a IV des
grandes longueurs d’onde aux longueurs d’onde plus faibles, appelées bandes annexes ou
bandes Q. L’intensité relative de ces bandes varie selon la nature et la position des
substituants, la déformation du macrocycle, et le solvant utilisé. Ainsi, quatre types de
spectres sont généralement observés : les types etio, rhodo, oxorhodo et phyllo (Figure III-

37).

III
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I IIT
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etio rhodo oxorhodo phyllo
5(')0 ' 6(|)0 i(nr'n) 5(')0 ' S(I)O l(nr'n) 5(')0 ' 6(I)O i(nr'n) 5(')0 ' 6(|)0 l(nr'n)

Figure I11-37 : Les quatre principaux types de spectres UV-visible observés pour les bandes Q [84].

Le type etio est habituellement rencontré dans le cas des porphyrines f-substituées par au
moins six groupements et dans le cas des méso-arylporphyrines. La présence d’un
groupement ¢électroattracteur en position S-pyrrolique génére un profil rhodo tandis que

I’introduction d’un deuxiéme groupement électroattracteur sur la diagonale opposée produit
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un profil de type oxorhodo. Par ailleurs, I’insertion d’un unique groupement alkyle en
position méso engendre généralement un profil de type phyllo [84].

L’allure des spectres UV-visible des porphyrines a pu étre interprétée grace au
«modele a quatre orbitales » introduit par Gouterman [86]. Dans ce mod¢le, Gouterman
considere uniquement les deux plus hautes orbitales moléculaires occupées (HOMO) et les
deux plus basses orbitales moléculaires vacantes (LUMO). Bien qu’incomplet, ce modele a le
mérite d’aborder de fagon simple la théorie des spectres UV-visible des porphyrines. Le
niveau énergétique de ces orbitales dépend généralement de la substitution du macrocycle
porphyrinique. Gouterman postule que les deux orbitales b; (az,) et by (aj,) sont
accidentellement dégénérées, ce qui est habituellement le cas des méso-phényl- et méso-
alkylporphyrines, avec un niveau d’énergie supérieur pour b; (a,). La bande de Soret
correspond a la transition permise d’un électron entre I’état fondamental b, (a;,) et le
deuxiéme état excité singulet ci/c; (eg) de la porphyrine. Par ailleurs, les bandes Q
correspondent & des transitions quasi-permises entre 1’état fondamental (a;,) et le premier
excité singulet b; (az,). Les transitions vibrationnelles qui accompagnent ces transitions
¢lectroniques sont a I’origine de la présence des quatre bandes Q observées.

La métallation de la porphyrine s’accompagne généralement de la disparition de deux
bandes Q. Les deux bandes restantes sont appelées o (correspondant vraisemblablement aux
bandes I et III) et B (correspondant vraisemblablement aux bandes II et IV). La valeur du
rapport o/p peut également étre corrélée a la stabilit¢é du complexe métalloporphyrinique.
Ainsi, un rapport a/p proche ou inférieur a 1 est fréquemment observé pour des complexes
métalliques peu stables tandis que les complexes stables sont caractérisés par un rapport o/f3
supérieur a 1. Dans le cas des méso-ferrocénylporphyrines 105-109 et 105Zn-109Zn, le
nombre de fragments ferrocéne a une incidence relativement importante sur les spectres UV-
visible de ces composés (Figure III-38 et Figure I11-39). Les bases libres ne présentent que
deux ou trois bandes Q, tandis que les complexes métalliques de zinc(Il) présentent deux
bandes Q clairement définies et d’intensité dix a trente fois plus faible que celle de la bande
de Soret, avec un léger épaulement mal résolu vers 550 nm.

Plus le nombre de ferrocéne en position méso est important, plus le coefficient
d’extinction molaire du maximum d’absorption de la bande de Soret diminue : il varie de
331000 a 144000 pour les espéces non métallées et de 369000 a 138000 pour les especes
métallées (Tableau 1). De plus, la bande de Soret s’élargit et subit un déplacement

bathochrome significatif de plus de 10 nm dans les deux cas. Les bandes Q subissent
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également un déplacement bathochrome relativement important. Ainsi, dans le cas de Qyp.i,
des déplacements maximums de 59 et 75 nm sont observés respectivement pour les especes

métallées et non métallées.
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Figure III-38 : Spectre d’absorption UV-visible de 105-109 (CH,Cl,, 298 K).

Dans le cas des espéces non métallées, les coefficients d’extinction molaire relatifs aux
bandes Qi augmentent de 9200 a 15000 a mesure que le nombre de ferrocénes croit, alors
qu’ils diminuent de 12600 a 8700 pour les espéces métallées. L’évolution des coefficients
d’extinction molaire des bandes Qv des porphyrines bases libres n’est pas régulicre, tandis
que pour les porphyrines métallées ils augmentent de 13800 a 29400 avec le nombre de
ferrocénes. Malgré la coalescence des bandes II et III, 1’allure du spectre UV-visible de 105
est clairement de type etio, ce qui est en accord avec I’allure généralement observée pour les
méso-arylporphyrines. Vraisemblablement, les porphyrines 106-109 présentent également le
type etio, avec une coalescence des bandes II et III et un recouvrement de la bande IV par la

bande de Soret.
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Figure III-39 : Spectre d’absorption UV-visible de 105Zn-109Zn (CH,Cl,, 298 K).

Tableau 1 : Longueur d’onde A (nm) et coefficient d’extinction molaire & (L.cm™.mol™) des espéces 105-109 et
105Zn-109Zn (CH,Cl,, 298 K).

Soret (1 ; &) Q(1;9 Qum (45 ) Qv (4; 9
105 (PFc) 422 ;331000 510 ; 10800 588 ;9200 671 ; 8300
106 (cis-PFc;) 427 ; 237000 616 ; 12500 692 ; 10400
107 (trans-PFc,) 425 ; 247000 615 ;13700 695 ; 14200
108 (PFc3) 430 ; 187000 637 ; 14700 711 ; 12900
109 (PFcs) 435 ; 144000 663 ; 15000 726 ; 12800
105Zn (PFc) 425 ;369000 568 ; 12600 619 ; 13800
106Zn (cis-PFc;) 429 ; 248000 586 ; 10200 640 ; 19500
107Zn (trans-PFc,) 428 ;261000 583 ;9600 648 ; 21000
108Zn (PFc3) 432 ;207000 605 ; 10000 661 ; 29000
109Zn (PFc,) 437 ;138000 627 ; 8700 680 ; 29400
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Lors de Iinsertion de Iion Zn*", les longueurs d’onde relatives aux maxima d’absorption
des bandes de Soret et Q suivent une évolution opposée. Ainsi, la métallation du macrocycle
porphyrinique provoque un déplacement bathochrome de toutes les bandes de Soret du
spectre UV-visible de la base libre (A4 =2 a 3 nm). Au contraire, les bandes Q subissent un
déplacement hypsochrome lors de la métallation (A4 =20 a 36 nm pour Q. et 46 a 52 nm
pour Qrv). L’insertion de zinc(Il) au sein de la cavité de la porphyrine entraine également une
augmentation systématique des coefficients d’extinction molaire de la bande de Soret de
11000 a 38000, excepté pour 109Zn pour lequel les valeurs sont similaires a celles de sa base
libre (138000 et 144000 respectivement), ainsi que de la bande Qv de 5500 a 16600).

En conclusion, les différences entre les spectres d’absorption UV-visible sont corrélés au
nombre et a la position relative des motifs ferrocéne connectés au systeme m-aromatique de la
porphyrine. La perte importante d’intensité ainsi que le déplacement bathochrome des bandes
de Soret et Q sont en particulier révélateurs d’une altération du caractére aromatique de la
porphyrine, phénoméne qui a également été mis en évidence par le blindage des signaux
RMN 'H attribués aux protons NH internes. Ces caractéristiques spectroscopiques résultent en
grande partie de la distorsion du macrocycle occasionnée par la présence de groupements
métallocénes encombrants en position méso, mais €¢galement de la conjugaison entre un ou
plusieurs fragments ferrocéne et le systéme n-électronique de la porphyrine [4, 16, 20, 23]. La
présence d’une troisieme bande Q sur le spectre UV-visible des especes métallées peut
s’expliquer par une symétrie moins €levée que la symétrie D4y, classiquement observée dans le

cas des métalloporphyrines [16].

3.5. Etude électrochimique des porphyrines 105-109 et 105Zn-109Zn

L’effet de 1’association directe d’un ou plusieurs fragments ferrocéne a un macrocycle
porphyrinique a également été étudi€¢ par €lectrochimie. Sauf mention contraire, toutes les
valeurs des potentiels citées dans le texte seront référencées par rapport au couple
DMFc/DMFc’, utilisé comme référence interne. L’électrode de travail est un disque de
carbone vitreux, de 3 mm de diameétre et la contre-électrode est constituée d’un fil de platine.
Les solvants utilisés sont le dichlorométhane ou le diméthylformamide.

Le voltammogramme cyclique d’une porphyrine présente généralement deux vagues
successives d’oxydation a un électron, correspondant a la formation d’un radical cation

(P/P™") puis d’un dication (P™/P*"), ainsi que deux vagues de réduction monoélectroniques
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conduisant au radical anion (P/P”) puis au dianion (P"/P*) [87]. Les potentiels et la
réversibilité de ces processus sont largement influencés par la substitution du macrocycle, par
la complexation de cations métalliques, mais également par le solvant d’étude et de
I’¢lectrolyte support utilisé. Par ailleurs, le motif ferrocéne ne présente qu’une seul vague
réversible d’oxydation dans les gammes de potentiels accessibles. La simple comparaison des
potentiels de demi-vague d’oxydation du ferrocéne, de la ZnTPP et de 105Zn permet de
mesurer 1’effet de I’association directe entre les fragments ferrocéne et porphyrine sur leurs

propriétés électrochimiques respectives (Figure 111-40).

P-/p2- P/P- Fo/Fct PP
— —r —r —r
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Figure I1I-40 : Schéma comparatif des potentiels de demi-vague du ferrocéne, de la ZnTPP et de 105Zn. (5.10™
M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence :
DMFc/DMFc¢)).

L’oxydation des fragments ferrocéne et porphyrine de 105Zn est observée a des
potentiels plus positifs que pour la TPPZn et le ferrocéne (Figure I11-40). Ce comportement
illustre I’effet électroattracteur de la porphyrine sur le ferrocéne rendant son oxydation plus
difficile. De méme, la premicre oxydation de la porphyrine 105Zn est observée a un potentiel
plus élevé que dans la TPPZn car le ferricinium est un groupe ¢lectroattracteur. Par ailleurs,
I’effet ¢lectrodonneur du ferrocéne a pour conséquence de rendre plus difficile la réduction du

macrocycle porphyrinique 105Zn, par comparaison avec celle de la ZnTPP.

3.5.1. Electroactivité des fragments ferrocéne

En raison de I’intérét particulier porté¢ aux signaux réversibles impliquant les fragments
ferrocéne pour de futures applications en reconnaissance électrochimique moléculaire, le
domaine des potentiels correspondant a leur électroactivité, de 0,4 a 0,7 V, a été exploré en

détail (Figure I11-41). De plus, a I’image des études relatives a la communication électronique
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entre des motifs ferrocéne portés par une porphyrine [16, 21, 22], il nous a paru essentiel
d’analyser I’influence du nombre et de la position des groupements ferrocene sur les
processus de communication électronique entre ces métallocénes au travers du macrocycle

porphyrinique.

_ 0,1V ’
01V E,;=0565V E,. = 0,520V

Figure I1I-41 : Courbes de voltammétrie cyclique des composés 105-109 (5.10 M, 100 mV.s", CH,Cl, 0,1 M
TBAP, électrode de travail : disque de carbone @ = 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : DMFc/DMFc'.

Dans le cas du composé monosubstitu¢ 105, on observe logiquement une seule vague
voltammétrique monoélectronique réversible a £;, = 0,64 V, caractéristique de 1’oxydation
du fragment ferrocéne en ferricinium. En ce qui concerne les dérivés polysubstitués 106-109,
le nombre de vagues ne correspond pas systématiquement au nombre de groupes ferrocéne
présents dans la molécule. Si deux vagues sont clairement observées sur le
voltampérogramme du composé disubstitu¢ 107, la courbe de voltammétrie cyclique de son
isomere 106 ne présente qu’une seule vague flanquée d’épaulements peu marqués. Par
ailleurs, la courbe de CV du dérivé triferrocénique 108 ne présente que deux vagues
d’oxydation mal résolues. Le voltammogramme obtenu pour le dérivé porteur de quatre
fragments ferrocéne 109 présente une allure comparable avec seulement deux vagues
successives d’oxydation, mais compliquées par des phénoméenes d’adsorption. En accord avec
les données de voltammétrie a 1’¢électrode a disque tournant, la premiére vague d’oxydation
monoélectronique est suivie d’une vague correspondant a 1’oxydation quasi-simultanée des
trois autres fragments ferrocéne. Ce résultat contraste avec les données de la littérature

relative a la 5,10,15,20-tétraferrocénylporphyrine dont le voltammogramme présente deux
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vagues successives d’égale intensité [16]. Le pic de redissolution cathodique observé a Ep,. =
0,70 V lors du balayage retour s’explique par la redissolution de I’espéce tétracationique
préalablement formée lors de ’oxydation des quatre motifs ferrocéne puis adsorbée a
I’électrode.

La simulation des courbes expérimentales de voltammétrie cyclique a 1’aide du logiciel
DIGISIM® permet d’accéder aux paramétres électrochimiques caractéristiques de chaque
complexe (Tableau 2 et exemple de simulation Figure III-42). Cependant les phénomeénes
d’adsorption, mis en évidence sur le voltammogramme du composé 109 par la présence d’une
vague de redissolution lors du balayage retour, n’ont pas permis de modéliser le
comportement ¢lectrochimique de ce dérivé.

Tableau 2 : Valeurs des potentiels standards de 105-108 obtenus par simulation des courbes de voltammétrie

cyclique (5.10* M, 100 mV.s", CH,CL, 0,1 M TBAP, électrode de travail : disque de carbone ¢ 3 mm, contre-
électrode : fil de Pt, référence : DMFc/DMFc").

105 (PFc) 106 (cis-PFc;) 107 (trans-PFc;) 108 (PFcs)

E°(1) 0,640 0,635 0,630 0,610

E°(2) 0,690 0,740 0,655

E°(3) 0,715
A

035 045 055 065 0,75 0,85E(V)

Figure II1-42 : Courbe de voltammétrie cyclique de 107 ( ) et courbe simulée (ss+e++) (5.10°* M, 100 mV.s™,
CH,Cl, 0,1 M TBAP, é¢lectrode de travail : disque de carbone @ 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence :
DMFc¢/DMFc’, paramétres de la simulation : température : 298 K, 5.10° M, 100 mV.s", capacité de double
couche : 5.10° F, surface de I’électrode : 0,07 cm?, E°[1] = 0,740 V, E°[2] = 0,630 V, constante de transfert
d’électron k [1 et 2] = 0,01 cm/s, a1 et 2] = 0,5, coefficient de diffusion D = 5.10° cmz/s).

Dans la mesure ou I’écart entre deux E° successifs (55 mV pour 106 et 110 mV pour
107) est bien supérieur a la valeur théorique (cf. paragraphe 1.4.2.4.), ’ensemble de ces
résultats révele 1’existence d’une communication efficace entre les ferrocénes a travers le

macrocycle porphyrinique. En particulier, I’allure des voltampérogrammes relatifs aux

1someres diferrocéniques 106 et 107, ainsi que les valeurs des E°[i] obtenus par simulation,
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révelent clairement une différence de communication entre les fragments ferrocéne selon
I’isomére considéré. Dans le cas particulier de 107, la distance entre les fragments ferrocene
est telle (> 10 A) que I’inéquivalence des potentiels d’oxydation du ferrocéne (AE° = 110
mV) ne peut pas étre la conséquence d’interactions €lectrostatiques a travers 1’espace, mais
uniquement d’une communication électronique a travers le macrocycle porphyrinique [21, 22,
88]. Les potentiels mesurés dans le DMF et le dichlorométhane sont rassemblés dans les

Tableau 3 (DMF) et 4 (CH,Cl,).

Tableau 3 : Potentiels expérimentaux mesurés pour 105-109 et 105Zn-109Zn (5.10* M, DMF 0,25 M TBAP, v
= 0,1 VJ/s, électrode de travail : disque de carbone vitreux @ 3 mm, contre-¢lectrode : fil de Pt, référence :

DMFc/DMFc’, a: non mesurable ; b: pas ou peu réversible ; c: systéme monoélectronique ; d: systéme
bi¢lectronique ; e : systéme triélectronique).
105 106 107 108 109 105Zn 106Zn 107Zn 108Zn 109Zn
PFc cis- trans- PFc; PFc, PFc cis- trans- PFc; PFc,
PF02 PFC2 PFC2 PF02
Réduction
(Pf;fi;}_.) -1,960° -1,950° -1,720° -1,960° -1,910° -1,920° -1,865° -1,930° -1,880° -1,820°
Epa c c (¢ c (¢
(P> /P a a a a a -1,840° -1,790° -1,850° -1,805° -1,740
E1/2 (¥ c (Y c (¢
(P> /P> b b b b b -1,880° -1,830° -1,890° -1,845° -1,780
(P{E/;z ) -1,560° -1,540° -1,510° -1,525° -1,570° -1,755° -1,720° -1,700° -1,690° —1,680°
Epa c (¥ c c c c
(PP -1,495° -1,470 a -1,465° -1,490° -1,685° -1,630 a a a
E1/2 c
(PP -1,530 b b b b b b b b b
(I{j;fff_.) -1,120° -1,130° -1,110° -1,145° -1,155° -1,380° -1,380° -1,360° -1,380° -1,380°
(15‘1’;’_.) -1,060° -1,070° -1,050° -1,080° -1,090° -1,320° -1,310° -1,290° -1,305° -1,295°
(If%?.) -1,090° -1,100° -1,080° -I1,110° -1,120° -1,350° -1,345° -1,325° -1,340° -1,335°
Oxydation
(F5?c+) 0,620° 0,655  0,685% 0,680° 0,700 0,570° 0,620  0,620° 0,645 0,670
Epe | 0,555°  0,550° 0,555 0,530° 0,495 0,495° 0480" 0,490° 0,450 0,410°
(Fc/Fe)
E1/2 c c
(Fe/Fe?) 0,590 0,535
(P%*') 1,080°  1,210° a a 1,020°  0,855° 0,910° 0,920° 1,000 a

Les potentiels E£°[1] relatifs a I’oxydation du premier motif ferrocene de 106, 107 et 108

sont tous inférieurs de 5 a 30 mV au potentiel d’oxydation de I’unique ferrocéne présent dans
105. La présence de plusieurs groupes ferrocéne électrodonneurs sur la porphyrine facilite

donc D'oxydation du premier ferrocéne. Par ailleurs, le potentiel de pic anodique Ep,
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correspondant a 1’oxydation du dernier ferrocéne augmente avec le nombre de ferrocéne(s)
présent(s) sur le macrocycle. Un comportement tout a fait similaire est observé pour les
especes métallées 105Zn-109Zn, avec cependant un déplacement de plusieurs dizaines de
millivolts du potentiel d’oxydation vers des valeurs plus négatives.

Tableau 4 : Potentiels expérimentaux mesurés pour 105-109 et 105Zn-109Zn (5.10'4 M, CH,Cl, 0,25 M TBAP,
v=20,1 V/s, électrode de travail : disque de carbone vitreux @ 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence :

DMFc/DMFc’, a: non mesurable ; b: pas ou peu réversible ; c: systéme monoélectronique ; d: systéme
biélectronique ; e : systéme triélectronique).

105 106 107 108 109 105Zn 106Zn 107Zn 108Zn  109Zn

PFc cis- trans- PFc; PFcy PFc cis- trans- PFc; PFcy
PFC2 PFC2 PFC2 PFC2
Réduction
E,(P"/P¥)  —1,595¢ ~1,590° ~1,747° ~1,740°

E,(P7/P¥) 1,445

E;»(P7/PY)  —1,520°

E,(P/PT)  -1,160° -1,190° -1,345°¢ -1,335°¢
E,(P/P7)  —1,095° -1,130° -1,260° -1,285°¢
Ex(P/PT)  —1,125° -1,160° -1,305°¢ -1,310°
Oxydation

E,(Fc/Fc) 0,690 0,730 0,790 0,790° 0,800 0,630° 0,685 0,675 0,735 0,745

E,(Fc/F¢)  0,595°  0,580" 0,580" 0,565° 0,520°° 0,565° 0,525 0,555 0465 0,420

E,s(Fe/Fehy  0,640° 0,600°

E,(P/P7y 1,135 1210 1,180 1,135° 1,070°  0,935° 1,030°

E,(P/P™) 0,850°  0,920"°  0,920°

E,5(P/P™) 0,895° 0,975°

E,(P"/P™) 1,435 1,410° 1,155  1,200° 1,190° 1,355°
E,(P"/P™) 1,055¢ 1,090°
E,(P"/P*) 1,105 1,140°

3.5.2. Electroactivité du fragment porphyrine

Dans le cas des especes non métallées, les processus anodiques observés a des potentiels
supérieurs a ceux centrés sur les motifs ferrocéne sont peu réversibles, voire totalement

irréversibles et correspondent aux oxydations du macrocycle porphyrinique et des fonctions
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

dithioéthane. Notons par ailleurs que la caractérisation ¢lectrochimique du 1,1°-
bisdithiolanylferrocéne 104’ dans le dichlorométhane TBAP 0,1 M révele I’existence d’une
oxydation irréversible centrée sur le groupement dithiolane au potentiel de pic anodique Ep, =
1,40 V permettant d’estimer la région de potentiels dans laquelle se produit 1I’oxydation de ce
groupement au sein des porphyrines 105-109 et 105Zn-109Zn.

La métallation des porphyrines par le zinc a pour effet de déplacer les potentiels
d’oxydation et de réduction du macrocycle vers des valeurs plus négatives (Tableau 3 et
Tableau 4). L’¢électroactivité de la porphyrine métallée n’est donc pas seulement dictée par
I’insertion d’un acide de Lewis dans la base libre qui devrait rendre plus difficile son
oxydation. Cette évolution, déja observée lors de la métallation par Zn(II) de la TPP [87] ou
de la S5-ferrocényl-15-phényl-2,8,12,18-tétraéthyl-3,7,13,17-tétraméthylporphyrine  [22],
montre que la nature de I’ion métallique, la nature et le nombre de ligands exogénes, ainsi que
la déformation du macrocycle induite par la métallation gouvernent également son
¢lectroactivité. Cet effet est encore plus marqué pour la premiere réduction du macrocycle
avec un déplacement du potentiel supérieur a —250 mV entre 105 et 105Zn. Par ailleurs,
I’insertion d’un atome de zinc au sein de la porphyrine améliore nettement la réversibilité de

ces systémes rédox.

3.6. Spectroélectrochimie des porphyrines 105, 107, 105Zn et 107Zn

L’¢lectrolyse a potentiel contrdlé couplée a la spectroscopie d’absorption UV-visible
apporte des renseignements essentiels sur la nature et la stabilité des especes électrogénérées.
Ainsi, I’électrolyse a potentiel controlé de 105, 105Zn, 107 et 107Zn en solution dans le
dichlorométhane (10 M) et sous atmosphére controlée d’argon, a été réalisée dans une
cellule électrochimique classique a trois €lectrodes et suivie en temps réel par spectroscopie
d’absorption UV-visible avec une prise de spectre toutes les cinq secondes. De nombreuses
¢tudes de spectroélectrochimie concernant I’oxydation et la réduction des porphyrines sont
décrites dans la littérature. Ainsi, la formation du radical cation d’une porphyrine métallée se
traduit généralement sur le spectre d’absorption UV-visible par une diminution de 1’intensité
de la bande de Soret et des bandes Q et par ’apparition d’une nouvelle bande entre 650 et 800
nm [58, 89-102]. Une seconde oxydation a un ¢électron conduit a un dication et a une nouvelle
diminution de la bande de Soret ainsi qu’a la disparition progressive de la bande d’absorption
situé entre 650 et 800 nm [91, 95, 101]. Les porphyrines bases libres ont un comportement

relativement différent. La premicre oxydation de la porphyrine a un électron provoque une
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diminution de I’intensité de la bande de Soret au profit d’une nouvelle bande qui apparait a
plus basse énergie, son Am.x €tant inférieur de quelques dizaines de nm. Par ailleurs,
I’absorbance des bandes Q diminue et une nouvelle bande, comparable a celle observée dans
le cas des espéces métallées, commence a croitre entre 650 nm et 800 nm [58, 99, 103, 104].
Cette évolution se poursuit lors de la seconde oxydation de la porphyrine avec la disparition
totale de la bande de Soret initiale [105, 106]. 11 faut souligner que I’addition d’acide
trifluoroacétique a une solution de H,TPP dans le dichlorométhane conduit a 1’apparition de
signaux identiques a ceux observés par oxydation exhaustive a deux ¢électrons de la
porphyrine [105-107]. Sur la base de ce résultat, Murray et coll. ont proposé un mécanisme
couplé de type EC (une étape de transfert d’électron et une étape chimique) reposant sur
I’acidité du dication de la porphyrine, qui est capable de protoner la base libre de départ pour

former HyTPP** [106] :
Etape E : H,TPP-2¢ ——  H,TPP?*

Etape C : H,TPP?* +H,TPP —  (;)TPP + H,TPP?*

Le spectre d’absorption UV-visible du dérivé monoferrocénique 105 présente une bande
de Soret a 422 nm et trois bandes annexes a 510, 588 et 671 nm. L’¢électrolyse exhaustive a
deux électrons au potentiel d’oxydation du ferrocéne (0,81 V, —1 ¢7), puis de la premiére
oxydation de la porphyrine (1,26 V, —1 ¢") conduit a une variation réguliere du spectre
d’absorption avec la disparition de la bande de Soret initiale a 422 nm au profit d’une
nouvelle bande d’absorption de forte intensité (&= 200000 L.mol '.cm™) 4 448 nm (Figure
I11-43). Cette évolution s’accompagne ¢également de [’apparition d’une autre bande
d’absorption a 680 nm, trés large et plus intense que les bandes Q (¢= 23300 L.mol '.cm™).
Si on limite 1’oxydation a un électron, ce qui provoque une modification de la couleur de la
solution qui passe du vert/brun au vert clair, la réduction exhaustive monoélectronique a 0,51
V de la solution oxydée permet de recouvrer la signature spectroscopique de 105. L’oxydation
centrée sur le ferrocéne apparait donc réversible a 1’échelle du temps de 1’¢lectrolyse (74
minutes). L’oxydation exhaustive de 105 au potentiel de la premicre vague d’oxydation de la
porphyrine conduit irréversiblement a une nouvelle espéce dont la signature spectrale est
comparable a celle de la forme diprotonée HyTPP*" formée lors de 1’¢lectrolyse exhaustive a

deux électrons de H,TPP [106].

154
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Figure III-43 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 105 lors de 1’¢lectrolyse
exhaustive a 1,26 V, correspondant a une consommation de 2,1 équivalents molaires d’électron (oxydation du
ferrocéne et de la porphyrine, 10* M, CH,Cl, 0,25 M TBAP).
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Par analogie avec les travaux de Murray et coll. [106], nous proposons le mécanisme
suivant pour expliquer la formation d’especes protonées au cours de 1’¢lectrolyse :
H,P-Fc +<—= (H,P-Fc)*+e
(H,P-Fc)* — (HZP-FC)2+ +e
(H,P-Fc)** + H,P-Fc — (:)P-Fc + (H,P-Fc)?*

Cette analyse est confirmée par simple addition de TFA a une solution de 105 dans le
dichlorométhane pour former 105H,>", dont le spectre d’absorption UV-visible est
comparable a celui du produit obtenu apres oxydation exhaustive a deux ¢électrons (Figure I11-
44). Ces résultats contrastent cependant avec les études spectroélectrochimiques réalisées par
Burrell et coll. sur une ferrocéne-porphyrine conjuguée par I’intermédiaire d’un espaceur
¢thylénique [58], pour laquelle I’oxydation exhaustive du ferrocéne n’entraine pratiquement
aucune diminution de ’intensité de la bande de Soret et aucune modification des bandes Q.
Les résultats de I’étude spectroélectrochimique de 105 mettent donc en évidence la

communication efficace entre ces fragments rédox.
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Figure I11-44 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 105 lors de I’ajout de TFA (entre
0 et 2,1 équivalents, 9.10° M, CH,Cl, 0,1 M TBAP).

La courbe de voltammétrie cyclique enregistrée aprés oxydation exhaustive a 2 €™ a 1,26
V présente un signal réversible a £, = 0,81 V, déplacé de pres de 200 mV vers les potentiels
plus positifs par rapport a 105 (Figure I11-45). Ce signal est attribué a 1’oxydation du
ferrocéne dans I’espéce protonée 105H,**. Le caractére irréversible de 1’oxydation a deux
¢lectrons de 105 est illustré par [’absence de courant de réduction observée lors de
I’expérience de voltammétrie a 1’¢lectrode a disque tournant, en balayant vers les potentiels
positifs entre 0,3 et 1,7 V. Par ailleurs, le voltammogramme présente un signal réversible a

Eyp=-0,36 V, attribu¢ a la réduction de la porphyrine protonée.

Figure III-45 : Courbes de voltammétrie cyclique partielles de 105 (A) avant et (B) apres électrolyse a 1,26 V
(2,1 équivalents d’électron, 10 M, CH,Cl, 0,25 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ 3 mm, contre-
électrode : fil de Pt, référence : AG/AgNO; 102 M).

Ces attributions ont ¢été confirmées par le suivi par voltammétrie cyclique de la

protonation de 105 (Figure I11-46). En effet, le signal initial correspondant a I’oxydation du
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

ferrocéne disparait au profit d’une vague qui apparait a plus haut potentiel et qui correspond a
I’oxydation du ferrocéne dans I’espeéce protonée 105H22Jr (E12 = 0,81 V). Par ailleurs un
nouveau systéme réversible croit a £y, = —0,36 V correspondant a la réduction a deux
électrons du macrocycle porphyrinique protoné de 105H,** (courbe de voltammétrie a

1’¢lectrode tournante, Figure I11-46).

Courant/ 105 A

-1,65 -1,25 -0,85 -0,45 -0,05 0,35 0,75 1,15 1,55
Potentiel / V

Figure I11-46 : Evolution des courbes de voltammétrie cyclique lors a la protonation de 105 par HCIO, (entre 0
et 2,5 équivalents molaires, 5 .10* M, CH,CL, 0,1 M TBAP, v=0,1 V/s, électrode de travail : disque de carbone
vitreux @ = 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : DMFC/DMFc"). En haut, courbe de RDE enregistrée
aprés I’ajout d’un exces d’acide perchlorique (2,5 équivalents molaires, v = 10 mV/s, vitesse de rotation : 550
tr/min).

L’insertion de zinc dans la cavité macrocyclique de la porphyrine 105 est responsable
d’un comportement électrochimique relativement différent. Ainsi, 1’oxydation exhaustive au
potentiel du couple Fc/Fc' de 105Zn se traduit sur le spectre UV-visible par un léger
déplacement hypsochrome et une diminution de I’intensité de la bande de Soret a 425 nm (=
158000 L.cm '.mol ') ainsi que par 1’apparition d’une bande trés large vers 800 nm
caractéristique d’une espece radical cationique. Les points isosbestiques a 415, 437, 558, 577,
601 et 622 nm révélent ’existence d’un équilibre entre ’espéce oxydée 105Zn" et 105Zn.
Apres une oxydation exhaustive au potentiel du ferrocéne, une électrolyse retour permet de
retrouver la signature spectroscopique de 1’espece initiale 105Zn, ce qui démontre la stabilité
de I’espéce oxydée. Lorsque I’électrolyse est poursuivie au potentiel d’oxydation de la
porphyrine a 1,07 V (Figure 111-47), les spectres UV-visible successifs ne présentent plus de
points isosbestiques. Ce comportement suggere 1’existence d’une réaction chimique couplée
associée a I’oxydation de la porphyrine. Cette irréversibilité est par ailleurs confirmée par le

fait que la réduction exhaustive de cette solution oxydée au potentiel E,,, = 0,510 V ne permet
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pas de régénérer le produit de départ 105Zn. Les changements observés au cours de
I’¢lectrolyse de 105Zn contrastent avec les résultats obtenus a partir de la base libre 105, la
présence du métal au centre de la cavité macrocyclique ne permettant pas la formation de

I’espéce protonée 105H,".
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Figure III-47 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 105Zn lors de 1’¢lectrolyse
exhaustive a 1,07 V, correspondant a une consommation de 2,1 équivalents molaires d’électron (oxydation du
ferrocéne et de la porphyrine, 10* M, CH,Cl, 0,25 M TBAP).

Les dérivés 107 et 107Zn substitués par deux groupements ferrocéne en position 5 et 15
de la porphyrine ont également été étudiés par spectroélectrochimie. De fagon similaire a 105,
I’oxydation exhaustive a un électron de 107 a E,,, = 0,71 V (oxydation du premier ferrocene)
entraine la diminution rapide de la bande de Soret a 426 nm au profit d’une bande a 453 nm
(Figure I11-48). Le transfert d’¢lectron centré sur le premier ferrocéne n’est pas réversible a
I’échelle du temps de I’¢lectrolyse (27 minutes) puisque la réduction exhaustive de la solution
oxydée a un électron ne permet pas de régénérer la signature spectroscopique initiale. Lorsque
I’oxydation exhaustive est poursuivie au potentiel d’oxydation du second ferrocéne a Eup, =
0,86 V, la bande de Soret disparait totalement au profit de celle a 453 nm (&= 132500 L.cm™

" mol™). Le voltammogramme cyclique enregistré aprés cette deuxiéme oxydation présente
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une réduction réversible a E1, = —0,37 V et deux oxydations réversibles a E;, = 0,78 V et a

El/z = 0,90 V.
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Figure 111-48 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 107 lors de 1’¢lectrolyse a 0,71
V, correspondant a 1 équivalent molaire d’électron (oxydation du premier ferrocéne, 10* M, CH,Cl, 0,25 M

TBAP).
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De la méme maniére que la bande a 448 nm a été attribuée a la formation de 105H22+, la
bande d’absorption & 453 nm est attribuée a la formation de 1’espéce 107H,*" selon le
mécanisme suivant :

Fc-H,P-Fc —— (Fc-H,P-Fc)" + e
(Fc-H,P-Fc)* —— (Fc-H,P-Fc)** + ¢
(Fc-H,P-Fc)?* + Fc-H,P-Fc  — (Fc-H,P-Fc)* + Fc-(:)P-Fc

Le spectre d’absorption UV-visible observé apres oxydation a deux électrons de la base
libre 107, caractérisé par une bande de Soret a 453 nm et une large bande intense a 696 nm,
est identique a celui obtenu par addition de TFA a une solution de 107 dans le
dichlorométhane. L’oxydation des deux fragments ferrocénes en position méso du macrocycle
conduit donc a la formation de 107H,*" dont I’activité électrochimique est caractérisée par

deux oxydations réversibles a 0,78 V et a 0,90 V, ainsi qu’une réduction a —0,37 V. Cette
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attribution est également confirmée par un suivi électrochimique de la protonation de 107 par
HCIO, (Figure I1I-49). De facon comparable a I’espéce monoferrocénique 105H,>, la
porphyrine protonée 107H,*" présente une réduction a deux électrons du macrocycle
porphyrinique. Notons que la protonation du macrocycle porphyrinique conduit a 1’apparition
de deux nouvelles vagues a un électron attribuées aux oxydations successives des deux
fragments ferrocéne de la molécule et caractérisées par un écart de potentiel plus important

que dans la base libre non protonée (AE = 130 mV).
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Figure I11-49 : Evolution des courbes de voltammétrie cyclique lors a la protonation de 107 par HC1O, (entre 0
et 2,5 équivalents molaires, 5.10* M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, v= 0,1 V/s, électrode de travail : carbone vitreux &
3 mm, référence Ag|AgNO; 102 M). En haut, courbe de RDE enregistrée aprés 1’ajout d’un excés d’acide
perchlorique (2,5 équivalents molaires, v= 10 mV/s, vitesse de rotation : 550 tr/min).

La métallation de 107 par Zn®" améliore nettement la réversibilité des processus
d’oxydation impliquant les métallocénes. Ainsi, I’oxydation monoélectronique du premier
ferrocéene a 0,67 V est parfaitement réversible a 1’échelle de temps de 1’¢électrolyse et
provoque une légere diminution de I’intensité¢ de la bande de Soret, accompagnée d’un tres
léger déplacement hypsochrome et de 1’¢largissement du signal. Les bandes Q, initialement
observées a 578 et 643 nm, sont également affectées par cette oxydation qui conduit a
I’apparition d’une nouvelle bande a 854 nm. La seconde oxydation exhaustive
monoélectronique au potentiel d’oxydation du couple Fc/Fc™ (0,87 V) est 1égérement moins
réversible a 1’échelle de temps de [’électrolyse et entraine une évolution des bandes
spectroscopiques comparable a celle observée lors de la premiére oxydation. La bande de
Soret est finalement déplacée a 423 nm et les deux bandes Q disparaissent suivi de

I’apparition de nouvelles bandes a 674 et a 841 nm. La poursuite de 1’¢lectrolyse au potentiel
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d’oxydation de la porphyrine (1,13 V) conduit de manicre irréversible a une espece dont les

caractéristiques sont comparables a celles observées lors de 1’oxydation des deux

métallocenes (Figure I1I-50).
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Figure II1-50 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une solution de 107Zn lors de I’électrolyse a
1,13 V, correspondant a 2,6 équivalents molaires d’électron (oxydation des deux ferrocénes et de la porphyrine,

10* M, CH,Cl, 0,25 M TBAP).

Dans tous les cas, I’oxydation du ou des ferrocénes implique une diminution plus ou

moins importante de D’intensité de la bande de Soret. L’effet inductif attracteur des

groupements ferricinium électrogénérés provoque un déplacement hypsochrome de la bande

de Soret, ainsi qu’une diminution de son intensité. Cet effet, particulierement remarquable

dans le cas des especes métallées 105Zn et 107Zn est la conséquence de 1’excellente

communication entre les groupes ferrocéne et le systeme m-électronique de la porphyrine

auquel ils sont directement connectgs.
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3.7. Déprotection des dérivés dithiolane-ferrocéne-porphyrines

3.7.1. Hydrolyse des groupements thioacétal

De nombreuses conditions expérimentales ont été testées pour réaliser avec un rendement

satisfaisant la déprotection du groupement dithiolane de 105 (Figure II1-51).
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Figure III-51 : Déprotection de la (des) fonction(s) dithiolane de 105 (70 %) et 107 (50 %).

Par exemple, nous avons testé une déprotection en milieu biphasique CH,Cl,-H,O en
présence de silice et de SO,CI, [108], ainsi qu’avec un sel hydraté de nitrate de zinc ou de
cuivre dans une solution de CCly contenant également de la silice [109]. Par ailleurs, nous
avons test¢ une déprotection par la 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone (DDQ) en
présence d’une quantité catalytique de BF;-éthérate en milieu biphasique CH,Cl,-H,O [110].
Ces différents protocoles conduisent tous a la formation de I’aldéhyde, mais avec de tres
faibles rendements (inférieur voire trés inférieur a 40 %) et accompagné de nombreux
produits secondaires. Les meilleurs rendements ont été¢ obtenus avec un mélange de six
équivalents de nitrate d’argent et de N-chlorosuccinimide (NCS), en milieu hydro-organique
[111]. Cette réaction dure moins de 5 minutes, mais n’est malheureusement pas quantitative

(rendement de 70 %).
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La porphyrine 107 substituée par deux groupements ferrocéne s’est avérée encore plus
difficile a déprotéger notamment en raison de sa faible solubilité dans le THF. Cependant, un
rendement de 1’ordre de 50 % pour la formation de 112 a été obtenu en utilisant douze
équivalents de nitrate d’argent et de NCS.

Nous avons également testé une voie de déprotection ¢€lectrochimique de la fonction
dithiolane par électrolyse exhaustive. Cette procédure nécessite I’oxydation du groupement
dithiolane a deux électrons pour régénérer 1’aldéhyde (Figure I11-52) [112].
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Figure III-52 : Mécanisme de déprotection électrochimique de la fonction dithiolane [112].
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Dans le dichlorométhane 0,1 M TBAP, les fonctions dithioéthane du 1,1°-
bisdithiolanylferrocéne 104’ s’oxydent irréversiblement a 1,40 V par rapport au couple
DMFc/DMFc”. Les potentiels d’oxydation de la ferrocéne-porphyrine 105 dans ce solvant
sont de 0,64 V pour le ferroceéne et de 1,14 V pour la premiére oxydation de la porphyrine
(voir partie 3.5). Il faut donc au minimum quatre équivalents d’électrons pour oxyder le
fragment dithiolane de 105 et former I’aldéhyde 111 (Figure II1-52). En raison de la faible
réversibilité a I’échelle de temps de 1’¢lectrolyse de la premicre oxydation de la porphyrine
mise en évidence par spectroélectrochimie (voir partie 3.6), il est trés probable que I’absence
d’aldéhyde observé aprés oxydation exhaustive a 4 e soit due a des réactions chimiques
couplées qui conduisent a la dégradation des intermédiaires réactionnels.

Compte tenu des problémes importants rencontrés lors de la déprotection du dérivé 107,
nous avons choisi de développer une stratégie alternative pour accéder directement au
récepteur 112. En effet, la condensation du 5-tolyldipyrrométhane sur Ie
ferrocénedicarboxaldéhyde 103 en présence de TFA, selon un protocole expérimental
comparable a celui décrit pour la synthése des intermédiaires 105-108 permet de former le
dérivé attendu 112 avec un rendement de 4,5 %. Cette stratégie conduit é¢galement a des
produits annexes dont la nature est encore indéterminée. Nous avons néanmoins pu obtenir le
dérivé bisferrocénique 112 en une seule étape avec un rendement faible mais en évitant
I’étape tres limitante de déprotection.

Des monocristaux de 112Zn, synthétis¢ par addition d’acétate de zinc a une solution de
112 dans le chloroforme, ont été¢ obtenus par diffusion lente de vapeur de MeOH dans une

solution de 112Zn dans le dichlorométhane. La structure correspondante est présentée sur la
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Figure III-53. Comme dans le cas de 107Zn, les groupements ferrocéne adoptent une
conformation a,f3 et sont éclipsés formant un angle diedre de 36,1 a 38,6° tandis que les
substituants phényle sont perpendiculaires au plan formé par la porphyrine (angle diedre de
89,7°). L’atome de zinc(Il) est hexacoordiné par le macrocycle porphyrinique et deux
molécules de méthanol. L’atome d’hydrogene de la fonction alcool forme une liaison
hydrogéne avec I’atome d’oxygéne de 1’aldéhyde (d(H:-O) = 1,901 A). La distance Fe-Fe, de
12,775 A, est plus courte que pour 107Zn car I’angle diédre entre les motifs ferrocéne et la

porphyrine est plus faible.

Figure I11-53 : Vue ORTEP [71] obtenue par diffraction aux rayons X d’un monocristal de 112Zn. Pour des
raisons de clarté, seuls quelques atomes d’hydrogéne ont été représentés. Les ellipsoides sont représentés au seuil
de probabilité de 40 %.

3.7.2. Caractérisation de 111 et 112 par RMN 'H

Les spectres de RMN 'H de 111 et 112 présentent la méme allure que ceux de leurs
précurseurs protégés. Le multiplet correspondant au groupement dithiolane est remplacé par
un nouveau singulet attribué au proton de la (ou des) fonction(s) aldéhyde, a 9,90 ppm pour
I’espéce 111 et a 9,88 ppm pour 112. La métallation de 111 provoque un blindage important
du proton aldéhydique Hp (Ad = —1,28 ppm) et des protons ferrocéniques Hj, Hk, HI et Hm
(Figure I11-54). La méme évolution est observée pour 112Zn, mais avec un blindage plus
faible pour ces signaux. Par exemple, le proton attribué a la fonction aldéhyde est déplacé de

—0,89 ppm vers les hauts champs. Ces variations de déplacement chimique lors de la
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

métallation peuvent s’expliquer par la formation de liaisons hydrogéne, observées a 1’état
solide entre un solvant protique (MeOH, H,O ...) coordiné sur 1’atome de zinc et ’atome
d’hydrogene de la fonction aldéhyde (Figure I1I-53). L’atome d’hydrogene est alors orienté

dans le cone d’anisotropie de la porphyrine ce qui provoque un blindage significatif du signal

correspondant.
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Figure III-54 : Spectres RMN 'H partiels de 111 et 111Zn (5.10'3 M, CDCl;, 250 MHz, 295 K).

3.7.3. Caractérisation électrochimique de 112

La déprotection des fonctions dithiolane de 107 induit également une modification
importante des caractéristiques électrochimiques. Ainsi, la courbe de voltammétrie cyclique
de 112 (En(Fc) = 0,97 V) est enticrement déplacée vers des potentiels plus positifs
comparativement au précurseur 107 (Ey(Fc) = 0,77 V) (Figure III-55). Ce comportement
traduit ’effet électroattracteur des groupements carbonyle qui rendent 1’oxydation des
fragments ferrocéne plus difficile. Dans une moindre mesure, la réduction de la porphyrine est

¢galement affectée puisque que le potentiel de demi-vague E,,, correspondant a la premiére
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réduction de la porphyrine évolue de —1,16 V a —1,09 V, confirmant a nouveau I’excellente

communication €lectronique entre les substituants ferroceéne et la porphyrine.

Courant/ 10° A

-1,65 -1,25 -0,85 -0,45 -0,05 0,35 0,75 1,15
Potentiel / V

Figure III-55 : Courbes de voltammétrie cyclique de 107 et 112 (5.10*M, v=0,1 V.s', CH,Cl, 0,1 M TBAP,
électrode de travail : disque de carbone @ 3 mm, référence : DMFc/DMFc").

Le dialdéhyde 112, potentiellement fonctionnalisable par un grand nombre de
groupements, a ensuite été substitué¢ par différents fragments choisis pour leur propriétés de
reconnaissance anionique mais nous ne présenterons pas dans ce manuscrit les résultats

préliminaires obtenus avec ces dérivés.

4. PROPRIETES DE RECONNAISSANCE ELECTROCHIMIQUE DE
RECEPTEURS FERROCENE-PORPHYRINES

Les multiples possibilités de fonctionnalisation, ainsi que les propriétés structurantes des
intermédiaires 111 et 112, ouvrent de larges perspectives dans le domaine de la
reconnaissance ¢lectrochimique moléculaire. Nous avons envisagé de nombreuses
fonctionnalisations de ces intermédiaires activés pour introduire une fonction spécifique sur le
ou les fragments métallocene et accéder a de véritables récepteurs multifonctionnels

présentant des points d’ancrage multiples et complémentaires pour un ligand exogene donné.
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au dérivé 111 pour lequel une seule
sonde rédox ferrocéne est associ¢e a une plateforme porphyrinique. Dans les paragraphes
suivants, nous avons choisi de détailler la synthése et les caractéristiques physico-chimiques
de quelques exemples particuliers parmi les différentes molécules élaborées par habillage du

fragment ferrocéne de 111.

4.1. Récepteur amine-ferrocéne-porphyrine 113Zn

4.1.1. Synthése de 113Zn

L’insertion d’une fonction amine sur la sonde rédox ferrocene de 111 a en particulier permis
de développer un concept original de détection électrochimique basée sur un processus

dynamique « on-off » de coordination.

/\/\/\

Q) o ) e ) >
(i)
(i)

o o Q o o Q 0 O

Figure III-56 : schéma de synthése de formation de la 5-[1°-(hexylaminométhyl)ferrocényl]-10,15,20-tri(p-
tolyl)porphyrine de Zn(II) 113Zn ; i-ii (80 %), THF, tamis moléculaire, Ar, CH;(CH,)sNH, (1,2 éq.), 16 h ;
Et,O/EtOH, NaBH, (5 €q.), 3 h ; iii (100 %), CH,Cl,, Zn(OAc),.H,O/MeOH (en large exces), 10 h.

La Figure I1I-56 décrit la synthése du conjugué amine-ferrocéne-porphyrine 113Zn par
condensation de la n-hexylamine sur la fonction aldéhyde régénérée de 111. L’imine
intermédiaire instable n’a pas été isolée et a été directement réduite avec un exces de NaBHy
dans un mélange éther/éthanol, pour donner 113 avec 80 % de rendement. Enfin, le complexe
de zinc(Il) 113Zn a été préparé avec 91 % de rendement a partir de 113 par réaction de

I’acétate de zinc dans un mélange dichlorométhane-méthanol.

4.1.2. Caractérisation de 113Zn par spectroscopie de RMN 'H

La caractérisation du récepteur 113Zn a été réalisée dans un premier temps par RMN 'H
(Figure III-57). Le spectre enregistré a température ambiante dans le chloroforme deutéré

présente de nombreux signaux larges et mal résolus dans la zone des déplacements chimiques
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inférieurs a 0 ppm. L’observation de signaux largement blindés révele sans ambiguité
I’existence de processus de coordination centrés sur la métalloporphyrine, I’effet du courant
de cycle du macrocycle aromatique sur les atomes d’hydrogene situés dans le cone

d’anisotropie conduisant a leur fort blindage.
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Figure III-57 : Spectre de RMN '"H de 113Zn (CDCls, 295 K, 500 MHz, 5.107° M).

L’attribution définitive des différents signaux a été effectuée en utilisant des techniques
RMN bidimensionnelles (COSY, HMQC, NOESY). Le triplet a 0,43 ppm intégrant pour 3 H
est attribué sans équivoque aux protons Ha et les couplages vicinaux successifs observés sur
la carte COSY ('H-'H) a partir de ce signal (Figure III-58) permettent d’attribuer les protons
de la chaine hexyle. Ainsi le signal a 0,43 ppm présente un couplage avec le multiplet (2 H)
observé a 0,52 ppm attribué aux protons vicinaux Hb. Ce multiplet est lui-méme couplé avec
le signal a —0,03 ppm (2 H) que I’on peut donc attribuer aux protons Hc. Ce dernier présente
une tache de corrélation avec le signal a —0,86 ppm (Hd) couplé avec le signal a —2,54 ppm.
Ce signal, qui correspond aux protons He, présente une derniére tache de corrélation peu
intense avec le pic observé a —1,98 ppm attribu¢ aux protons Hf en position o de I’azote.

Les résultats obtenus en spectroscopie de RMN 2D COSY (‘H-'H) et HMQC ('H-"C)
permettent également d’attribuer les trois signaux a 5,00 (2 H), 4,24 (2 H) et 3,64 (2 H) ppm
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

aux atomes d’hydrogene des cyclopentadiénes. Le signal correspondant aux protons Hh du
ferrocéne n’apparait pas dans la région habituelle des déplacements chimiques et la carte de

corrélation 'H-"C ne présente pas de tache relative a ces protons (Figure I11-59).

4.0

R — —

S —
2.0 0.0 ~2.0

Figure III-58 : Carte COSY relative a 113Zn (6 < 6 < -3,5 ppm, CDCl;, 298 K, 250 MHz, 5.10° M).

L’observation d’une tache de corrélation 'H-'H de faible intensité entre Hi et le signal
observé a 2,10 ppm nous a néanmoins permis d’attribuer ce signal large et fortement blindé
aux protons Hh du ferroceéne. Ce déplacement chimique inhabituel implique leur localisation
dans le cone d’anisotropie de la porphyrine. Le signal le plus fortement blindé, a —5,18 ppm,
correspond au proton labile NH de la chaine hexylamine, qui subit donc les plus forts effets
du cone d’anisotropie de la porphyrine. Ce résultat, essentiel pour la suite de notre travail,
suggere la coordination de 1’azote de 1’amine sur le zinc, processus qui sera largement
exploité pour la détection d’especes neutres. Son attribution repose en particulier sur le fait

que ce signal, qui intégre pour un proton, disparait lors d’ajout de D,O (échange
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proton/deutérium). Tous les signaux qui apparaissent sur le spectre de RMN 'H en dessous de

—1 ppm ne présentent aucune tache de corrélation proton-carbone (Figure I11-59).

ppm
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Figure I11-59 : Carte de corrélation HMQC relative a 113Zn (CDCl, 298 K, 250 MHz, 5.10™ M).

Une expérience de RMN NOESY permet de rendre compte des interactions a travers
I’espace entre les protons de 113Zn. En particulier, la tache de corrélation entre les signaux
observés a 5,00 (cyclopentadiene) et 9,82 ppm (f-pyrrole) traduit la proximité dans I’espace
des protons correspondants attribués respectivement a Hk et Hl. Il s’ensuit que les signaux
observés a 3,64 et 2,23 ppm sont attribués respectivement aux résonances de Hi et Hh. Cette
attribution a pu étre confirmée par spectroscopie NOE différentielle (Figure I11-60). En effet,
lorsque 1’échantillon est soumis a une irradiation correspondante a la résonance du signal HI
(9,82 ppm), seuls les signaux a 3,60 ppm (Hi) et a 5,00 ppm (Hk) présentent un effet positif
significatif (Figure I1I-60A). Inversement, 1’irradiation effectuée a la résonance du signal Hk
induit une augmentation de 1’intensité du signal observé a 9,82 ppm attribué a Hl (Figure III-
60B). Ce résultat confirme 1’attribution des signaux observés a 9,82 et 5,00 ppm et révele
également 1’existence d’interactions entre les protons fF-pyrroliques HI et cyclopentadiényle

Hi.
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) 4 Hk  Hi
5_/N\/\/\/ “\

Fe |

& Q HI
" B ww
gV . ol

IR
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 (ppm)

Figure II1-60 : Spectres partiels de NOE différentiel de 113Zn (A et B) et spectre partiel de RMN 'H de 113Zn
(C) (3,0 6<10,5, CDCls, 250 MHz, 295 K).

4.1.3. Détermination du mode d’association de 113Zn.

Nous avons mis en ceuvre différentes techniques analytiques permettant d’évaluer le
mode d’association entre I’amine et la métalloporphyrine mis en évidence par le fort blindage
de nombreux signaux du spectre RMN 'H de 113Zn. Dans un premier temps, nous avons
étudié I’évolution du spectre de RMN 'H en fonction de la concentration en 113Zn. Aucun
déplacement significatif n’a été observé dans la gamme de concentration utilisable par RMN
(A5< 0,1 ppm de 7.102 M 4 7.10° M dans CDCls) ce qui ne permet pas de conclure quant au
type d’assemblage. Néanmoins, la largeur inhabituelle de ’ensemble des signaux suggére
I’existence d’équilibres dynamiques en solution. La relative faiblesse des interactions mises
en jeu est également mise en lumiére par I’utilisation d’un solvant deutéré coordinant tel que
le DMSO, qui entraine un déplacement de tous les signaux vers des valeurs de déplacements
chimiques supérieures a 0 ppm, en accord avec une modification importante du phénomene
d’association.

L’¢tude de 113Zn par spectroscopie d’absorption UV-visible dans le dichlorométhane, a
température ambiante, nous a également permis de confirmer I’existence d’interactions entre
le bras amine et le centre métalloporphyrinique. En particulier, la bande de Soret observée
classiquement a 419 nm dans le cas de la TPPZn [113] et & 422 nm dans le cas de 105,
apparait a 429 nm pour une solution de 113Zn dans le dichlorométhane. De plus, tandis que le
spectre de 113Zn évolue peu dans la gamme de concentration de 10~ a 10> M, la bande de
Soret a 429 nm subit un déplacement hypsochrome progressif lorsque la concentration devient

inférieure a 10° M, pour atteindre 424 nm a 5.10° M. Cette influence marquée de la

171



concentration sur la signature spectroscopique est révélatrice d’un assemblage
intermoléculaire et permet de rejeter I’hypothése d’une coordination intramoléculaire,
probablement défavorisée par la taille réduite de 1’espaceur (un seul carbone) entre le
ferrocéne et la fonction amine.

Le spectre de masse enregistré en mode d’ionisation douce (€lectrospray) confirme les
conclusions obtenues par spectroscopie UV-visible puisqu’il est constitu¢ de massifs
d’intensité relative décroissante, dont les maximums correspondent a des valeurs de m/z de
939 (100 %), 1881 (34 %), 2822 (17 %), 3766 (4 %) et 4708 (< 1 %), attribués respectivement
aux monomere, dimere, trimeére, tétramere et pentamére de 113Zn. Le profil isotopique
correspondant au monomere est identique au profil théorique et le pic intense observé a m/z =
839 correspond a la rupture de la liaison -Fc-CH,-NH-CH;-, comme en témoignent les profils
isotopiques expérimentaux et théoriques parfaitement superposables (Figure 111-62).

Le nombre de molécules impliquées dans 1’assemblage supramoléculaire a pu étre
déterminé par osmomeétrie (VPO : Vapor Pressure Osmometry, cf. partie expérimentale 7.),
dans le toluéne a 60 °C, pour des concentrations comprises entre 5 et 15.10° M. La masse
molaire moyenne effective mesurée de 1919 g/mol est en accord avec la formation d’un
dimére. Une vue tridimensionnelle d’une des associations envisageables, obtenue par
modé¢lisation moléculaire, est représentée sur la Figure I11-61. Cette représentation permet de

mieux appréhender le mode d’association et de montrer que la dimérisation est possible.

Figure I1I-61 : Modélisation moléculaire du dimére formé par association de deux molécules de porphyrine
113Zn, réalisée a I’aide du logiciel Insight II-Discover 2000.
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Figure III-62 : Rupture de la liaison -Fc-CH,-NH-CH,- de 113Zn. Comparaison des profils isotopiques
expérimentaux et théoriques.

Des expériences de RMN 'H a température variable ont été réalisées entre 330 et 298
K (Figure I11-63), ainsi qu’entre 298 K et 243 K (Figure I11-64), pour confirmer 1’attribution
des différents signaux et évaluer I'influence de la température sur le processus d’auto-
assemblage. L’augmentation de la température jusqu’a 330 K a peu d’influence sur les
déplacements chimiques mais entraine un affinement de tous les signaux, avec notamment la
résolution du doublet attribué aux protons S-pyrroliques a 9,82 ppm (*J = 4,4 Hz) et les
doublets correspondant aux groupements tolyle entre 7 et 8,5 ppm (°J = 8,1 Hz). Ces valeurs
de constantes de couplage spécifiques des fragments pyrrole et phényle confirment
I’attribution réalisée précédemment. Au contraire, I’abaissement de la température provoque
I’¢largissement des signaux puis leur décoalescence. La décoalescence du signal attribué a la
fonction NH de la chaine hexylamine (5,18 ppm) est particuliérement nette et témoigne de

I’équilibre entre deux conformations différentes de 1’assemblage.
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Figure I11-63 : Spectre de RMN 'H a température variable de 113Zn (toluéne-d8, 250 MHz, 5.10° M)
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Figure I11-64 : Spectre de RMN 'H a température variable de 113Zn (CDCl;, 500 MHz, 5.10‘3 M)
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4.1.4. Caractérisation électrochimique de 113Zn

L’¢tude de 113Zn par voltammétrie cyclique, réalisée dans le dichlorométhane a
température ambiante, révele 1’existence entre 0 et 1,5 V de quatre vagues d’oxydation
successives avec un épaulement marqué sur la deuxieme vague d’oxydation (Figure II1-65).
Précisons que les valeurs de potentiels données dans le texte sont référencées par rapport au
couple DMFc/DMFc'.

L’oxydation réversible centrée sur le ferrocene a E;» = 0,61 V est suivie par quatre
oxydations impliquant le macrocycle porphyrinique. Le mécanisme proposé¢ pour ces
oxydations successives est résumé dans la Figure III-65. Nous pouvons raisonnablement
postuler que I’amine coordinée sur la métalloporphyrine n’est pas oxydée dans la fenétre de
potentiel étudiée. En accord avec des résultats décrits dans la littérature relatifs a I’étude
¢lectrochimique d’oligoméres porphyriniques, 1’épaulement présent sur la premicre vague
d’oxydation de la porphyrine (E1, = 0,91 V) résulte vraisemblablement des interactions entre

les macrocycles porphyriniques dans 1’assemblage supramoléculaire [114, 115].

O =20

c 113Zn
1¢"vague : [PFc-PFc] ==  [PFc-PFc'] +e
[PFc-PFc] == [PFc*-PFc'] + e
épaulement : [PFc*-PFc*] == [P*Fc'] +[PFc*] +e

28me yague : [PFc*] == [P*Fc']l+e

38me yague : [P*Fc*] == [P¥Fc'l+e
[P*Fc] +Nu —  [P2*Fc'Nu]

\/ 10 HAT—» 4eme vague : [P#*Fe'Nu] == [P?Fc¢'Nu]* + e

1V
0. P : macrocyle porphyrinique, Fc : ferrocene, Nu : nucléophile

Figure III-65 : (A) voltampérogramme a 1’électrode a disque tournant de 113Zn (5.10° M, v = 10 mV/s,
CH,Cl, 0,1 M TBAP, ¢lectrode de travail : disque de carbone @ 3 mm, vitesse de rotation : 550 tr/min, contre
électrode : fil de Pt). (B) voltammogramme cyclique de 113Zn et (C) mécanisme proposé correspondant. (5.10™
M, v= 100 mV/s, CH,Cl, 0,1 M TBAP, ¢électrode de travail : disque de carbone @ = 3 mm, contre électrode : fil
de Pt). Dans les deux cas, les potentiels sont référencés par rapport au couple DMFc/DMFc'.

Selon le mécanisme proposé, la premiére vague d’oxydation a £, = 0,61 V correspond
aux deux oxydations a un ¢électron des fragments ferrocéne chimiquement équivalents dans le

dimére. L’épaulement marqué est attribué¢ a la premicre oxydation de la porphyrine, qui
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entraine la rupture de 1’assemblage intermoléculaire. La deuxiéme vague (£, = 0,91 V)
correspond a la premiere oxydation de la porphyrine dans le monomere 113Zn libéré par la
dissociation du dimeére, oxydation suivie d’une seconde a 1,18 V. Les systetmes rédox
observés entre 0,6 et 1,2 V sur le voltampérogramme de 113Zn sont tous réversibles (Figure
I11-65). L’espéce trioxydée [P*'Fc'], trés électrophile, est susceptible de réagir avec divers
substrats nucléophiles pour conduire de maniere irréversible a des dérivés de type
isoporphyrine [116-118]. En accord avec cette hypothese, la vague d’oxydation observée au
potentiel le plus élevé (E, = 1,45 V) résulte probablement de 1’oxydation d’une isoporphyrine
cationique formée par réaction de P> avec un bras amine. L’influence du bras amine sur
1’¢lectroactivité du récepteur est clairement démontrée lorsque la fonction amine de 113Zn est
quaternisée par 1’iodure de méthyle. Le dérivé [114Zn]"-BF4 dont la synthése est décrite au
paragraphe 4.2.2, est caractéris¢é en voltammétrie cyclique par trois oxydations
monoélectroniques réversibles attribuées au ferrocéne (E;, = 0,65 V) puis aux deux
oxydations successives de la porphyrine [P/P7] 4 Ejp = 0,94 Vet [P7/P*1a E;p=1,19 V
(Figure II1-74). La disparition de 1’épaulement observé au potentiel d’oxydation de la
porphyrine confirme I’influence de la fonction amine nucléophile sur les processus rédox

observés sur la Figure I11-65.

4.1.5. Processus de reconnaissance dynamique « on - off »
4.1.5.1. Réponse ¢électrochimique de 113Zn en présence d’hétérocycles azotés

Apres avoir identifié et caractérisé les processus d’association observés en solution, nous
avons développé une stratégie originale de détection électrochimique basée sur un processus
dynamique de coordination/décoordination de type «tail on - tail off» [119]. En effet,
I’addition de divers ligands hétérocycliques pour lesquels le zinc(II) présente une affinité
importante entraine le clivage de la structure supramoléculaire via la décoordination du
«bras » hexylamine. Ce processus a été mis en évidence par spectroscopie de RMN 'H
(déplacement des signaux vers les champs faibles), UV-visible (déplacement bathochrome de
la bande de Soret) et par électrochimie. En particulier, en accord avec le mécanisme proposé
dans la Figure II1-65, I’addition d’une base azotée provoque la disparition de 1’épaulement
observé sur la premiére vague d’oxydation de la porphyrine. Lors de ’addition de bases
coordinantes, les processus d’oxydation centrés sur la métalloporphyrine présentent un

caracteére irréversible trés marqué tandis que ceux impliquant la sonde électrochimique
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ferrocéne restent réversibles. La décoordination progressive du bras hexylamine, responsable
de la rupture de I’assemblage supramoléculaire, a pu ainsi étre suivie de fagon tout a fait
originale via le déplacement du potentiel d’oxydation du ferrocéne. En effet, 1’addition
progressive de bases azotées a une solution de 113Zn dans le dichlorométhane provoque le
déplacement progressif du potentiel de demi-vague du couple Fc/Fc'. En présence d’un exces
de bases azotées, des déplacements de potentiel d’une centaine de millivolts ont été observés
pour le couple Fc/Fc'. 11 faut souligner que les valeurs maximales de déplacement de potentiel
sont particulierement élevées comparées aux rares exemples décrits dans la littérature de
détection électrochimique d’especes neutres par des récepteurs rédox-actifs [120-122]. Cette
variation importante du potentiel de demi-vague résulte de plusieurs effets complémentaires.
Le déplacement du fragment hexylamine du site de coordination axiale de la
métalloporphyrine contribue évidemment pour une large part au déplacement du potentiel
d’oxydation du ferrocéne vers des valeurs moins positives en raison de 1’augmentation de la
densité €lectronique sur I’atome d’azote secondaire. Ceci est mis en évidence par le fait que
I’addition de bases azotées sur la porphyrine-ferrocéne 98Zn qui ne présente pas de bras
hexylamine, entraine un déplacement de potentiel trés limité. A titre d’exemple, il n’est que

de —20 mV en présence d’un large exces de pyridine.
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Figure II1-66 : Titrage potentiométrique de 113Zn par la pyridine, I’imidazole, le 1-méthylimidazole et le 2-
méthylimidazole (CH,Cl, 0,1M TBAP, électrode de travail : disque de carbone @ 3,5 mm, erreur : + 5 mV/s).

De plus, le déplacement maximal de potentiel de 113 Zn mesuré apres addition d’un
exces de pyridine et de 2-méthylimidazole souligne 1’effet de la basicit¢ du ligand sur

I’¢lectroactivité du ferrocéne directement connecté au systeme n-€lectronique de la
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porphyrine : plus le pKa est ¢levé, plus la base est forte et plus le déplacement de potentiel est
important. Cependant, la basicité n’est pas le seul critére a retenir puisque le potentiel de
demi-vague du couple Fc/Fc™ du récepteur 113Zn est moins déplacé dans le cas du 1-
méthylimidazole qu’en présence d’imidazole, suggérant [’existence d’interactions
complémentaires entre le récepteur et le substrat telle qu'une liaison hydrogéne entre I’amine
coordinée et les dérivés non N-substitués de I’imidazole. I est également raisonnable de
postuler que la « décompression » associée a I’évolution de la forme « on » vers la forme
« off » induit une modification de I’angle d’ouverture du métallocéne dont la variation affecte
directement ses caractéristiques rédox [123]. Ainsi, I’amplitude de la variation de potentiel
lors de I’addition de bases reflete la force de I’interaction et souligne 1’efficacité¢ de la
communication électronique entre le systéme aromatique de la porphyrine et le fragment
ferrocéne, I’effet de la coordination au métal inséré étant détectable au niveau du ferrocéne,
ainsi que I’importance du caractére dynamique de ce systéme sur ses performances en tant

que récepteur rédox-actif.

4.1.5.2. Etude par spectroscopie de RMN 'H.

Le processus de coordination-décoordination du bras hexylamine a également été suivi
par RMN. Ainsi, le titrage RMN 'H de 113Zn a été réalisé dans CDCl; avec la pyridine,
I’imidazole et le 2-méthylimidazole (Figure III-69). Les variations de déplacements
chimiques AS (= Oapres ajout) - Vinitiat)) Sont relevées a chaque nouvel ajout de base pour tous les
signaux identifiables au cours du titrage. Les signaux de la chaine hexylamine, initialement
largement blindés, se déplacent vers les champs faibles deés les premiers ajouts, confirmant
que le bras amine est alors déplacé hors du cone d’anisotropie de la porphyrine. L’évolution
des signaux attribués aux protons cyclopentadiényle nous a permis de formuler une hypothese
quant au mode de coordination du substrat sur le récepteur. Si 1’addition de bases azotées
induit un déblindage significatif du signal attribué aux protons Hk (a 4,94 ppm) et Hh (a 2,1
ppm), leur déplacement chimique final ne dépend pas de la nature du substrat ajouté. Notons
que le spectre de Hh atteint en fin de titration environ 4 ppm correspondant au domaine des
déplacements chimiques classiques des ferroceénes apres 1’ajout d’un excés de base azotée,
confirmant I’attribution par RMN COSY. En revanche si le signal des protons Hi (3,68 ppm),
et dans une moindre mesure celui des protons Hj (4,26 ppm) subissent également un
déblindage, la nature du substrat influence de facon significative leur déplacement chimique

final. Ainsi le déblindage des signaux attribués a Hi et Hj est beaucoup plus important dans le
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

cas de I’addition d’imidazole (Ao = 0,55 ppm et 0,45 ppm, respectivement), que suite a I’ajout
de pyridine ou de 2-méthylimidazole. Cette évolution, largement dépendante de la nature du
substrat, suggére 1’existence d’interactions complémentaires entre le récepteur et le substrat. Il
est en particulier tout a fait raisonnable d’envisager I’établissement d’une liaison hydrogene
entre I’atome d’azote de la fonction amine décoordinée et I’atome d’hydrogene de I’imidazole
(Figure III-67). Cette interaction, affaiblie dans le cas du 2-méthylimidazole et impossible
avec la pyridine, pourrait expliquer les différences observées lors du dosage par RMN 'H.

Les constantes d’association apparentes des bases azotées avec 113Zn ont été calculées a
partir de toutes les courbes de titrage présentées sur la Figure II1-69, en considérant, pour
simplifier, un équilibre 1:1 (association d’un monomeére de 113Zn + une base azotée). Bien
que cet équilibre ne refléte pas la réalité thermodynamique du processus, il doit permettre
cependant de comparer quantitativement les associations mises en jeu. L’imidazole présente
la plus forte interaction avec 113Zn (K = 280 + 20 M™), suivi du 2-méthyl-imidazole (K =

220 + 40 M) puis de la pyridine (K = 42 + 6 M™") (Figure III-68).
(CH2)5CH3

Tol

Figure I11-67 : Représentation envisageable d’une liaison hydrogene entre I’imidazole et 113Zn.

Cette évolution differe de celle obtenue lors de la détection électrochimique puisque pour
cette derniere, c’est le 2-méthylimidazole qui présente 1’association la plus forte. Cependant,
la constante d’association obtenue dans le cas de 1’addition d’imidazole semble confirmer

I’existence d’une interaction supplémentaire de type liaison hydrogene.
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Figure I11-68 : Ajustement paramétrique des courbes RMN de 113Zn correspondant au titrage des bases azotées
pour 8= 2,10 ppm a I’aide de I’Equation III-3 (5.10° M, CDCls, 250 MHz, 295 K).
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

2
AS = Somax. (Po +S, + lj - (Po +S, + 1) -4P,S, Equation III-3
2P, K K

Avec AS: Oginai-Omitial 5 Omax - Ofinal ~Onitial maximum 5 Po : concentration de 113Zn ; S, : concentration en substrat ; K :
constante d’association.

Nous avons vu que les propriétés spectroscopiques (RMN, UV-Visible) et
¢électrochimiques de 113Zn témoignent de I’existence d’un processus de coordination
intermoléculaire d’une amine sur le zinc d’une autre porphyrine. Nous avons ensuite mis a
profit ce phénomeéne d’association pour réaliser la détection spectroscopique et
¢lectrochimique de bases azotées aromatiques via un processus dynamique « on-off ». Les
déplacements du potentiel d’oxydation du ferrocéne obtenus, particulierement élevés pour une
détection d’espéces neutres, nous ont encouragés a poursuivre 1’étude électrochimique sur un
dérivé de 113Zn, dont la fonction amine a été quaternisée par deux groupements méthyle.

Cette quaternisation devrait nous permettre de réaliser la détection d’anions.

4.2. Conjugué ammonium-ferrocéne-porphyrine [114Zn]"-BF,",
[115Zn]"-BF, et [116Zn]*"(BF,),

4.2.1. Rappels bibliographiques

Il existe dans la littérature de nombreux exemples d’architectures moléculaires obtenues
par habillage spécifique de métalloporphyrines pour orienter et contrdler les propriétés de
reconnaissance du ligand exogeéne anionique [124]. De tels récepteurs sont largement utilisés
en tant qu’agents actifs dans des dispositifs membranaires [25]. La détection électrochimique
repose alors sur la capacité de ces « cargos » moléculaires a transporter une espece anionique
donnée au travers de membranes polymériques hydrophobes. En revanche, les seuls
récepteurs associant ferrocéne et porphyrine €laborés pour des applications en reconnaissance
¢lectrochimique d’anions dérivent de la 5,10,15,20-tétraaminophénylporphyrine (Figure III-
70) [54, 55]. Dans ces récepteurs, les quatre charges positives électrogénérées lors de
I’oxydation centrée sur les fragments ferrocéne, ainsi que les H-donneur portés par les
fonctions amide permettent de développer des interactions fortes (interactions électrostatiques
et liaisons hydrogéne) avec des espéces anioniques. Ainsi avec ce récepteur, Beer et coll. ont
pu détecter par voie é€lectrochimique les anions CI°, Br', NOs;~, HSO4 , H,PO4 en milieu

dichlorométhane/acétonitrile. Dans tous les cas, les motifs ferrocéne s’oxydent au méme
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potentiel et I’ajout d’anion induit un déplacement progressif de la vague d’oxydation vers les
potentiels plus négatifs avec une variation de potentiel plus ou moins importante selon 1’anion
et atropoisomére étudiés. Le déplacement maximal de —110 mV est observé dans le cas du

récepteur a,o.,f3,p lors de I’ajout d’un exces d’hydrogénosulfate.

Figure III-70: Différents atropoisomeres de la 5,10,15,20-tétrakis(o-ferrocénylcarbonylaminophényl)-
porphyrine de zinc(II) [54, 55].

4.2.2. Synthése et caractérisation de [114Zn]"-BF 4

Le récepteur [114Zn]"-BF,~ a été obtenu & partir de 113Zn (Figure I1I-71). La fonction
amine de 113Zn a été quaternisée en utilisant un exces d’iodure de méthyle en milieu THF
anhydre pour produire [114Zn]"I" avec un rendement de 80 %. L’iodure est alors échangé
par I’anion tétrafluoroborate sur résine échangeuse d’ions préalablement conditionnée par
HBF4, pour donner quantitativement le récepteur visé [114Zn]"-BF4". Ce récepteur présente

deux sites de complexation d’anion distincts et complémentaires : un site de coordination
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

centré sur I’atome de zinc de la métalloporphyrine et un site ammonium chargé positivement

qui peut établir des interactions de type ¢€lectrostatique avec une espece chargée négativement

[125, 126].
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Figure I1I-71 : Quaternisation de 113Zn ; i Mel (75 équivalents), K,CO; (1,2 équivalents), THF anhydre ; ii
IRA 96 saturée en BF,”, CH;CN.

Le spectre de RMN 'H de ce dérivé confirme le role primordial du bras hexylamine dans
le processus d’autoassemblage observé pour 113Zn (Figure III-72). La suppression du
pouvoir coordinant de I’amine sur le centre métallique de la porphyrine s’accompagne en effet
du déplacement des signaux du bras hexyle situés entre —5,2 et 0,6 ppm pour 113Zn et entre
0,6 et 3 ppm pour [114Zn]"BF,". Contrairement a 113Zn, les déplacements chimiques de ces
signaux sont par ailleurs trés peu influencés par le caractére coordinant ou non du solvant
deutéré utilis¢ (DMSO ou CDCls).

Le spectre d’absorption UV-visible confirme également la disparition du processus de
coordination de ’amine sur le zinc, puisque la signature spectroscopique de [114Zn]"-BF4”
est tout a fait comparable a celle du dérivé métallé 105Zn (Figure 111-73). De plus, le spectre
de masse obtenu par ionisation €lectrospray ne présente plus de massifs correspondant aux
assemblages oligomériques et le pic moléculaire correspond a la masse du monomeére (m/z =
968,2).

Les études de voltammétrie cyclique, a impulsion dérivée et sur électrode a disque
tournant de [1 14Zn]+-BF4', réalisées dans CH,Cl, 0,1 M TBAP, révelent la présence de trois
oxydations mono¢lectroniques réversibles a Ej, = 650, 940 et 1190 mV (Figure I11-74). La
premiére vague est attribuée au couple Fc/Fc', suivie de deux oxydations monoélectroniques
de la porphyrine, pour former successivement un radical cation P™ puis une espéce
dicationique P [114, 115]. L’activité électrochimique de [114Zn]"BF4 est

considérablement simplifiée par rapport a celle de 113Zn. En particulier, 1’épaulement
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attribu¢ a la premiere oxydation de la porphyrine dans le dimére [113Zn], n’est plus observé

sur la courbe de voltammétrie cyclique de [114Zn]"-BF4".

Tol

-Me | Tol

n,o

k jih H,0  [bmso

e/ \\_‘__,LL,.,JUU

[ T T T T T T T T T T A A A O A e O S e R A T Y O e R B A B A A B B O
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2(ppm) -3

Figure III-72 : Spectre RVMN 'H de [114Zn]"-BF, (5.10° M, DMSO0-d6, 295 K, 400 MHz).
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Figure III-73 : Spectres d’absorption UV-visible de 105Zn, 113Zn et [114Zn]"BF,” (CH,Cl,, 298 K).
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Figure I11I-74 : Voltammétries a impulsion dérivée (A, C) et cycliques (B, D) de [114Zn]"-BF, et de 113Zn
(5.10'4 M, CH,CI, 0,1 M TBAP, électrode de travail : disque de carbone @ = 3 mm, contre-électrode : fil de Pt,
référence : DMFc¢/DMFc”, v= 100 mV/s).

4.2.3. Etude de la complexation d’anions par spectroscopie
d’absorption UV-visible

Les titrages par spectroscopie UV-visible de HSO4~, H,PO4~, NOs™, CI', Br™ et F~ par
[114Zn]"-BF, ont été réalisés dans le dichlorométhane. La constante d’association entre
[114Zn]"BF4 et I’anion étudié a été estimée a partir d’une expression trés similaire & celle
décrite précédemment pour les titrages RMN, cette équation n’est valable que dans le cas d’un

¢équilibre 1:1 entre le récepteur et le substrat (Equation I11-4).

2
& —¢€ 1 1
AA:( ‘2 2) (Po+S0+Ej— ((POJFSNLE] —4POSOJ Equation I11-4

avec AA 1 Agna-Ainiiar (mesurées a la longueur d’onde A); &, & : coefficients d’extinction molaire de
[114Zn]"BF, a 0 équivalent d’anion ajouté et & un nombre d’équivalents infini, respectivement; Py :
concentration de [114Zn]"BF, ; S, : concentration en substrat ; K : constante d’association.
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4.2.3.1. Cas des halogénures

Une modification importante du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"-BF,~ est
observée lors de I’addition de quantités croissantes de chlorure de tétra-n-butylammonium
(TBACI). L’addition de cet anion a une solution de [114Zn]"-BF,~ dans le dichlorométhane
0,1 M TBAP s’accompagne en effet d’'un déplacement bathochrome de toutes les bandes
d’absorption (Figure III-75). De plus, I’observation de quatre points isosbestiques au niveau
de la bande de Soret (a 432 nm) et des bandes a et f (2 577, 610 et 622 nm) est en accord avec
un équilibre simple et bien défini entre le récepteur libre et complexé. La constante
d’association Kiq[[114Zn]"C1] du récepteur [114Zn]"-BF," avec les anions chlorure,
calculée & partir de ’Equation I11-4, est estimée a environ 10* M (Figure III-76A). Cette
constante est quarante fois plus élevée que celle obtenue dans les mémes conditions avec la
ZnTTP (Figure III-76B), utilisée comme référence (Ke[ZnTTPCI] = 2,5.10° M), cette
derniere valeur étant en parfait accord avec celles données dans la littérature pour la TPPZn

[113, 127].
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Figure III-75: Evolution du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"-BF; en fonction du nombre
d’équivalents (entre 0 et 635) de TBACI ajoutés (4,84.10° M, CH,Cl, 0,1 M TBAP).
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Figure III-76: Ajustements paramétriques des courbes UV-visible correspondant au titrage de (A)
[114Zn]"-BF, et de (B) la ZnTTP par TBACI a I’aide de I’Equation I11-4.

L’addition de fluorure et de bromure de tétra-n-butylammonium a une solution de
[114Zn]"-BF4 entraine une évolution comparable du spectre d’absorption UV-visible (Figure
II1-77 et Figure III-78 respectivement). Dans les mémes conditions que précédemment, la
constante d’association de [114Zn]"Br~ a été estimée a Keq[[114Zn]"Br] =9,2.10° M ', en
parfait accord avec une interaction plus faible du bromure avec les deux points d’ancrage du
récepteur (Figure I11-79A). La constante d’association de [114Zn]"F~ n’a pas pu étre estimée
car la courbe relative a 1’évolution de 1’absorbance en fonction de la concentration en fluorure
de tétraéthylammonium (TEAF) présente une forme sigmoidale interdisant tout ajustement
paramétrique a partir de I’Equation I1I-4 (Figure III-79B). Ce comportement peut s’expliquer
par un phénomene de précipitation, ou par 1’établissement d’équilibres complexes dus a des
steechiométries plus ¢€levées [128]. Cependant, de manicére qualitative, 1’absorbance d’une
solution a 5.10° M atteint un déplacement maximal pour une concentration beaucoup plus
faible en fluorure (~ 1,5.10* M) que dans le cas du chlorure (~ 3.10° M) et du bromure (~
3.10* M) suggérant une plus grande constante d’association avec le fluorure qui est I’anion le

plus basique des halogénures.
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Figure III-77 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"BF, en fonction du nombre
d’équivalents de TBABr ajoutés (entre 0 et 5672 équivalents, 4,84.10° M, CH,Cl, 0,1 M TBAP).
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Figure III-78: Evolution du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"BF, en fonction du nombre
d’équivalents de TEAF ajoutés (entre O et 46 équivalents, 4,84.10° M, CH,Cl, 0,1 M TBAP).
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Figure I1I-79 : (A) ajustement paramétrique des courbes UV-visible correspondant au titrage de [114Zn]"BF,
par TBABTr a I’aide de I’Equation I1I-4 et (B) tracé de la variation d’absorption en fonction de la concentration en
TEAF.

4.2.3.2. Cas des anions HSO4~, H,PO4 et NO;~

Un ajout de plus de 2000 équivalents d’hydrogénosulfate ne modifie que trés peu ’allure
du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"-BF,” dans le dichlorométhane contenant 0,1
M TBAP, avec un faible déplacement bathochrome de la bande de Soret et des bandes Q (1
nm et 3 nm respectivement). Par ailleurs, 1’addition de quantités croissantes d’anion H,PO4~
ne fournit pas de résultats exploitables en lien avec des phénomeénes de précipitation,
¢galement observés lors de 1’étude ¢électrochimique (cf. 4.2.4.2).

Un comportement différent est observé lors de 1’addition de nitrate (Figure II1I-80).
L’ajout de cet anion entraine la décroissance de la bande de Soret initialement a 425 nm et des
bandes Q a 565 et a 613 nm, au profit de nouvelles bandes a 433, 577 et 628 nm qui atteignent
leur développement maximal aprés 1’ajout de plus de 8000 équivalents molaires d’anion. La
présence de quatre points isosbestiques a 430, 572, 598 et 615 nm traduit I’existence d’un
équilibre simple entre la forme libre et la forme complexée. L’analyse de I’absorbance de la
nouvelle bande de Soret en fonction de la concentration en NO;~ est compatible avec la
formation d’un complexe pentacoordiné avec une constante d’association estimée a
Kiea[[114Zn]“NO;37] = 130 M' (Figure III-80A), témoignant de la faible interaction entre le

nitrate et le récepteur.
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Figure I11-80 : (A) Evolution du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"BF, en fonction du nombre
d’équivalents (entre 0 et 8150) de TBANO; ajoutés (4,84.10° M, CH,Cl, 0,1 M TBAP). (B) Ajustement
paramétrique des courbes UV-visible correspondant au titrage de [114Zn]"-BF;” par TBANO;, a 1 = 433 nm a
’aide de I’Equation I11-4 (CH,Cl, 0,1 M TBAP).

4.2.4. Réponse électrochimique de [114Zn]"-BF, en présence
d’anions

4.2.4.1. Cas des halogénures

Le suivi par voltammétrie a impulsion dérivée de 1’addition de quantités croissantes de
chlorure de tétra-n-butylammonium (TBACI) & une solution de [114Zn]"BF, (5.10°% M,
CH,CI, 0,1 M TBAP) se traduit sur le voltammogramme par une diminution progressive de
I’intensité du pic initial correspondant a 1’oxydation du ferrocéne a £, = 0,650 mV, au profit
de ’augmentation a un potentiel plus négatif d’un nouveau pic correspondant a 1’oxydation
du ferrocéne dans le récepteur complexé (£, = 520 mV, AE =—-130 mV).

Le signal initial correspondant au ligand libre disparait complétement et le nouveau pic
atteint son intensité maximale aprés I’addition d’un équivalent d’anions chlorure. Cette
évolution différe considérablement du comportement a une vague observé dans les rares cas
de récepteurs rédox-actifs permettant une détection é€lectrochimique d’halogénures [55, 56].
L’effet symbiotique des multiples points d’ancrage a ét¢ démontré en étudiant dans les mémes
conditions la réponse électrochimique d’un simple ferrocéne-ammonium et du récepteur 5-
ferrocényl-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrine de zinc(II) 98Zn. Les signatures ¢électrochimiques
de ces récepteurs de référence [Fc—CHg—N+(CH3)2—(CH2)11—CH3]-BF4' [126] et 98Zn ne
présentent pas de comportement « a deux vagues » mais subissent un faible déplacement de

potentiel, respectivement de —5 et —50 mV, lors de I’addition d’un équivalent de TBACI.
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Figure III-81 : Evolution de la courbe de voltammétrie a impulsion dérivée de [114Zn]"BF, entre 0 et 1
équivalent de TBACI ajouté (5.10'4 M, CH,CI, 0,1 M TBAP, électrode de travail : disque de carbone vitreux @ =
3 mm, référence : DMFc¢/DMFc’, v=10 mV.s™). Les équilibres mis en jeu lors de ce dosage sont représentés sur
la partie droite de la figure.

Le comportement « a deux vagues » du processus de reconnaissance de [114Zn]"BF,
résulte donc d’un effet coopératif des deux points d’ancrage, la fonction ammonium et I’acide
de Lewis, connectés a la méme sonde ferrocénique. Les propriétés de reconnaissance
électrochimique de [114Zn]"*BF4" se sont révélées étre spécifiques des halogénures puisqu’un
comportement similaire a ét¢ également observé en présence de bromure (TBABr) et de
fluorure (TEAF), avec une nouvelle vague qui apparait & un potentiel plus négatif dans le cas
du fluorure (AE = -150 mV) que dans celui du bromure (AE = —-112 mV). Ces déplacements
de potentiel sont donc corrélés a la basicité relative de ces ligands anioniques. Ils ont été mis a
profit pour déterminer la constante d’association Ko [[114Zn]"~X"]" du complexe formé entre
le récepteur a 1’état oxydé et I’anion X~ [129, 130] a I’aide de I’Equation III-5 et en utilisant

les constantes d’association mesurées dans 1’état réduit par titrage spectrophotométrique.

Equation III-5

nFAE}
RT

Kox = Kred exp(

La valeur élevée de Ko, [[114Zn]"CI7]", estimée a environ 1,7.10° M, permet non
seulement d’expliquer la détection spécifique des chlorures mais souligne également I’effet
bénéfique des processus d’oxydation en reconnaissance électrochimique anionique: la
génération d’espeéces cationiques in situ renforce considérablement les interactions

électrostatiques entre les espéces anioniques et le récepteur. La valeur de Kox[[114Zn]"-Br ]
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estimée a 7,5.10* M, est plus faible que celle de Kox[[114Zn]"CI"]". Le rapport Kox/Kreq le
plus ¢élevé (344) a été obtenu avec 1’anion fluorure. Malheureusement, I’évolution complexe
du spectre d’absorption UV-visible de [114Zn]"-BF4" lors de I’ajout d’anions fluorure n’ayant
pas permis de déterminer la constante d’association a 1’état neutre (K..q), il n’a pas été

possible de déterminer la valeur de Kx dans ce cas.

4.2.4.2. Cas de ’anion dihydrogénophosphate H,PO4~

Une perturbation trés importante de I’activité électrochimique de [114Zn]"-BF4~ a été
observée lors de I’addition d’anions dihydrogénophosphate. En effet, le potentiel d’oxydation
du couple Fc/Fc™ subit un déplacement vers les potentiels plus négatifs de —240 mV en

présence de 20 équivalents de H,PO,4™ (Figure I1I-82A).
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Figure I11-82 : (A) Evolution du potentiel d’oxydation du ferrocéne de [114Zn]"-BF,” mesuré par voltammétrie
a impulsion dérivée, en fonction du nombre d’équivalents de TBAH,PO, ajoutés (5.10'4 M, CH,Cl, 0,1 M
TBAP, électrode de travail : disque de carbone vitreux @ = 3 mm, contre-¢lectrode : fil de Pt, référence :
DMFc¢/DMFc’, v=10 mV.s' ). (B) Courbe de voltammétrie cyclique de [114Zn]"BE, aprés I’ajout de 50
équivalents de TBAH,PO, (5.10'4 M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : disque de carbone vitreux @ =
3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : DMFc¢/DMFc', v= 100 mV.s'l).

Cependant, les propriétés de reconnaissance électrochimique de [114Zn]"-BF,” vis-a-vis
de H,PO4™ n’ont pas été évaluées de facon détaillée, car 1’addition de cet anion entraine une
perte de la réversibilit¢ des vagues d’oxydation correspondant au ferrocéne et a la porphyrine
(Figure I11-82B). Un tel comportement, déja observé dans le cas de simples sondes ferrocéne-
ammonium [125, 126], témoigne de la formation de paires d’ions tres fortes entre Ho,PO4~ et

le ferricinium qui conduit a des phénomeénes d’adsorption et/ou de précipitation a 1’¢électrode.
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines
4.2.4.3. Cas du nitrate NO;™ et de I’hydrogénosulfate HSO4~

L’avantage d’un tel récepteur a plusieurs centres rédox est mis en lumicre lors de I’étude
de la réponse électrochimique de [114Zn]"BF,~ en présence de HSO4~ ou NOs™. En effet, le
déplacement progressif du potentiel d’oxydation du ferrocéne, mesuré par voltammétrie a
impulsion dérivée est pratiquement identique en présence d’hydrogénosulfate ou de nitrate de
tétra-n-butylammonium (AE ~ —80 mV apres I’ajout de 20 équivalents, Figure III-83A). Ces
évolutions comparables de la vague d’oxydation du ferrocéne, qui reste quasi-réversible en
présence d’un exceés d’anion, suggérent une interaction ¢lectrostatique similaire entre le
fragment ferricinium-ammonium doublement chargé et ces deux espéces anioniques. En
revanche, le déplacement vers les potentiels plus négatifs de la vague d’oxydation centrée sur
la porphyrine est différent selon 1’anion étudié, avec respectivement des déplacements de
—140 mV et de -90 mV lors de I’ajout de 20 équivalents de HSO4 et de NOs~ (Figure III-
83B). Cette évolution différente de 1’activité rédox de la porphyrine selon 1’anion considéré

est attribuée & la plus grande basicité de HSOy .
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Figure II1-83 : Evolution des potentiels de pic anodique d’oxydation (A) du ferrocéne (Fc/Fc') et (B) de la
porphyrine (P/P™) suivie par voltammétrie a impulsion dérivée de [114Zn]"-BF,” en fonction du nombre
d’équivalents molaires d’anions ajoutés (5.10'4 M, CH,CI, 0,1 M TBAP, ¢électrode de travail : disque de carbone
vitreux @ = 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : DMF¢/DMFc’, v=10 mV.s™ ).

Les expériences de voltammétrie cyclique réalisées en présence de ces anions mettent
¢galement en évidence une coalescence des deux premieres vagues d’oxydation centrées sur
la porphyrine, accompagnée d’une perte de réversibilité. Cette coalescence est également
observée par voltammétrie a 1’électrode a disque tournant (Figure I11-84). Ainsi, la vague
d’oxydation monoélectronique centrée sur la porphyrine, attribuée au couple P/P", évolue
vers un processus d’oxydation a deux électrons lors de 1’ajout d’un excés d’HSO, et de NO3

(Figure I1I-84C). Une analyse attentive des données €lectrochimiques révele une décroissance
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progressive du courant limite correspondant au couple P™/P**, au profit d’un nouveau systéme
qui apparait au méme potentiel que celui du couple rédox P/P™ (Figure I1I-84B). Il faut
souligner que le recouvrement des deux vagues d’oxydation centrées sur la porphyrine (P/P"™
et P7/P*") est également observé sur le voltammogramme cyclique de [114Zn]"BF,
enregistré dans le DMSO (0,1 M TBAP). Son origine sera discutée dans le paragraphe
suivant. L’évolution du potentiel du pic d’oxydation centré sur la porphyrine (Figure II1-83)
ne correspond donc pas a un simple transfert d’électron influencé par le processus de
complexation d’anions. La différence observée lors de 1’addition de NOs~ et d’HSO4 peut
néanmoins étre exploitée puisqu’elle est directement corrélée aux caractéristiques physico-

chimiques de 1’anion ajouté qui influence les équilibres électrochimiques et chimiques mis en
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Figure I11-84 : (A) Voltammétrie cyclique d’une solution & 5.10* M de [114Zn]"BF,” (CH,Cl, 0,1 M TBAP,
électrode de travail : disque de carbone vitreux @ = 3 mm, contre électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgNO; 107
M). (B) Voltammétrie cyclique d’une solution a 5.10* M de [114Zn]"BF,” (CH,Cl, 0,1 M TBAP) + 1
équivalent de TBANO;. (C) Evolution du voltammogramme enregistré sur €lectrode a disque tournant pour
0/0,5/1 et 5 équivalents de TBANO; ajoutés, (5 0% M, v=10 mV/s, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail :
disque de carbone vitreux @ = 3 mm, vitesse de rotation : 550 tr/min, contre électrode : fil de Pt, référence :
AglAgNO; 102 M).

4.2.4.4. Détection du phosphate et de ’ATP* dans le DMSO

La réponse voltammétrique de [114Zn]"-BF4~ dans le DMSO (0,1 M TBAP) est
caractérisée par la faible réversibilité des signaux correspondant a I’oxydation du ferrocene et
de la porphyrine. La voltammétrie en mode stationnaire révele également le recouvrement des

deux oxydations de la porphyrine P/P™ et P™/P** en un seul processus 4 deux électrons. De
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Chap. III : Conjugués ferrocéne-porphyrines

telles caractéristiques, également observées pour [114Zn]"-BF,~ dans le dichlorométhane en
présence d’exceés d’anions nitrate ou hydrogénosulfate (Figure III-84), ou dans le cas de
porphyrines « basket handle » et « picket fence » [100, 106, 131-133], suggérent I’existence
d’un mécanisme de type ECE (E : étape électrochimique, C : étape chimique) ou le radical
cation P™ électrogénéré réagit avec une espéce nucléophile, comme le DMSO, pour produire
une nouvelle espéce qui s’oxyde au méme potentiel ou a un potentiel inférieur au couple
rédox P/P™".

En dépit de la faible réversibilité du couple Fc/Fc™ de [114Zn]"*BF,4 dans le DMSO,
nous avons enregistré I’évolution du potentiel d’oxydation de la sonde métallocénique lors de
I’addition de quantités croissantes d’anions ATP?" ou dihydrogénophosphate (Figure III-85).
Les déplacements maximaux de potentiel mesurés par voltammétrie a impulsion dérivée sont
relativement importants malgré la polarit¢ élevée du DMSO qui défavorise de facon

significative les interactions électrostatiques entre le récepteur et 1’anion.
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Figure III-85: Evolution des potentiels de pic anodique d’oxydation du ferrocéne (Fc/Fc') suivie par
voltammétrie a impulsion dérivée de [114Zn]"BF,” en fonction du nombre d’équivalents molaires d’anions
ajoutés (5.10'4 M, DMSO 0,1 M TBAP, électrode de travail : disque de Pt @ = 5 mm, contre-¢électrode : fil de Pt,
référence : Ag/AgNO; 1072 M).

4.3. Conjugué porphyrine-ferrocéne-ammonium [115Zn]"BF,

Afin d’introduire des interactions supplémentaires de type liaison hydrogéne entre le
récepteur et le substrat anionique, nous avons envisagé la formation du fragment ammonium
par protonation du groupement amine de 113Zn. L’addition de 1,1 équivalents molaires
d’acide tétrafluoroborique, en solution dans 1’éther diéthylique, & 113Zn préalablement

dissous dans un minimum de n-hexane entraine la précipitation du sel d’ammonium visé
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[115Zn]"BF4 sous la forme d’un solide rose-violet. Aprés ringage du précipité a I’hexane et
séchage sous vide, le spectre RMN 'H de ce dérivé enregistré dans le chloroforme ne présente
pas de signaux en dessous de 0 ppm, en accord avec la protonation de la fonction amine et la
rupture des processus d’auto-association observés pour 113Zn.

Les caractéristiques électrochimiques de [115Zn]"-BF4~ sont trés similaires a celles de
[114Zn]"-BF4". En effet, la courbe de voltammétrie cyclique est constituée de trois oxydations
successives et réversibles a un électron a Ei, = 0,630 (Fc/Fch), 0,935 (P/P™) et 1,200 V
(P"'/P*") (Figure 11I-86).
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E,,=1,2200V
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Figure I11-86 : (A) Voltammétrie a 1’électrode a disque tournant (5.10’4 M, v=10 mV/s, CH,Cl, 0,1 M TBAP,
¢lectrode de travail : disque de carbone @ 3 mm, vitesse de rotation : 550 tr/min, contre électrode : fil de Pt) et
(B) voltammétrie cyclique de [115Zn]"BF,” (5.10* M, CH,Cl, 0,1M TBAP, électrode de travail : disque de
carbone vitreux @ = 3 mm, contre €lectrode : fil de Pt). Les potentiels sont référencés par rapport au couple
DMFc/DMFc'.

Nous avons étudié la réponse électrochimique de ce récepteur en présence de différents
anions afin de déterminer 1’influence des liaisons hydrogéne sur la détection électrochimique.
Ainsi, lors de I’ajout d’une quantité croissante d’ions chlorure a une solution de
[115Zn]"-BF," dans le dichlorométhane (5.10™* M), un comportement identique a celui de
[114Zn]"-BF, a été observé, avec un déplacement de —130 mV du pic d’oxydation du
ferrocéne apres 1’ajout de 1 équivalent de TBACI (Figure III-87). L’évolution observée en
présence de HSO4 et de H,PO4 est également tout a fait similaire a celle obtenue avec

[114Zn]"-BF4". Nous pouvons donc conclure que 1’établissement de liaisons hydrogéne entre

I’espéce anionique et I’ammonium n’a pas ou trés peu d’influence sur le potentiel d’oxydation
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de la sonde ¢électrochimique, comparé aux autres interactions mises en jeu dans la

complexation.

E, =495 mV

Figure I11-87 : Evolution de la courbe de voltammétrie & impulsion dérivée de [115Zn]"BF, entre 0 et 1
équivalent de TBACI ajouté (5.10’4 M, CH,Cl, 0,1 M TBAP, électrode de travail : carbone vitreux @ = 3 mm,
référence : DMF¢/DMFEc’, v=10 mV.s™).

5. CONCLUSION

Nous avons développé une stratégie de synthése pour élaborer une nouvelle famille de
conjugués ferrocene-porphyrine, dans lesquels de un a quatre groupes ferrocéne sont
directement connectés au macrocycle porphyrinique. D’autre part, des fonctionnalisations
ultérieures de ces assemblages nous ont permis de construire des récepteurs originaux, pour la
détection voltammétrique d’especes anioniques ou neutres.

La connexion directe d’un nombre croissant de sondes rédox ferrocéne en position méso
d’une porphyrine entraine une évolution réguliére des spectres de RMN du proton, avec
notamment un blindage progressif des signaux correspondant aux protons f-pyrroliques et un
déblindage de ceux relatifs aux protons NH. En spectroscopie UV-visible, 1’évolution la plus
significative est une diminution progressive de I’intensit¢ de la bande de Soret qui
s’accompagne d’un déplacement bathochrome. Ces évolutions sont révélatrices d’une perte
significative de I’aromaticité de la porphyrine, en partie due a 1’effet électronique induit par
les ferroceénes qui partagent leur densité électronique avec la porphyrine, mais également en
raison de la déformation du macrocycle due a une augmentation de 1’encombrement stérique
avec le nombre de groupes ferrocéne.

Les caractérisations électrochimiques ont montré 1’existence d’une communication
¢lectronique efficace entre les fragments ferrocéne et la porphyrine, ainsi qu’entre les sondes
ferrocéniques dans le cas des assemblages polyferrocéniques, la communication électronique

entre métallocénes s’effectuant a travers le macrocycle. Ces résultats ont été confirmés par
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une ¢tude spectroélectrochimique, qui a montré que les caractéristiques spectroscopiques de
I’espéce obtenue par oxydation a un électron du centre ferrocéne sont similaires a celles du
radical cation obtenu par oxydation monoélectronique d’une simple métalloporphyrine
comme la TPPZn.

Le complexe de zinc de la monoferrocéne-porphyrine contenant un « bras » hexylamine
complémentaire s’assemble en solution sous la forme d’un dimere, suite a la coordination de
I’azote de I’amine sur I’atome de zinc. Nous avons ensuite tiré profit de ce phénomene d’auto-
association, ainsi que de la communication électronique efficace au sein du récepteur, pour
réaliser la détection électrochimique d’espéces neutres par un processus dynamique original
«on-off ». L’évolution significative du potentiel d’oxydation du ferrocéne en présence de
bases azotées, qui se coordinent sur la métalloporphyrine en déplacgant le groupe hexylamine
et en cassant I’assemblage supramoléculaire, est particulieérement remarquable. Ce phénomene
de reconnaissance électrochimique résulte de la complémentarité de processus dynamiques et
¢lectroniques. L’importance du déplacement du potentiel du centre ferrocéne n’est pas
uniquement dictée par la basicité relative des différentes bases azotées testées, mais aussi par
des interactions supplémentaires comme des liaisons hydrogéne ou des phénomeénes de
répulsion stérique. Ainsi, une sélectivité particulicre a été observée pour 1’imidazole,
comparativement au 2-méthylimidazole.

Nous avons également introduit un groupement alkylammonium dans le complexe de
zinc d’une monoferrocene-porphyrine, pour construire un récepteur d’anions combinant deux
interactions complémentaires : une coordination sur la métalloporphyrine et une interaction
¢lectrostatique avec le site ammonium. Les signatures électrochimiques parfaitement définies
et complémentaires du ferrocéne et de la porphyrine, ainsi que le renforcement des
interactions avec 1’anion suite a 1’oxydation du ferrocéne en ferricinium, sont deux propriétés
qui conférent a ce récepteur des caractéristiques particulicrement adaptées a la détection
¢lectrochimique d’anions. La connexion directe entre le ferrocéne et la porphyrine de zinc a
notamment permis de détecter les anions halogénure selon un processus d’oxydation centré
sur le ferrocéne « a deux vagues ». Un tel comportement basé sur des interactions de type
paire d’ions et métal-ligand et qui n’a pas ¢été observé avec des molécules ne pouvant
développer qu’une seule interaction, souligne I’intérét de combiner plusieurs types

d’interactions ainsi que plusieurs sondes rédox au sein d’'une méme molécule.
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Chap. IV : Récepteurs RAFT-ferrocéne

1. INTRODUCTION

Les architectures supramoléculaires et les matériaux moléculaires de taille et
structuration nanométriques présentent un intérét majeur pour le développement des
nanosciences et des nanotechnologies, avec de nombreuses applications potentielles dans des
domaines de la catalyse, de 1’analyse, ou encore de I’¢électronique moléculaire. Ce domaine en
plein essor, s’appuie sur une importante activit¢ d’ingénierie moléculaire et conduit les
chimistes a concevoir et ¢élaborer des architectures moléculaires fonctionnelles pour relever
les nouveaux challenges technologiques basés sur 1’étude et 1’utilisation des propriétés de la
matic¢re a I’échelle nanométrique. Une stratégie prometteuse consiste a utiliser les propriétés
structurales, dynamiques et ¢lectroniques de molécules biologiques ou d’assemblages
nanostructurés bio-inspirés pour assurer une fonction spécifique dans un dispositif
technologique.

L’incorporation de complexes métalliques dans des macromolécules biogéniques permet
en particulier de générer des nano-objets moléculaires, nanoparticules fonctionnelles, ou
matériaux nanostructurés rédox et/ou photoactifs présentant un fort potentiel en analyse et/ou
¢lectronique (bio)moléculaire. Dans ce contexte, 1’association de complexes de coordination
ou de composés organométalliques avec des architectures peptidiques est un axe de recherche
en plein développement. Cet intérét s’explique largement par les caractéristiques
¢lectroniques et/ou optiques remarquables des complexes de coordination, par le role essentiel
des assemblages peptidiques dans une grande majorité des processus biologiques, en raison de
leurs propriétés de transport et d’activation, ainsi que par leur aptitude a s’assembler
spontanément en structures de taille nanométrique [1, 2]. L’association de telles architectures,
naturelles ou synthétiques, avec des centres actifs métalliques choisis pour leurs propriétés
informatives, catalytiques et/ou électroniques, ouvre ainsi de larges perspectives dans la
construction de biomolécules, biomatériaux et dispositifs (bio)moléculaires rédox, opto- ou
photo-actifs type nanovecteurs, nanosondes, nanocapteurs et nanomachines [3, 4].

A titre d’exemple, la composition et I’organisation de la structure peptidique qui abrite
I’héme controle la fonction du site actif et favorise 1’activation ou le transport de I’oxygene.
De nombreux cyclopeptides naturels assurent également le transport et la régulation d’ions
métalliques dans les systémes membranaires grace a leurs capacités a capturer et relarguer ces
especes. Il est également bien établi que les métalloprotéines naturelles contiennent des ions
métalliques leur conférant une réactivité spécifique ou participant a la stabilisation d’une

structure peptidique particuliere. Partant de ce constat, sur la base de la chimie de
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coordination de cations métalliques les chimistes ont développé de nouvelles stratégies
(Figure IV-1) pour construire des structures de tailles et de conformations bien définies,

comme des hélices ou des feuillets, a partir de peptides synthétiques [5].
C)—Q @ a
: @ - R —— ®
w-helix random coil turm
l °

[i-sheet

Figure IV-1: Différentes possibilités pour induire le repliement d’un peptide par coordination d’un cation
métallique [5].

Les chimistes de coordination ont également développé des applications des composés
bioorganométalliques, en utilisant des acides aminés ou des peptides comme ligands ou

substrats, dans des synthéses catalytiques sélectives [6]. Un exemple caractéristique est décrit

sur la Figure IV-2 [7].
~ NHCOR' H, + NHCOR'
CO,R? [cat] > CO,R?

0
Catalyseur NHA
\

(docjRh— H(CH2)sSi-zéolite

Figure IV-2: Hydrogénation énantiosélective d’esters acétamidocinnamate catalysée par des complexes
immobilisés proline-amide du RhI [7].

La diversit¢ des acides aminés qui composent ces supramolécules, ainsi que leur
propriétés spécifiques (charge, polarité, caractere hydrophile/hydrophobe) rendent Ies
assemblages polypeptidiques particulierement attractifs pour des applications en détection,
transport et/ou distribution contrdlée d’especes d’intérét biologique [8]. Il est maintenant bien
établi que le greffage de complexes métalliques sur des assemblages biologiques est a la base
de la synthese de biomatériaux rédox-actifs applicables a la construction de dispositifs du type
capteur ou interrupteur [2, 9-16].

En particulier, les conjugués du ferrocéne avec des acides aminés [17, 18] et des peptides
[19] font I’objet de recherches intenses. En effet, en raison de sa grande stabilité¢ a 1’air dans
les milieux organique et aqueux et de ses propriétés structurales et rédox uniques, associées a

une réactivité chimique permettant d’accéder a de multiples dérivés, le ferrocéne est sans
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aucun doute la brique élémentaire la mieux adaptée a la construction de bioconjugués rédox-
actifs. A titre d’exemple, le pseudo-cyclopeptide rédox-actif dérivé du ferroceéne, dont la
synthese est décrite Figure V-3, présente des propriétés de complexation sélective des cations
alcalins et alcalino-terreux [15]. Sa sélectivité pour le calcium vis-a-vis du potassium

(K

o [ K> 10%) est supérieure a celle du complexant naturel qu’est la valinomycine. De
plus, I’oxydation du groupe ferrocéne est responsable d’une forte déstabilisation des
complexes, suite a I’établissement d’une forte répulsion électrostatique entre le cation
complexé et le centre ferricinium. Dans le cas du calcium, la constante de complexation dans
I’état oxydé (Kox = 2,45.103 L.mol_l) est environ 300 fois plus faible dans 1’état réduit (Keq =
7,2.10° L.mol™"). Cette déstabilisation entraine un déplacement significatif du potentiel
d’oxydation du centre ferrocéne vers des valeurs nettement plus positives (AE = +146 mV).
Ce cyclopeptide rédox peut donc étre vu comme une sonde, capable de détecter sélectivement

des cations alcalino-terreux, mais aussi comme un "interrupteur rédox" dont les propriétés de

complexation sont modulables par voie électrochimique.

ClHN_  Me Me— NH5.Cl ::

e
@L cl Ol \/LO NH m Me
Fe +
©\WCI o N N
O N
Meo,c—{ S \)\COzMe
MeO,C /k/ \)\COZMe

Figure IV-3: Synthése d’un pseudo-cyclopeptide rédox-actif pour la complexation réversible de cations
métalliques [15].

Une revue exhaustive assez récente de Van Straveren et Metzler-Note couvre la
littérature, de 1957 a 2004, relative aux composés bioconjugués du ferrocéne avec, entre
autres, les acides aminés, les peptides, les protéines et les carbohydrates [19]. Il faut
également signaler la revue de Zatsepin et al. consacrée aux conjugués ferrocéne-acides
nucléiques [17], ainsi que celle de Kraatz qui traite des dérivés ferrocéniques des acides
aminés, des peptides et des acides nucléiques [18]. Ces deux revues sont axées en particulier
sur les applications des composés bioorganométalliques en détection ¢électrochimique
d’oligonucléotides et pour le diagnostic. A titre d’exemple, la Figure IV-4 présente un
systéme pour la détection d’un géne, utilisant un oligonucléotide modifié par un ferrocéne-

phosphoester [20].
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Figure IV-4: (A) Représentation de I’interaction entre un brin  ferrocénique et 1’oligonucléotide
complémentaire greffé sur électrode d’or. (B) Réponse électrochimique (voltammétrie a impulsion dérivée)
correspondant a la sonde Fc/Fc' de la chaine peptidique hybridée a 1’électrode (gris) comparée a celle enregistrée
par interaction non-spécifique a partir d’un chaine ferrocénique non complémentaire (noir) [20].

Des nano objets ou biomatériaux nanostructurés exprimant I’activité spécifique d’un
récepteur biogénique trouvent donc des applications particulierement intéressantes dans le
domaine de la reconnaissance moléculaire informative. Grace a 1’adjonction de centres
métalliques rédox- ou opto-actifs, il est en effet possible d’orienter, de contrdler et de
quantifier des interactions de type « hdte —invité » via la lecture et/ou la modification de 1’état
(« On » ou « Off ») d’un centre métallique informatif [21]. L’incroyable diversité offerte par
I’association d’acides aminés, briques ¢lémentaires des protéines fonctionnelles aux
propriétés physico-chimiques spécifiques (charge, polarité, hydrophobicité/hydrophilicité),
rend les architectures supramoléculaires polypeptidiques particulierement attractives pour le
chimiste travaillant dans le domaine de la reconnaissance et la détection moléculaire [22].

Dans ce chapitre nous présentons la synthése et I’étude d’architectures moléculaires
rédox-actives construites sur la base d’un cyclodécapeptide appelé RAFT (« Regioselectively
Addressable Functional Templates »). Ce type de récepteurs, associant les propriétés
informatives de sondes rédox-actives ferrocéne aux propriétés structurantes et complexantes
de cyclododécapeptides fonctionnalisés, ouvre de larges perspectives dans le domaine de la
reconnaissance ¢lectrochimique moléculaire. Les deux faces de ces gabarits cyclopeptidiques
de taille nanométrique présentent 1’avantage d’€tre sélectivement adressables par des
fonctionnalités distinctes [23-25]. L’introduction sélective de fonction thiol ou disulfure sur
I’une des faces de cette plateforme évolutive permet en particulier de produire des matériaux
structurés par autoassemblage sur une surface d’or [25-27].

La deuxiéme partie de ce chapitre est consacrée a I’étude physico-chimique d’un
cyclopeptide rédox RAFT-ferrocéne. Nous détaillerons ses propriétés en reconnaissance

¢lectrochimique d’espéces anioniques en phases homogene et supportée.
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Dans la derniére partie de ce chapitre nous présenterons la synthése et la caractérisation
d’un récepteur bio-inspiré obtenu par fonctionnalisation d’une des faces du gabarit
cyclopeptidique par des ligands endogenes de l'intégrine de séquence -RGD-. Nous
montrerons que des matériaux d’électrodes obtenus par auto-assemblage sur or de récepteurs
thiol-RAFT-Fc-RGD peuvent é&tre utilisés pour étudier et caractériser des processus

d’adhésion cellulaire basés sur la reconnaissance spécifique RGD-intégrine.

2. LES GABARITS « RAFTs »

2.1. Description des RAFTs.

Le squelette des RAFTs (Regioselective Adressable Functional Template) est un
décapeptide cyclique constitu¢ par I’enchainement de deux séquences identiques -Pro-Gly-
Lys-Lys-Lys- (Figure IV-5) [23]. Cette structure est inspirée de celle de la Gramicidine S, un
antibiotique de structure cyclodécapeptidique symétrique : c[-Val-Orn-Leu-DPhe-Pro-],.

Figure IV-5 : Structure tridimensionnelle d’un RAFT.

Des études RMN ('H - 2D), soutenues par des structures cristallines aux rayons X, ont
montré que le RAFT est composé d’un feuillet B antiparallele, reli¢ par deux coudes -Pro-Gly-
de série L, stabilisant la conformation du cyclodécapeptide en solution [28, 29]. Outre la
rigidité structurale et la stabilité conformationnelle en solution, la structure cyclique des
matrices est par ailleurs susceptible de leur conférer une plus grande résistance aux enzymes
protéolytiques dans le cadre d’une utilisation in vivo. Les études de diffraction des rayons X,
réalisées sur une matrice du type c[-p-G-F(p-NO,)-A-F(p-NO,)-], ont en outre permis
d’accéder aux paramétres de taille du gabarit (L ~ 10 A et 1 ~ 5-6 A) et aux distances qui

séparent les atomes des chaines latérales des résidus centraux (Figure IV-6) [29].
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Figure IV-6 : Détermination des principaux parametres de taille d’un gabarit c[-p-G-F(pNO,)-A-F(pNO,)-],.

Les chaines latérales des six résidus lysines de la partie centrale se trouvent orientées de
part et d’autre du plan moyen du cycle. Les quatre résidus lysines encadrant les deux coudes -
Pro-Gly- ont leur chaine latérale qui pointe du méme co6té du cycle (par convention appelé
face supérieure du RAFT), tandis que les deux résidus lysines centraux ont leur chaine
latérale qui pointe vers le coté opposé (face inférieure, cf. Figure IV-5). Les RAFTs
présentent donc deux faces d’adressage et six sites d’ancrage de motifs structuraux (-NH; des
chaines latérales des six résidus lysines). Ces sites sont facilement différentiables au moyen
de groupes protecteurs orthogonaux, permettant 1’accrochage de différents motifs et assurant
I’indépendance des deux faces du gabarit. Une modification de la séquence peptidique du

RAFT permet d’obtenir des RAFT a un et a deux domaines (Figure IV-7).

RAFT a un domaine RAFT a deux domaines
Boc Boc : Boc Boc Face supérieure :
| — . .
Boc Boc i Boc§ Boc domaine de reconnaissance
o T S ) E G/g/K\A/g/K\P

/ K K / ' / K K /

P/ \A/ \G : P/ \K/ e)
| Face inférieure :
| +— .

| ' I Alloc domaine « effecteur »
1
1
|
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Fmoc Alloc 1 Boc Boc Fmoc AIIoc
1
Dde Boc ' Boc § Boc Dde PnZ
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Figure IV-7 : Représentation des différents types de RAFTs I a V se différenciant par le jeu des groupements
protecteurs orthogonaux.

Les RAFTSs a un domaine :

Ils sont constitués de quatre résidus lysines dont les chaines latérales sont orientées du

méme coté du cycle, les résidus centraux étant remplacés par des résidus alanines. Ceci
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conduit a P’obtention d’une matrice ne présentant qu’une seule face d’adressage (face
supérieure).

Les chaines latérales des résidus lysines peuvent étre protégées par un seul type de
groupe protecteur conduisant alors a un intermédiaire adéquat pour 1’attachement de plusieurs
¢léments identiques (RAFT de type I) ou bien par des groupements orthogonaux pour le
greffage de 2 a 4 motifs différents (RAFT de type III). Ces derniers ont été notamment utilisés
pour I’assemblage de boucles peptidiques sur une matrice pour la construction de mimes de

récepteurs ou de métalloprotéines [30, 31].

Les RAFTs a deux domaines :

L’utilisation de deux types de groupes protecteurs orthogonaux sur chacune des deux
faces permet 1’assemblage de deux modules fonctionnels différents. (RAFTs de types II ou
IV). Ce type de RAFT a notamment été utilisé pour la conception de biocapteurs : un domaine
est utilisé pour présenter quatre copies d’un méme antigéne, 1’autre pour adsorber la molécule

sur une surface d’or pour des études SPR [25, 26].

3. SYNTHESE, CARACTERISATION ET PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES DES RAFT-FERROCENE 121 ET 130a

3.1. Synthese des RAFT-ferrocéne 121 et 130a

Les cyclodécapeptides de type RAFT sont constitués de sites d’ancrage protégés
orthogonaux qui sont orientés de part et d’autre du macrocycle [23, 28, 29]. Ces systémes
adressables de fagon régiosélective sont idéalement congus pour introduire des groupements
fonctionnels complémentaires par I’intermédiaire de lien oxime (Figure IV-8A) [32]. Cette
méthode de fonctionnalisation est efficace, compatible avec une large variété de fonctions
chimiques, n’utilise aucun agent de couplage et nécessite peu de manipulations chimiques.
Compte tenu de l'intérét de ces architectures peptidiques en reconnaissance d’especes
anioniques, nous avons développé une stratégie de syntheése permettant d’introduire quatre
sondes rédox ferroceéne sur la face supérieure du gabarit. Nous avons par la suite mis a profit
le caractere évolutif de cette plateforme peptidique pour introduire un pont disulfure sur la
face inférieure afin d’envisager I’immobilisation du peptide rédox sur électrode d’or sous la

forme d’une monocouche auto-assemblée (Figure IV-8B et C).
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Figure IV-8 : Représentation schématique du RAFT avec une (B) ou deux faces (C) fonctionnalisées.

Le choix judicieux des étapes de protection/déprotection des acides aminés ainsi que
leur place dans la séquence peptidique conduit a la formation des cyclodécapeptides désirés,
avec une (Figure IV-8B) ou deux faces (Figure IV-8C) fonctionnalisées. Les précurseurs
linéaires 116 H-Lys(Boc)-Lys(Alloc)-Lys(Boc)-Pro-Gly-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-Pro-Gly-
OH et 122 H-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-Pro-Gly-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-Pro-Gly-OH ont été
synthétisés en utilisant une stratégie standard Fmoc/tBu de chimie en phase solide, sur résine
Sasrin™ [23]. Cette stratégie consiste 4 assembler un premier acide aminé, protégé sur sa
partie N-terminale par un groupement Fmoc, sur une résine fonctionnalisée. Ce groupement
protecteur est ensuite déprotégé a 1’aide d’un mélange pipéridine/DMF, puis un deuxieéme
acide aminé protégé est couplé au premier en utilisant un agent de couplage, le PyBOP, qui
permet d’éviter 1’épimérisation des acides aminés. Cette opération est répétée jusqu’a
formation des décapeptides linéaires. La déprotection de la derni¢re fonction Fmoc se
poursuit par le décrochage de la chaine peptidique de la résine pour former 116 et 122. A titre
d’exemple, la Figure IV-9 représente les différentes étapes de protection/déprotection
nécessaires a 1’obtention de 122. La cyclisation entre les parties N- et C-terminales des
peptides linéaires a été réalisée a haute dilution dans le DMF a 1’aide de PyBOP pour former
les cyclodécapeptides 117 et 123 (Figure 1V-10 et Figure 1V-11) avec des rendements
quantitatifs. La préorganisation spatiale induite par les deux coudes B formés par la proline
des peptides linéaires 116 et 122 favorise la réaction de couplage entre la fonction amine de la
lysine et la fonction acide de la glycine. Selon une procédure décrite dans la littérature [23,
33], le cyclopeptide 120 peut étre obtenu a partir de 117 en trois étapes avec un rendement

global de 64 % (Figure IV-10).
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O-G-Fmoc
O—G-P-Fmoc

(QG-P-K(Boc)-Fmoc

D 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-P, PyBOP, DIEA
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-K(Boc), PyBOP, DIEA

p 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-A, PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-K(Boc), PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-K(Boc)-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-G, PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-K(Boc)-G-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-P, PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-K(Boc)-G-P-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-K(Boc), PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-K(Boc)-G-P-K(Boc)-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-K(Alloc), PyBOP, DIEA
O—G-P-K(Boc)-A-K(Boc)—G-P-K(Boc)-K(AIIoc)-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) Fmoc-K(Boc), PyBOP, DIEA
O-G-P-K(Boc)-A-K(Boc)-G-P-K(Boc)-K(AIIoc)-K(Boc)-Fmoc
a 1) Pipéridine/DMF 1:4 ; 2) 1 % TFA/CH,CI,
H-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G-OH
122

Figure IV-9 : Schéma de synthése du décapeptide linéaire 122 (rendement global de 65 % depuis le greffage du
premier peptide).
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Figure IV-10 : Schéma de synthése du RAFT-4Fc 121. (i) PyBOP, DIPEA, 0,5 mM dans le DMF, 30 min. ; (ii)
50 % TFA/CH,Cl, (v/v), 1 h ; (iii) BocNHOCH,CO-NHS, DIPEA, DMF, 1 h ; (iv) TFA/CHZCIZ/TIS/HZO
(50/40/5/5) (v/v), 1 h ; (v) Fc- CHO tampon acétate (0,1 mol/L, pH 4,6)/CH;CN (50/50) (v/v), Th;

217



La substitution de la face opposée par un groupement disulfure requiert une modification
de la stratégie initiale en utilisant une lysine protégée qui permet une introduction sélective
d’un fragment Cystéine-(/Buthio) (Figure IV-11). La déprotection du groupe Alloc de 123 est
réalisée en présence de palladium et de PhSiHj3 [34] pour générer I’amine libre avec un
excellent rendement (Figure IV-11). L’acylation de cette amine par 1’acide aminé protégé
Fmoc-Cystéine-/Buthio conduit au dérivé 125a (Fmoc-Cystéine-/Buthio)-RAFT(Boc)s. Cet
intermédiaire est ensuite déprotégé dans un mélange 50/50 TFA/CH,Cl, (v/v) puis acylé avec
le N-Boc-O-(carboxyméthyl)-hydroxylamine pour former le cyclodécapeptide totalement
protégé 127a (Fmoc-Cystéine-Buthio)-RAFT(-ONH-Boc)s. Le groupement protecteur Fmoc
de la Cystéine est ¢liminé dans un mélange pipéridine/DMF 20/80 (v/v) (128a, Figure IV-
11). Le traitement de cet intermédiaire par un mélange de TFA/triisopropylsilane
(TIS)/H,0/CH,Cl, 50/5/5/40 (v/v), suivi par une purification par RP-HPLC, fournit le peptide
envisagé (Cystéine-rButhio)RAFT(COCH,ONH;), 129a en six étapes avec un rendement
global de 28 %. L’utilisation du TIS permet de nous affranchir de la réaction secondaire
concernant 1’attaque nucléophile de 1’oxyamine sur le carbocation /Bu” qui se forme lors de la
déprotection des groupements Boc. Les peptides 120 et 129a, présentant quatre fonctions
oxyamine tres réactives, sont les intermédiaires clés de la synthése des conjugués RAFT-
ferrocéne. Les récepteurs RAFTs 121 et 130a sont en effet aisément obtenus par condensation
du ferrocenecarboxaldéhyde sur les RAFTs 120 et 129a en milieu tamponné (tampon acétate)
dans I’acétonitrile (Figure IV-11). Cette réaction est achevée aprés 7 heures d’agitation en
utilisant un 1éger excés d’aldéhyde (1,2 équivalents molaires par rapport a la fonction
oxyamine) et les rendements en RAFT-4Fc 121 et en thiol-RAFT-4Fc 130a sont
respectivement de 46 et 49 %. Précisons que les décapeptides 121 et 130a sont sensibles a la
lumiere. Il faut donc réaliser leur syntheése, leur purification ainsi que leur manipulation a
I’abri de la lumiére. La nature des dérivés purifiés est par ailleurs confirmée par spectrométrie
de mass ¢€lectrospray. A titre d’exemple, les spectres théoriques et expérimentaux du récepteur

130a sont représentés Figure [V-12.
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Figure IV-11 : Schéma de synthése du thiol-RAFT-4Fc 130a et b. (i) PyBOP, DIPEA, 0,5 mM dans le DMF, 30
min. ; (if) Pd(PPhy),, PhSiH;, CH,Clp, 1 h ; (i) FmocCys(S-+-Bu)OH, PyBOP, DIPEA, DMF, 1 h ; (iv)
TFA/CH,Cl, (50/50) (v/v), 1 h ; (v) BocNHOCH,CO-NHS, DIPEA, DMF, 1 h ; (vi) DMF/pipéridine (80/20)
(v/v), 30 min ; (vii) TFA/CH,Cl,/TIS/H,O (50/40/5/5) (v/v), 1 h ; (viii) Fc-CHO, tampon acétate (0,1 mol/L, pH
4,6)/CH;CN (50/50) (v/v), 7 h.

14
p290.5

2285 230

théorique [M+H]* expérimental [M+H]*

Figure 1V-12 : Profils isotopiques théorique et expérimental de 130a (obtenu par spectrométric de masse

¢électrospray en mode positif).
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3.2. Caractérisation physico-chimique des RAFT-ferrocéne 121 et 130a

3.2.1. Caractérisation électrochimique du RAFT-4Fc¢ 121 en milieu
homogéne

Les propriétés électrochimiques du RAFT-ferrocéne 121 en solution dans un mélange
CH;CN/H»0 70/30 (v/v) 0,1 M TBAP ont été étudiées par voltammétrie cyclique en utilisant
une ¢lectrode de carbone vitreux de 3 mm de diametre. Ces conditions ont permis d’éviter les
phénomenes d’adsorption a 1’¢lectrode systématiquement observés en milieu purement
organique, mis en ¢évidence par un pic de redissolution cathodique sur le voltammogramme
cyclique. Le comportement électrochimique de molécules a centres rédox multiples a fait
I’objet de nombreuses études [35, 36]. Il a en particulier été démontré [37] que les transferts
d’¢électrons vers ou a partir de molécules contenant des centres rédox chimiquement
identiques n’interagissant pas entre eux présentent une courbe courant-potentiel similaire a
celle observée pour un centre électroactif unique (AE, = 58 mV a 25 °C), mais avec une
amplitude déterminée par le nombre total de centres rédox (voir paragraphe 1-4.2.4.). Lorsque
chaque centre est caractérisé par le méme potentiel standard E,,° et adhére a I’équation de
Nernst indépendamment de 1’état d’oxydation des autres centres de la molécule, il est possible
de calculer les potentiels formels correspondant aux états d’oxydation successifs de tous les
centres rédox de la molécule. Les dimensions nanométriques du RAFT-ferrocéne 121
suggerent I’absence d’interaction électrostatique entre chacun des centres rédox-actifs, tout du
moins en milieu aqueux trés solvatant qui défavorise la formation de liaisons hydrogénes
intramoléculaires. Théoriquement, les potentiels d’oxydation formels des ferrocénes de 121
(E\°, Ey°, E5°, E4°) devraient étre égaux a En° — (RT/F)ln4, E,° — (RT/F)In(3/2), Ex° +
(RT/F)In(3/2) et Ey° + (RT/F)In4 [37]. Ceci est confirmé expérimentalement puisque la
courbe de voltammétrie cyclique enregistrée a une concentration de 2,5.10* M révéle une
seule vague (Figure IV-13A) caractérisée par Ep, = 0,209 V et Epe = 0,134 V (vs Ag/Ag’). Ces
valeurs restent inchangées pour des vitesses de balayage inférieures 4 400 mV.s ', témoignant
du caractere nernstien de ce systéme dans ces conditions. De plus, 1’évolution linéaire de
I’intensité du courant de pic en fonction de la racine carré de la vitesse de balayage (v) est en
accord avec une réponse électrochimique contrdlée par la diffusion (Figure IV-13B). Le
potentiel standard du ferrocéne, E,,°, peut ainsi étre estimé par le potentiel de demi-vague E .,
= (Epa t+ Epc)/2 = 0,171 V. Le coefficient de diffusion D; = 2,3 x 10°% cm?.s ! a été calculé en

supposant qu’il est indépendant de 1’état d’oxydation du RAFT-ferrocéne et que 1’intensité du
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courant de pic correspond au transfert successif de quatre électrons. Le voltammogramme
expérimental de 121 et la courbe simulée en considérant les potentiels formels d’oxydation
successifs E£,°, E,°, E3°, E4° introduits précédemment sont représentés sur la Figure IV-13A.
Ces deux courbes sont tout a fait comparables bien qu’un AE, de 75 mV 1égerement supérieur
soit observé pour la courbe expérimentale. Cette légere déviation a la théorie a déja été
remarquée dans le cas de molécules constituées de multiples sites rédox n’interagissant pas
entre eux [38] et peut étre attribuée a une chute ohmique non totalement compensée, a de
légeres interactions entre les centre rédox adjacents, a des changements structuraux, ou a des

changements de coefficients de diffusion lors de I’oxydation ou de la réduction du systéme

rédox.
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Figure IV-13 : (A): Courbe de voltammétrie cyclique (v= 100 mV.s ") sur électrode de carbone vitreux (diam. 3
mm) d’une solution & 2,5 x 10 mol.L™" de 121 dans un mélange 0,1 M TBAP/70% CH;CN/30% H,O (v/v) vs
Ag/Ag" (électrode de référence). La courbe en pointillés correspond au voltammogramme simulé a 1’aide de
Digisim® en supposant quatre transferts d’électron successifs de type nernstien avec £,° = 0,171 mV et E,°, E;°,
E;°, E,° respectivement égale a E,,° — (RT/F)ln4, E,° — (RT/F)In(3/2), E.,° + (RT/F)In4, E,° + (RT/F)In(3/2).
(B): Tracé de I,, en fonction de V.

3.2.2. Monocouches auto-assemblées du thiol-RAFT-4Fc¢ 130a sur
électrode d’or

3.2.2.1. Etude de I’'immobilisation par Microbalance a quartz

L’immobilisation du thiol-RAFT-ferrocéne 130a sur une surface d’or a été caractérisée

par des expériences de microbalance a quartz (QCM-D) et de voltammétrie cyclique. La
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Figure IV-14 montre une expérience de QCM-D réalisée dans un mélange CH3CN/H,0 50/50
(v/v). La variation de fréquence enregistrée a ¢été normalisée par rapport au numéro de
I’harmonique. Il n’a pas été possible d’obtenir une stabilisation parfaite de la fréquence de
résonance et de la dissipation dans ce milieu. Dans nos conditions expérimentales, la
déviation continue et linéaire était due a une modification progressive par 1’acétonitrile des
propriétés mécaniques des joints toriques utilisés pour maintenir le quartz dans la chambre de
mesure. En prenant en compte cette déviation linéaire, nous avons cependant pu analyser les
résultats de cette expérience de QCM-D en suivant les harmoniques 5 et 7 qui sont moins

sensibles aux problémes mécaniques liés au quartz.
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Figure IV-14 : Suivi du greffage de 130a sur un cristal de quartz recouvert d’or par QCM-D. La variation de
fréquence Afy/n est normalisée par rapport au numéro de 1’harmonique ot n correspond a la 5°™ et & la 7™
harmonique (25 et 35 Hz respectivement) de la fréquence fondamentale de résonance du cristal de quartz (5
MHz). La concentration en thiol-RAFT-Fc est de 10~ mol.L™" dans une solution CH;CN/H,0 50/50 (v/v).

L’injection de 130a a ¢ = 1 min. (2 mL, 10~ M) conduit a la décroissance rapide de la
fréquence de résonance durant la premiére minute suivi de sa stabilisation. En parall¢le, le
facteur de dissipation D (Equation IV-1) correspondant au processus d’immobilisation reste

inférieur 2 10°°.

énergie dissipée par oscillation

= B B B N Equation I'V-1
27.(énergie totale stockée dans le systéme) a

Expression du facteur de dissipation.
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Lorsque le quartz est rincé avec le solvant d’étude (a ¢ = 8 min.), la fréquence de
résonance est a nouveau modifiée et la variation de fréquence normalisée Afy/n atteint
finalement une valeur de 5,3 et 5,9 Hz respectivement pour les harmoniques 5 et 7. Ces
résultats sont en accord avec la formation trés rapide d’une monocouche de thiol-RAFT-
ferrocéne greffée sur la surface d’or. Ces résultats expérimentaux indiquent que la
monocouche auto-assemblée de 130a se comporte comme un film rigide et fin, ce qui nous
permet d’appliquer la relation de Sauerbrey (Equation IV-2) pour calculer la variation de

masse Am correspondant a 1’adsorption de 130a a la surface du quartz d’or.

A
Am=— i Equation IV-2
n

Relation de Sauerbrey avec C = 17,7 ng.Hz '.cm” pour un cristal de quartz de fréquence fondamentale 5 MHz.

Une masse par unité de surface de 99 ng/cm’® estimée pour cette monocouche
biomoléculaire correspond & une couverture de surface de 4,33.10""" mol/cm” et une surface
moléculaire de 384 A? (surface occupée par molécule), en supposant que la différence de
masse mesurée n’est due qu’au greffage de 130a. Cette valeur est a comparer avec la taille du
cyclodécapeptide 130a estimée par modélisation moléculaire. La dimension du macrocycle de
130a est d’environ 15 A x 6 A tandis que la distance entre les ferrocénes et le groupement

disulfure atteint plus de 25 A dans une conformation étirée (Figure IV-15).

Figure IV-15: (A) Modélisation moléculaire de 130a avec Insightll-Discover 2000 et (B) représentation
schématique de 130a.
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Par ailleurs, la distance entre deux motifs ferrocéne adjacents peut atteindre jusqu’a 30
A. Ces estimations suggérent clairement que c’est la conformation des bras ferrocényle qui
contrdle la surface occupée par la molécule de RAFT-ferrocene greftée sur I’électrode. Dans
le cas d’un arrangement paralléle du macrocycle peptidique sur la surface de 1’électrode, la
surface occupée par une molécule serait d’au moins 225 A% (15 A x 15 A) ce qui est

compatible avec la valeur de 384 A” trouvée par QCM-D.

3.2.2.2. Caractérisation par ellipsométrie

Des mesures ellipsométriques nous ont permis de confirmer I’épaisseur du film estimée
par modélisation moléculaire. Les paramétres ellipsométriques ont été mesurés a 630,2 nm et
a différents angles d’incidence compris entre 50° et 80°. Les propriétés optiques de la surface
d’or du quartz ont été ajustées sur la base d’un modéle optique a deux phases : le substrat (s)
et I’air ambiant. Les résultats suivants ont été obtenus (mse = 1,26) : n, = 0,197 £ 0,011 ; ks =
3,357 £ 0,011 (ns et ks représentant respectivement ’indice de réfraction et le coefficient
d’extinction du substrat). Ces valeurs ont été utilisées pour ajuster les valeurs de et 4 de la
surface d’or modifiée par 130a. Cependant, les équations ellipsométriques ne permettent pas
d’obtenir une estimation indépendante de I’indice de réfraction et de 1’épaisseur. Nous avons
donc supposé que I’indice de réfraction de la monocouche auto-assemblée de 130a est de
1,45, valeur classiquement utilisée pour les monocouches organiques [39]. L’ajustement
paramétrique des courbes obtenues par ellipsométrie (Figure IV-16), en utilisant un modéele
optique classique a trois phases (substrat/produit adsorbé/air), conduit a une épaisseur d =
23,1 £ 1,6 Aeta k= 0,08 £ 0,047 (mse = 1,15). Il faut souligner que 1’épaisseur du film
mesurée par ellipsométrie est en accord avec les valeurs trouvées par modélisation
moléculaire. Un coefficient d’extinction non nul (k) a du étre considéré pour tenir compte du
déplacement négatif de iy observé lors du greffage de 130a sur la surface d’or. Ce
déplacement négatif s’explique par une absorption non négligeable du film a 4 = 630,2 nm,
longueur d’onde a laquelle les mesures ellipsométriques ont été effectuées. Cette faible
absorption est attribuée a des traces de ferricinium formées lors du séchage a 1’air de la
monocouche de 130a. Un phénoméne de dépolarisation peut également étre a 1’origine d’une

valeur non nulle de £.
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Figure IV-16 : valeurs expérimentales de A et y (points) et courbes d’ajustement correspondantes (trait continu)
en fonction de ’angle d’incidence mesuré sur I’or nu et sur I’or modifié par auto-assemblage de 130a.

3.2.2.3. Caractérisation électrochimique

Afin de caractériser plus en détail ces matériaux nanostructurés, des expériences de

voltammétrie cyclique ont été réalisées sur des microélectrodes d’or (25 um de diamétre)

modifiées par 130a. Chaque expérience est précédée d’un lavage et d’un polissage minutieux

des ¢lectrodes nues (voir partie V-4.2.). Le facteur de rugosit¢ t (Equation IV-3) apres

restructuration, a été déterminé par voltammétrie cyclique en milieu aqueux 0,5 M H;SOy,

pour évaluer la surface spécifique Ssp¢ de chaque €lectrode (Figure IV-27).

SSPé Qred

S. 4208

géom

géom

Equation IV-3

Avec S 1 surface spécifique (surface réelle), Syeom : surface géométrique de 1’électrode, O,.q : charge sous le pic

de réduction.
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Figure IV-17 : Courbe voltammétrique enregistrée apres restructuration d’une électrode d’or nue (H,O 0,5 M
H,S0,, électrode de travail : Au @ = 2 mm, contre-électrode : fil de Pt, électrode de référence : Ag|AgCIlNaCl
saturé dans H,0).

La caractérisation électrochimique des monocouches de 130a sur microélectrodes d’or a
été réalisée en milieu aqueux NaClO4 0,1 M pour de valeurs de pH < 6. En milieu plus
basique, I’oxydation des ferrocénes apparait sous la forme de signaux irréversibles. Cette
irréversibilité s’explique par I’hydrolyse de la fonction oxyamine en milieu basique (pH > 8-
9) favorisée par I’oxydation du ferroceéne. La Figure IV-18 montre une série de courbes de
voltammétrie cyclique enregistrées en solution aqueuse NaClO4 0,1 M (pH = 5,4), pour des
vitesses de balayage v croissantes sur une microélectrode d’or modifiée par 130a. Pour des
vitesses inférieures a 1 V/s, les voltammogrammes présentent des vagues d’oxydation et de
réduction symeétriques caractéristiques d’une espece rédox immobilisée. Le nombre de
molécules par unité de surface, et donc la surface occupée par une molécule, peuvent étre
estimés par intégration de la vague d’oxydation. La charge 0, ainsi calculée est divisée par le
facteur de rugosité t afin de rapporter la quantit¢ de réactifs immobilisés a la surface
géométrique des €lectrodes. Sur microélectrode d’or, le nombre de moles de 130a immobilisé
par unité de surface (~ 6.10"" mol.cm ™) est supérieur a celui obtenu par modification des
quartz d’or utilisés en QCM-D (~ 4.10'"). Cet écart significatif peut étre attribué¢ aux
différences d’état de surface des deux types de substrats utilisés (électrode et quartz) puisque
la rugosité de la surface d’or du quartz est presque parfaite (~1) tandis que celle de la

microélectrode d’or polycristalline est d’environ 2,5.
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Figure IV-18 : Courbes de voltammétrie cyclique d’une microélectrode d’or (@ = 25 pm) modifiée par une
monocouche auto-assemblée de 130a enregistrées en milieu aqueux (0,1 M NaClOy, 0,1 < v< 5000 V/s, contre-
électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgCl|NaCl saturé dans H,0, pH = 5,4).

Méme a tres faible vitesse de balayage, 1’écart de potentiel entre le pic d’oxydation et de
réduction AE,, est d’environ 20 mV et n’atteint jamais la valeur théorique de 0 mV, comme on
pourrait I’attendre pour une espece rédox immobilisée (Tableau IV-1). Cependant, 1’allure du
voltammogramme ainsi que les potentiels de pics restent inchangés jusqu’a des vitesses de
balayage ¢égales a 1 V/s. Ces caractéristiques ¢€lectrochimiques observées a faible vitesse de
balayage sont compatibles avec un comportement nernstien et un potentiel de demi-vague £,
= 0,453 V vs Ag/AgCl. La largeur a mi-hauteur des pics d’oxydation et de réduction,
respectivement AEfyhma €t AEfwhme (environ 110 mV) est 1égérement supérieure a la valeur
théorique de 90 mV. Cette différence peut s’expliquer par un désordre de la monocouche
auto-assemblée qui rend inéquivalent I’environnement ainsi que les potentiels standards E,,°

des groupements ferrocéne.
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Tableau IV-1 : Propriétés électrochimiques de la monocouche auto-assemblée de 130a sur microélectrode d’or
dans une solution aqueuse 0,1 M en NaClO4a 1 V/s, pH = 5,4.

Microélectrodes (@ ~25 um)*

Ep (V) 0,462 + 0,009
Epe (V) 0,442 + 0,003
Ein (V) 0,453 +0,005
AE, = Ey—FEpe (V) 0,020 + 0,006
AEsyma (V) 0,112 + 0,006
AEguhme (V) 0,110 = 0,006
0./t (C) 1,18.10"°+0,31.10"°
0./t (C) -1,27.10"°+0,49.10"°
Ti(RAFT) (mol.cm ) 6,2.10"" £ 1,6.10™"
T(RAFT) (mol.cm ) 6,7.10"" £2,6.10™"
o.(RAFT) (A% 267 + 67
o(RAFT) (A% 248 + 96

* La déviation standard est calculée a partir de quatre expériences. E,, : potentiel de pic anodique, E, : potentiel
de pic cathodique, £}, : potentiel de demi-vague, AEgypma €t AEgnm, : largeur du pic anodique et cathodique a
mi-hauteur, Q,/t and Q./t : charges calculées par intégration du pic anodique et cathodique corrigées par le
facteur de rugosité, /,(RAFT) et 7.(RAFT) : concentration surfacique du thiol-RAFT-4Fc 130a auto-assemblé
sur or, o,(RAFT) et 0,(RAFT): surface occupée par une molécule.

Pour des vitesses de balayage plus importantes (v > 1 V/s), les pics respectivement
anodique et cathodique sont progressivement déplacés vers des valeurs de potentiels plus
positives et plus négatives (Figure 1V-18), indiquant que dans ces conditions la réponse
¢lectrochimique est gouvernée par la cinétique de transfert d’électron. Parallélement, lorsque
les potentiels de pic évoluent vers des surtensions supérieures les signaux deviennent de plus
en plus larges et le courant de pic, normalisé par rapport a v, diminue. Ce comportement est
particulierement prononcé sur la vague anodique. Ces effets ont déja été étudiés en détail dans
le cadre d’une étude cinétique d’une monocouche de ferroceéne-thioalcane [38]. En particulier,
il a été montré que les voltammogrammes obtenus en considérant la contribution de I’énergie
de réorganisation 4 de Marcus (réarrangement des molécules suite a I’oxydation) différent
sensiblement des voltammogrammes obtenus a partir de la cinétique classique de Butler-
Volmer. Dans le cas de la cinétique de Butler-Volmer [40], des vitesses de balayage plus
rapides et des cinétiques de transfert d’électron plus faibles provoquent simplement le
déplacement des potentiels de pic vers des valeurs de surtension supérieures, sans affecter

I’allure du voltammogramme ni I’intensité des pics normalisés [41]. Au contraire, lorsque 1’on
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applique la cinétique de transfert d’électron hétérogéne de Marcus, les courants de pic et donc
I’allure du voltammogramme n’évoluent pas linéairement avec la vitesse de balayage et sont
sensibles a la valeur de 1’énergie de réorganisation du substrat a I’¢électrode A. De plus, les
calculs basés sur la théorie de Marcus conduisent a des valeurs des vitesses de transfert
d’¢lectron plus faibles que pour celle de Butler-Volmer [40]. Les voltammogrammes de la
Figure 1V-18 révelent également une dissymétrie évidente car un élargissement de la vague
d’oxydation est observé pour des vitesses plus faibles que dans le cas de la vague de
réduction, ce qui rend impossible les mesures des potentiels du pic anodique pour des vitesses
de balayage ¢levées. Ces observations suggerent en particulier que les coefficients de transfert
anodiques (a,) et cathodiques (o) sont différents de 0,5. Compte-tenu du fait que la théorie
de Marcus n’a été développée que dans le cas ou o, = o = 0,5 [40], nous avons donc choisi
en premiere approximation d’appliquer le modele de Butler-Volmer pour analyser la vague de
réduction et estimer la constante de transfert hétérogéne standard k° et le coefficient de
transfert cathodique o... En appliquant le mod¢le de Laviron [40] a la partie cathodique de la
Figure IV-16, uniquement pour les valeurs de surtensions supérieures a 0,1 V, nous avons pu
estimer £° 4 6350 + 2000 s' et a. a 0,2 + 0,05 (cf partie expérimentale 4.4). Bien que la
valeur de k° soit probablement légérement surestimée en utilisant ce mod¢ele cinétique de
Butler-Volmer, il est intéressant de souligner que la constante de transfert d’électron des
monocouches auto-assemblées de 130a est du méme ordre de grandeur que celles trouvées
par Kraatz et coll. [42] dans le cas de monocouches d’oligopeptide-ferrocéne assemblées sur

or.
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Figure IV-19 : Tracé de E,, - E1; et E, - Ey, en fonction de log v.
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En utilisant des espaceurs peptidiques de longueurs différentes, il a ét¢ montré [42] que
la constante de transfert d’¢lectron hétérogene ne dépend pas ou peu de la distance entre le
donneur et I’accepteur d’électron. Les constantes de transfert d’électron varient ainsi de 4300
a 7000 s pour des épaisseurs de monocouches auto-assemblées d’oligopeptide-ferrocéne
comprises entre 5 et 11 A, mesurées par ellipsométrie [42]. L’indépendance de la constante de
transfert d’¢lectron en fonction de la distance peut s’expliquer par un transfert d’électron
efficace a travers I’espaceur peptidique entre les groupements ferrocéne et la surface d’or.
Dans le cas de la monocouche auto-assemblée RAFT-ferrocéne, la distance entre le donneur
(ferroceéne) et 1’accepteur d’électron (surface de 1’¢lectrode) est deux fois plus importante que
pour les oligopeptides-ferrocéne de Kraatz [42]. Les valeurs comparables de £° mettent donc
clairement en évidence le transfert électronique efficace a travers 1’architecture peptidique de

130a.

3.3. Propriétés de détection électrochimique d’anions de 121 en solution
homogéne et de 130a immobilisé sur or.

Les anions sont omniprésents dans le monde vivant et jouent un réle essentiel dans de
nombreux processus enzymatiques, de transport ou encore de stockage d’information.
Quelques exemples récents de structures cristallographiques permettent de visualiser les
modes d’interactions entre 1’anion et les protéines spécifiques [43]. La complexation des
anions sulfate ou hydrogénophosphate illustrée sur la Figure IV-20 repose sur les propriétés
complexantes de chaines peptidiques qui établissent des réseaux étendus de liaisons

hydrogéne.

Trp 192 o P
[ l L Phe 11

(o] A \
\ P ~ (e} (o] Gly 140
\\ / f
b e G N
" \ " 5 ) The 141
J ’ J
M M of pd
! S C" 4 N
o il o~
/f | ij S-( ) o © \\!
¥ S ~F T g
( W 5
{ \
\ s\ | N /\ ~OH
—3 Nas Arg 135
E 2 Py P
(o] £ —
Ala 173 HER %o

Figure IV-20 : Complexation d’un anion sulfate et hydrogénophosphate par des acides aminés de protéines
spécifiques [43].

Les cyclopeptides de type RAFT, potentiellement donneurs et accepteurs de multiples

liaisons hydrogéne sont donc tout a fait adaptés a la complexation d’espéces anioniques.
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La capacit¢ de 121 a traduire un événement de reconnaissance en un signal
¢lectrochimique mesurable a été examinée en milieu homogene. La réponse électrochimique
de 121 dans CH;CN est fortement affectée par la présence d’anions dihydrogénophosphate de
tétra-n-butylammonium. Ainsi, I’addition d’une quantité¢ croissante de cet anion a une
solution de 121 dans I’acétonitrile conduit a la décroissance progressive de la vague
d’oxydation voltammétrique centrée sur le ferrocéne a £, = 0,245 V, au profit d’un nouveau
pic a Ep, ~ 0,1 V correspondant au récepteur complexé (Figure IV-21). Ce comportement « a
deux vagues » s’accompagne de phénomenes d’adsorption a 1’électrode mise en évidence, lors
du balayage retour, par un pic fin et intense de réduction attribué¢ a la dissolution des paires

d’ions [121]*",4A™ adsorbées a la surface de 1’¢lectrode, lors du balayage en oxydation.
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Figure 1V-21 : Evolution de la courbe de voltammétrie cyclique de 121 entre 0 et 4 équivalents de TBAH,PO,
ajoutés (2,5.104 mol.L™!, CH;CN 0,1 M TBAP, v = 100 mV.s', électrode de travail : carbone vitreux @ = 3
mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgNO; 102 M.

Un comportement «a deux vagues» a également été observé en utilisant la
voltammétrie a impulsion dérivée et permet une analyse quantitative des propriétés de
complexation de 121 (Figure IV-22). Le potentiel de pic initial (£, = 205 mV) correspondant
au ligand libre disparait totalement au profit d’un nouveau pic, correspondant au récepteur
complexé (E, = 95 mV), qui atteint une intensité maximale apres ajout de quatre équivalents
molaires d’anions. Cette steechiométrie suggere la formation d’un complexe neutre formé
d’un récepteur tétraferricinium et de quatre anions dihydrogénophosphate. L’ajout d’un exces
d’anions entraine un déplacement progressif de la nouvelle vague ainsi qu’une diminution

significative de son intensité. Une chute de 80 % de I’intensité initiale est observée apres
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I’ajout de 30 équivalents molaires d’anion. La valeur de AE, (110 mV) permet de calculer le
rapport Kox/Keq qui est égal a 2,7. 107, ¢'est-a-dire que la forme oxydée du récepteur complexe
I’anion phosphate beaucoup plus fortement que dans son état réduit. Les propriétés de
détection électrochimique de 121 vis-a-vis de I’anion H,PO,4~ sont comparables a celles déja
observées en milieu acétonitrile avec d’autres récepteurs neutres a base de ferrocéne et de
fonctions amide qui sont capables d’interagir avec de nombreuses espéces anioniques par

liaisons hydrogeéne ou liaisons datives [44, 45].

Courant/ 105 A

Potentiel / V

Figure 1V-22 : Evolution de la courbe de voltammétrie a impulsion dérivée de 121 entre 0 et 4 équivalents de
TBAH,PO, ajoutés (2,5.104 mol.LY, CH;CN 0,1 M TBAP, v = 10 mV.s'!, électrode de travail : carbone
vitreux @ = 3 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgNO5 10 M).

L’¢étude des propriétés électrochimiques de 121 dans le DMSO permet de supprimer les
phénoménes d’adsorption observés lors de 1’ajout de H,PO4 mais provoque également la
diminution des interactions hote-invité. Le DMSO est capable potentiellement de former des
liaisons hydrogéne avec 121 avec les nombreuses fonctions amide du récepteur. Par
conséquent, la perturbation de I’activité rédox induite par la complexation de ’anion est
affaiblie de fagon significative puisque le déplacement de potentiel n’est plus que de 45 mV
apreés ’ajout de quatre équivalents molaires de phosphate. De plus, la diminution des
interactions hote-invité est également mise en évidence par le comportement « a une vague »
associé. Il est important de noter que dans ces conditions 1’addition de dihydrogénophosphate
entraine une perte significative de réversibilité¢ de la vague d’oxydation des ferroceénes. Ce
comportement peut €tre raisonnablement attribué a la faible stabilité des especes ferricinium

dans ce solvant polaire aprotique.
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Soulignons par ailleurs qu’en milieu purement aqueux la signature ¢lectrochimique des
groupements ferrocéne n’est pratiquement pas modifiée lors de 1’ajout d’anions
dihydrogénophosphate en raison de la solvatation importante de 1’ensemble des espeéces mises
en jeu.

L’¢tude ainsi que I’exploitation des propriétés de reconnaissance d’un tel récepteur
macromoléculaire sont ainsi entravées par les phénoménes d’adsorption ou de solvatation
dépendants des solvants utilisés. Afin de surmonter ces importantes limitations observées en
milieu homogéne, nous nous sommes tournés vers 1’élaboration et 1’utilisation de matériaux
fonctionnels rédox-actifs. L’adsorption de molécules sur une surface, suivie de leur
réorganisation spontanée est un domaine majeur de recherche avec des applications
particulierement prometteuses en chimie analytique.

Comme nous I’avons vu précédemment, les monocouches auto-assemblées du thiol-
RAFT-ferrocéne 130a produisent aux faibles vitesses de balayage un signal électrochimique
bien défini caractérisé par une forme symétrique des vagues d’oxydation et de réduction.
Dans un premier temps, les propriétés de reconnaissance de ces électrodes modifiées (2 mm
de diamétre, 73 = 2.10""* mol/cm?) pour les anions dihydrogénophosphate ont été étudiées par
voltammétrie cyclique dans le dichlorométhane 0,1 M TBAP. Une concentration en
phosphate supérieure a 5.10° M est nécessaire pour induire une perturbation notable de
1’¢lectroactivité initiale associé a un comportement « a deux vagues ». En effet, comme en
phase homogéne, [I’utilisation de solutions de concentrations croissantes en
dihydrogénophosphate conduit a la disparition progressive du signal attribué a la monocouche
de 130a au profit d’'une nouvelle vague d’oxydation a plus bas potentiel attribuée au matériau
d’¢lectrode complexé. Deux vagues d’intensité comparable correspondant au peptide libre et
complexé par le phosphate sont ainsi observées pour une concentration en TBAH,PO, de 10™*
M (Figure IV-23). Cependant, les électrodes modifiées présentent une faible stabilité pour des
concentrations élevées en phosphate, révélée par la perte de ’activité rédox au cours des
balayages répétés. Il est intéressant de souligner que 1’écart entre les potentiels de pic de la
forme libre et de la forme complexée par le phosphate est plus important que dans le cas de

I’étude en milieu homogene.
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Figure 1V-23 : Courbe de voltammétrie cyclique d’une monocouche auto-assemblée sur or de 130a pour une
concentration en TBAH,PO4 de 10* M (2,5.10* mol.L™!, CH,Cl, 0,1 M TBAP, v = 100 mV.s', électrode de
travail : électrode d’or @ = 2 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgNO; 107 M).

Les propriétés de reconnaissance d’électrodes modifiées par une monocouche
auto-assemblée de 130a dans D’acétonitrile 0,1 M TBAP ont également été étudiées par
voltampérométrie & impulsion dérivée. Le potentiel d’oxydation du ferrocéne sur le peptide

libre est observé a 0,25 V (vs Ag|Ag") (Figure IV-24).
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Figure 1V-24 : Evolution de la courbe de voltammétrie a impulsion dérivée d’une monocouche auto-assemblée
sur or de 130a pour des concentrations en TBAH,PO, comprises entre 0 et 5,.4.10°% M. (CH,Cl, 0,1 M TBAP,

v =10 mV.s ', électrode de travail : électrode d’or @ = 2 mm, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgNO;
107 M).

L’¢évolution de la signature rédox du ferrocéne a été suivie en fonction de la quantité
d’anions ajoutée. Pour obtenir des résultats reproductibles, la détection du phosphate a été

réalisée en préparant une nouvelle électrode modifiée pour chaque concentration étudice. Les
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courbes obtenues ont été corrigées en normalisant la charge totale pour prendre en compte la
couverture de surface spécifique /7 (mol.cm™®) de chaque électrode modifiée. Un
comportement a « deux vagues » bien défini est observé, avec une diminution progressive du
pic initial a 0,25 V au profit d’un nouveau pic qui apparait a un potentiel plus négatif
correspondant au récepteur complexé. Pour wune concentration de 210" M en
dihydrogénophosphate, les deux pics présentent une intensité égale. A cette concentration, la
moiti¢ des macrocycles peptidiques adsorbés sont impliqués dans la reconnaissance de I’anion
phosphate. Pour une concentration en phosphate de 5,4.10™* M, le pic attribué¢ a I’espéce
oxydée apparait a 0,05 V, soit un déplacement du pic initial vers les potentiels négatifs de
—200 mV. Cet écart de potentiel AE, correspond a une constante d’association K,y entre
H,PO, et le thiol-RAFT-ferricinium 3,3.1013 fois plus importante que K4, entre 1’anion et le
récepteur non oxydé. En considérant que le rapport Kox/Kreq a été estimé a environ 2,7.107
pour 121 en phase homogéne, I’augmentation d’un facteur > 10° de la constante de
complexation des anions dihydrogénophosphate induite par le confinement du récepteur a la
surface de 1’¢lectrode est particulierement importante. Un tel effet a déja été évoqué dans le
cas de monocouches de récepteurs d’anions [46] ou de colloides [47, 48] auto-assemblées sur
or. Ces résultats montrent donc que 1’effet de préorganisation et de concentration de 130a sur
une surface d’or conduisent a une amplification significative de ses propriétés de

reconnaissance et de détection.

4. MATERIAUX BIOMOLECULAIRES POUR LA DETECTION ET LA
CARACTERISATION DE PROCESSUS D’ADHESION

Nous avons voulu exploiter les propriétés ¢lectrochimiques particulierement intéressantes
du gabarit RAFT-Fc adsorbé sur électrode d’or pour réaliser la détection d’un processus
d’adhésion cellulaire. Nous avons donc modifi¢ le RAFT-4Fc en fonctionnalisant les
groupements ferrocéne par des cyclopentapeptides RGDfK dont la séquence -RGD- est
reconnue par une protéine surexprimée a la surface de certaines cellules cancéreuses,

I’intégrine o, 3.
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4.1. L’intégrine oy fs.

Il est désormais bien établi que le processus d’angiogenése requiert la migration et
I’adhésion des cellules endothéliales sur la matrice extracellulaire pour la formation des
ramifications vasculaires. Ces deux phénomenes sollicitent I’intervention de molécules
d’adhésion spécialisées, parmi lesquelles 1’intégrine oyfB; joue un role important. Son role
exact est, malgré tout, encore incomplétement compris et le mécanisme d’action des
molécules ciblant I’intégrine a3 non €élucidé. L’intégrine oyP; est toutefois surexprimée par
les cellules endothéliales des vaisseaux néo-angiogéniques et a également ét€¢ mise en
évidence sur de nombreuses lignées tumorales humaines. Elle est donc une cible tres

attrayante pour le développement d’agents anti-cancéreux.

4.1.1. Caractéristiques des récepteurs de la famille des intégrines

Les intégrines sont une famille importante de récepteurs de la surface cellulaire,
responsables des interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire. Elles sont
constituées de deux sous-unités glycoprotéiques transmembranaires, o et f3, associées de

facon non-covalente (Figure [V-25).

Sous-unité o
2+
Sous-unité S
CaZ+
Ca2+
-S-S- Ca2
Nter :
Nter
Région
riche en
cystéine

Domaine extracellulaire

Domaine cytoplasmique

Domaine de liaison Cter
et d’aggrégation des
protéines

Cter intracellulaires

Figure IV-25 : Représentation schématique d’une intégrine.
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La famille comporte 18 membres de la sous-unité o et 8 de la sous-unité 3, pouvant
s’associer pour former 24 récepteurs hétérodimériques différents. La sous-unité o, contenant
environ 1100 résidus, est caractérisée par la présence dans le domaine extracellulaire, a
proximité¢ de I’extrémité N-terminale, de 3 a 4 régions contenant entre 12 et 15 résidus,
capables de s’associer a des cations divalents (Ca”, Mg2+) [49]. Celle-ci est également
souvent ramifiée au voisinage de la partie transmembranaire par 1’établissement d’un pont
disulfure. La sous-unité [, plus petite, contient typiquement environ 800 résidus. Elle
présente, a proximit¢é du domaine transmembranaire, 4 domaines d’environ 40 résidus
hautement conservés et riches en cystéine. La partie N-terminale, exposée vers le milieu
extracellulaire, est repliée et forme une large boucle. Les deux chaines a et B contiennent de
courtes parties transmembranaires (environ 20-30 résidus) constituées essentiellement de
résidus hydrophobes. Les régions intracellulaires, contenant au plus 20 a 50 résidus,
contiennent les extrémités C-terminales des deux chaines et sont, contrairement aux
récepteurs des facteurs de croissance, dépourvues d’activité enzymatique intrinséque.

Les intégrines jouent un rdle important dans le rattachement des cellules a leur
environnement et en particulier au réseau de protéines de la matrice extracellulaire (collagéne,
laminine, fibronectine, vitronectine...). Elles se lient aux ligands extracellulaires via les
domaines N-terminaux de leurs deux sous-unités a et 3. Elles sont d’importants médiateurs de
la communication cellulaire et participent a la transmission de signaux mécaniques et
chimiques de fagon bidirectionnelle : leurs interactions avec les ligands extracellulaires sont
transmises jusqu’a I’intérieur de la cellule (« outside-in signaling »), tandis que les situations
intracellulaires régulent les interfaces de liaison extracellulaires (« inside-out signaling »).

Les voies de signalisation faisant intervenir les intégrines sont impliquées dans la
régulation des grandes fonctions cellulaires, notamment la régulation du cycle cellulaire et la

migration des cellules.

4.1.2. Ligands endogénes de I’intégrine oyf33

La séquence tripeptidique -RGD- (-Arg-Gly-Asp-) est un motif commun présent sur la
plupart des protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine, la vitronectine,
I’ostéopontine, la thrombospondine, le facteur Von Willebrandt, ainsi que sur le fibrinogene
(protéine sanguine soluble). De nombreuses intégrines (environ la moiti¢ des hétérodimeres)

reconnaissent et interagissent avec leurs substrats protéiques via la séquence -RGD-. C’est
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particuliérement le cas des intégrines o3, récepteur plaquettaire du fibrinogene, asf,
récepteur endothélial de la fibronectine, ainsi que ayfs, récepteur endothélial de la
vitronectine. Toutefois, s’ils ont en commun le motif -RGD-, ces substrats ont néanmoins des
affinités différentes pour les différentes intégrines. La spécificité d’une intégrine pour un
substrat est attribuée a la conformation du motif -RGD- dans la protéine, ainsi qu’aux
séquences de résidus adjacentes.

Ainsi, le ligand endogene privilégié de I’intégrine a3 est la vitronectine. Ce récepteur
se lie également a d’autres protéines extracellulaires par I’intermédiaire de la séquence
-RGD-, notamment la fibronectine, le fibrinogéne, le collagéne, la thrombospondine, la
thrombine, I’ostéopontine et la tenascine [49].

Ces observations sont a la base du développement des ligands peptidiques synthétiques

« -RGD- », spécifiques de I’intégrine oy fs.

4.2. Thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133 : vers la détection électrochimique
d’un phénomene d’adhésion cellulaire

4.2.1. Synthése du thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133

Le thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133 a été préparé en deux étapes en partant du synthon 40b
dont la synthése est décrite au paragraphe 3 (Figure IV-26). La premiére étape consiste a
fonctionnaliser une seule des fonctions aldéhydiques du ferrocéne dicarboxaldéhyde 13 avec
un défaut d’éther d’oxime c[RGDfK(COCH,;ONH,)] 42, obtenu par synthése peptidique en
phase solide [50]. L’addition d’un léger exceés d’aldéhyde 43 a une solution tamponnée
(tampon acétate) de 40b dans I’acétonitrile conduit au thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133 avec un
rendement de 38 % apres 1 h d’agitation. Comme dans le cas des RAFTs 121, 130a et b, 1l est
nécessaire de protéger ce produit de la lumiere. La spectrométrie de masse €lectrospray est en

accord avec la masse du produit attendue ((M+H]" = 5004,89).
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Figure IV-26: Schéma de synthése du thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133. (i) tampon acétate (0,1 mol/L, pH
4,6)/CH;CN (50/50) (v/v), 30 min. (44 %) ; (if) tampon acétate (0,1 mol/L, pH 4,6)/CH;CN (50/50) (v/v), 1 h.
(38 %).

4.3. Caractérisation physico-chimique du thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133
auto-assemblé sur or

4.3.1. Caractérisation électrochimique de 133 adsorbé sur électrode
d’or

Les différentes durées de trempage (10 min, 2 h, 24 h et 48 h) de plusieurs électrodes
d’or dans une solution de thiol 133 10~ M dans un mélange CH;CN/H,O 50/50 (v/v) n’ont
pas révelé de différences significatives au niveau de ’intensité, des potentiels et de 1’allure
des voltammogrammes cycliques. Compte-tenu des similitudes structurales entre les
monomeres 130a et 133, nous avons considéré que la cinétique d’adsorption de 133 sur or
¢tait trés rapide. Toutes les ¢électrodes modifiées ont donc été ¢laborées avec une durée de
trempage de 10 minutes dans les conditions précédemment décrites.

Dans un premier temps, 1’¢électroactivité des monocouches de 130a a ¢été étudiée dans
différents milieux. Dans le dichlorométhane (0,1 M TBAP), I’écart de potentiel mesuré sur le
voltammogramme cyclique entre les pics anodiques et cathodique est de 240 mV a 0,1 V/s
(Figure IV-27). Cet écart trés important s’accompagne d’une diminution rapide de I’intensité

du signal au cours des balayages successifs.
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Figure IV-27: Courbes de voltammétrie cyclique d’une électrode d’or (¥ = 2 mm) modifiée par une

monocouche auto-assemblée de 133 enregistrées en milieu organique (CH,Cl, 0,1 M TBAP, v= 0,1 V/s, contre-
électrode : fil de Pt, référence : Ag/AgNO; 107 M).

En milieu aqueux, les caractéristiques de la vague d’oxydation des ferrocénes de 133 est
fortement dépendante du pH. A pH basique, le voltammogramme est caractérisé par une
différence de potentiel entre les pics anodique et cathodique importante qui atteint 465 mV a
0,1 V/s et a pH =11 (Figure IV-28). De plus, I’intensité du signal décroit rapidement lors du
second balayage. Ce phénomene, également observé lors de 1’étude de 130a, est attribué a
I’instabilité de la liaison oxime en milieu basique. Au contraire, le couple rédox Fc/Fc' est
réversible a pH acide (< 4) et I’intensité des pics anodique et cathodique reste constante au

cours des balayages successifs (Figure [V-28).
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Figure IV-28: Courbes de voltammétric cyclique d’une électrode d’or (@ = 2 mm) modifiée par une
monocouche auto-assemblée de 133 enregistrées en milieu aqueux a pH acide (cing cycles consécutifs) et
basique (deux cycles) (H,O 0,1 M NaClO,4, v=0,1 V/s, contre-¢lectrode : fil de Pt, référence : Ag|AgClNaCl
saturé dans H,0). Ces deux voltammogrammes proviennent de la méme électrode placée dans un premier temps
dans une solution aqueuse a pH =1 puis dans une solution a pH = 11.

Nous avons donc choisi de travailler a pH = 3 pour éviter la dégradation du ferrocéne en
milieu trop acide. Le Tableau IV-2 regroupe les valeurs moyennes des résultats obtenus a

partir de 31 ¢électrodes modifiées par 133.
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Tableau I'V-2 : Propriétés électrochimiques de monocouches auto-assemblées de 133 sur électrode d’or dans
une solution aqueuse (pH = 3, NaClO4 0,1 M, v= 0,1 V/s, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgCl|NaCl
saturé dans H20).

Electrodes d’or (0 =2 mm, moyenne sur 31 électrodes)

Ep (V) 0,608 + 0,012
Epe (V) 0,586 + 0,008
Ein (V) 0,597 + 0,005
AE, = Ey—FEpe (V) 0,022 + 0,013
0./7 (C) 9,76.10° £ 5,94.10°
T(RAFT) (mol.cm ) 8,06.10% +4,90.10 "2
o.(RAFT) (A% 2853 + 1658

La comparaison de ces données avec celles de 130a (Tableau IV-2) révele un potentiel
d’oxydation des ferrocenes plus élevé pour 133. Cet écart s’explique par la disubsitution des
fragments ferrocéne de 133 par deux groupements oxime ¢lectroattracteurs. Par ailleurs, le
nombre de moles de thiol-RAFT-4Fc-4RGD 133 par unité de surface est environ huit fois
plus faible que dans le cas de I’adsorption de 130a. Cette différence significative suggére un
encombrement stérique important généré par les quatre cyclopentapeptides RGDfK de 133, en

accord avec la surface occupée par un thiol-RAFT-4Fc-4RGD estimée a 3000 A?,

4.4. Caractérisation de processus d’adhésion cellulaire a partir de
monocouches auto-assemblées de 133

4.4.1. Suivi du processus d’adhésion cellulaire par microbalance a
quartz

Nous avons mis en évidence et étudié le processus de reconnaissance entre les ligands
RGD présents a I’extrémité des monocouches rédox-actives formées par auto-assemblage de
133 et les cellules « positives » HEK293B; surexprimant o,f3;. L’étude du processus
d’adhésion cellulaire requiert ’utilisation de modeles cellulaires présentant des niveaux
d’expression du récepteur o.f; suffisamment importants et stables. Nous avons choisi des
cellules contrdles (cellules « négatives ») du type 3LL (Lewis Lung Carcinoma) qui sont
dépourvues du récepteur a,f,. Il faut préciser que ces cellules ont été préparées par Mme
Dominique Deplanques et par le Dr Jean-Luc Coll du groupe de recherche sur le cancer du

poumon a I’institut Albert Bonniot, INSERM U578, (Grenoble).
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Dans un premier temps, nous avons caractérisé le processus d’adhésion par microbalance
a quartz. Le quartz recouvert d’or, de rugosité treés faible (~1), est modifié par immersion
pendant une heure dans une solution de 133 a 107 M (CH3;CN/H,0 50/50 (v/v)). Une analyse
par ellipsométrie de la surface d’or est réalisée avant et apreés trempage dans la solution de
133 pour estimer 1’épaisseur du dépot. Le quartz d’or modifié par une monocouche auto-
assemblée de 133 est placé dans la chambre de mesure de la microbalance, puis une solution
de tampon PBS (tampon phosphate) est introduite a # = 0 a un débit de 100 pL/min, débit qui
sera utilisé tout au long de ’expérience (Figure IV-29). A ¢ = 18 minutes, le milieu de culture
(sans cellule) est injecté dans la chambre provoquant une diminution trés nette des fréquences
normalisées (de 50 a 55 Hz), ainsi qu’une légere augmentation de la dissipation (de 5 a
6.10°°). Cette diminution de fréquence correspond a 1’incorporation au sein de la couche
polypeptidique d’anions présents en grande concentration dans le milieu de culture cellulaire.
Apres stabilisation de la fréquence, ’introduction dans la chambre de mesure de cellules qui
n’expriment pas le récepteur intégrine (cellules « négatives » 3LL) a ¢+ = 38 minutes, ne
provoque aucun changement de fréquence ou de dissipation. Ce comportement indique que
les cellules «négatives » ne sont pas reconnues par la monocouche fonctionnelle et
n’adhérent pas a la surface de 1’électrode modifiée. Le quartz d’or est ensuite rincé par le
milieu de culture cellulaire a ¢+ = 68 minutes afin d’évacuer les cellules « négatives »
accumulées dans la chambre de mesure. Ce ringage n’entraine aucune modification des
propriétés physiques du quartz. Puis a # = 89 minutes une solution de cellules « positives »
c’est-a-dire surexprimant I’intégrine o3 sont injectées. Au bout de trois minutes, temps
nécessaire au remplacement de la solution précédente par la nouvelle solution, la fréquence
subit une diminution d’autant plus importante que le numéro de I’harmonique est faible
(AF,/1 = 205 Hz, non représenté sur la Figure IV-29 et AF;/7 = 15 Hz a t = 189 minutes).
L’introduction de cellules « positives » entraine également une variation importante du
facteur de dissipation D dont I’amplitude dépend de I"harmonique considéré (AD; = 300.10°°
et AD; = 55.10°). Les changements importants observés tant au niveau de la fréquence de
résonance du quartz que du facteur de dissipation sont attribués a I’adhésion des cellules
surexprimant 1’intégrine a3 sur la monocouche de 133 [51]. Le quartz est ensuite rincé a ¢ =
189 minutes par le milieu de culture cellulaire puis par une solution de tampon phosphate a ¢
= 228 minutes. Suite a 1’adhésion spécifique de cellules sur la monocouche, les valeurs de

fréquence et de dissipation mesurées apres lavage sont différentes des valeurs initiales
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mesurées a ¢ = 18 minutes. Le quartz est ensuite retiré de la chambre de mesure de 1’appareil

puis immergé un quart d’heure dans I’éthanol afin de « fixer » les cellules sur la surface d’or.

{ = 18 min : milieu de culture sans cellule
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Figure IV-29 : Evolution de la fréquence de résonance F et du facteur de dissipation D d’un quartz recouvert
d’or modifié¢ par 133 en fonction du temps apres I’ajout (2 100 pL/min) des solutions suivantes : milieu de
culture cellulaire (1 = 18, 68 et 189 min), solution de cellules 3LL (10®mL) dans le milieu de culture (r = 38
min), solution de cellule HEK B; (10°/mL) dans le milieu de culture (+ = 89 min) et solution de tampon PBS (¢ =
228 min). La variation de fréquence AF,/n est normalisée par rapport au numéro de I’harmonique ou n
correspond a la 3°™, 5™ et 7™ harmonique (25 et 35 Hz respectivement) de la fréquence fondamentale de
résonance du cristal de quartz (5 MHz). La concentration en thiol-RAFT-Fc-4RGD 133 est de 10~ mol.L™' dans
une solution CH3;CN/H,O 50/50 (v/v).

Afin d’évaluer le caractére spécifique de 1’adhésion, nous avons également reproduit
cette expérience sur un quartz d’or modifi¢ par le thiol-RAFT-4Fc 130a qui n’est pas
substitué par des ligands -RGD- spécifique de 1’intégrine. Contrairement a ce qui est observeé
pour 133, I’ajout de cellules 3LL « négatives » induit une diminution importante de la
fréquence (AF,/n ~ =50 Hz pour n = 3, 5 et 7) et une faible augmentation du facteur de
dissipation (10 < AD, < 25.10° pour n = 3, 5 et 7). Aprés ringage du quartz modifié¢ par 130a
avec le milieu de culture cellulaire, 1’ajout de cellules HEK B3 « positives » s’accompagne
d’une légere augmentation de la fréquence (< 10 Hz) ainsi que d’une augmentation plus
importante de la dissipation (20 < AD, < 50.10° pour n = 3, 5 et 7). Ce comportement
correspond donc a une adhésion non spécifique significative des cellules « négatives » et
« positives », sur la monocouche auto-assemblée sur or du récepteur 130a. Ce type
d’interaction protéine-surface s’explique par le caractére hydrophobe de la monocouche de

130a inhérente a la présence de fragments ferroceéne en surface. L’introduction des ligands -
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RGD- sur le gabarit RAFT-ferrocéne conduit donc a une monocouche qui permet d’observer
uniquement 1’adhésion spécifique des cellules exprimant I’intégrine o3 [52].

Nous avons en parallele étudié¢ la réponse €lectrochimique du quartz d’or modifié par
133 avant et apres D’expérience de QCM-D (Figure IV-30). Avant I’expérience de
microbalance, la signature électrochimique de 133 auto-assemblé sur or présente une vague
d’oxydation a E;» = 0,590 V correspondant a I’oxydation des ferrocénes. Cette activité
¢lectrochimique est modifi¢e de fagon significative par I’introduction successive des solutions
de culture, de cellules «négatives» et «positives», puisqu’apres |’expérience de
microbalance, la courbe de voltammétrie cyclique enregistrée sur le quartz d’or modifi¢ par
133 révele un déplacement positif du potentiel d’oxydation du ferrocéne supérieur a +50 mV.
Ce déplacement de potentiel pourrait correspondre a I’inclusion de molécules chargées
positivement au voisinage des groupements ferrocéne lors du processus d’adhésion cellulaire.
Les propriétés électrochimiques de 133 auto-assemblé sur le quartz d’or sont présentées dans
le Tableau IV-3. La comparaison de ces valeurs avec celles du Tableau V-2, correspondant a
I’adsorption de la molécule sur électrode d’or, révélent une densité de surface en thiol 133
presque dix fois plus importante sur le quartz que sur électrode. Ainsi, une molécule de thiol-
RAFT-4Fc-4RGD 133 occupe un espace de 239 A, L’excellent recouvrement de la surface
du quartz par le thiol 133 permet d’expliquer le nombre beaucoup plus important de cellules
observées a sa surface comparativement aux ¢€lectrodes modifiées par 133. Cependant, ce
résultat est surprenant car la rugosité plus importante des électrodes polies manuellement
entraine une surface réelle plus importante et ’on pourrait donc s’attendre a un meilleur

recouvrement, comme c¢’était le cas pour 1’auto-assemblage de 130a.

Tableau IV-3 : Propriétés électrochimiques de la monocouche auto-assemblée de 133 sur un quartz d’or dans
une solution aqueuse (pH = 3, NaClO, 0,1 M, v= 0,1 V/s, contre-électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgCI|NaCl
saturé dans H,0).

Quartz d’or (@ =1 cm, 1 expérience)

Epa (V) 0,610
Epe (V) 0,570
Ein(V) 0,590

AE, = Ep—Ey. (V) 0,040
0./t (C) 2,11.10°7°
Ty(RAFT) (mol.cm ?) 6,96.10"
0(RAFT) (A%) 239
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Les mesures ellipsométriques réalisées sur le quartz d’or modifi¢é conduisent, avant
I’expérience de QCM-D, a une épaisseur de la monocouche auto-assemblée de 133 de 32 A +
1,6. Cette valeur supérieure d’environ 10 A a celle trouvée pour le thiol-RAFT-4Fc 130a est
en accord avec la disubstitution des groupements ferrocéne par les cyclopentapeptides
RGDfK. En revanche, I’'importante modification des propriétés optiques de la surface du
quartz d’or modifié par 133, aprés fixation des cellules, ne permet pas de déterminer
I’épaisseur de ce nouvel assemblage. L’efficacit¢ du processus d’adhésion des cellules
HEK?2938; sur les monocouches auto-assemblées de 133 est clairement révélée par les vues
au microscope de la surface du quartz d’or apres I’expérience de microbalance (Figure IV-

30B, C, D et E).

60+
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Figure 1V-30 : Courbes de voltammétrie cyclique d’un quartz d’or modifié par 133 (@ = 1 cm) enregistrées en
milieu aqueux (A) avant et apres 1’expérience de QCM-D présentée sur la Figure IV-29 (H,0 0,1 M NaClO,4, pH
=3, v=0,1 V/s, contre-¢électrode : fil de Pt, référence : Ag|AgCl|NaCl saturé dans H,0). (B) (C) (D) (E) Clichés
par microscopie optique de la surface du quartz d’or aprés 1’expérience de QCM-D.
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S. CONCLUSION

Notre principal objectif était de construire des récepteurs rédox-actifs sur la base d’un
cyclodécapeptide (RAFT) pour réaliser la détection électrochimique d’anions, grace aux
propriétés de reconnaissance moléculaire de ce type d’espéce, essentiellement basées sur la
formation de liaisons hydrogéne.

L’¢étude en milieu organique homogeéne d’un récepteur RAFT-tétraferrocéne a révélée
une sélectivité particuliere pour 1’anion phosphate. Nous avons ensuite montré qu’il était
possible de transférer les propriétés de reconnaissance de la phase homogene vers la phase
supportée, en réalisant des monocouches auto-assemblées sur électrode d’or d’'un RAFT-
ferrocéne fonctionnalisé par un groupement complémentaire disulfure. Avec ces matériaux
d’¢lectrode, nous avons en particulier observé une augmentation considérable des interactions
récepteur-anion et, donc, une nette amélioration du phénoméne de reconnaissance
¢lectrochimique. Un transfert d’électron efficace a travers le cyclodécapeptide entre les
sondes rédox et la surface d’or, ainsi qu’une forte concentration locale en récepteur, permet
d’expliquer ’amélioration des propriétés de reconnaissance €lectrochimique avec le récepteur
supporte.

La derni¢re partie de cette étude a concerné la détection d’un processus d’adhésion
cellulaire par microbalance a quartz (QCM-D) et par voltammétrie, a 1’aide d’un
cyclodécapeptide-ferrocéne fonctionnalis¢é par des groupes complémentaires RGD qui
forment un site de reconnaissance spécifique de cellules surexprimant [’intégrine
(HEK2938;). La caractérisation électrochimique de ce récepteur bioinspiré, immobilisé sur
électrode d’or, révéle une stabilité du signal rédox du couple Fc/Fc¢' particuliérement
remarquable en milieu aqueux. Nous avons ensuite montré par nanogravimétric que le
processus d’adhésion cellulaire est sélectif puisque seules les cellules surexprimant I’intégrine
(HEK293[;) se fixent sur le thiol-RAFT-4Fc-4RGD. Bien que trés préliminaire et nécessitant
confirmation, cette premiere ¢étude permet d’envisager la réalisation des capteurs

¢lectrochimiques utilisables pour la détection de cellules cancéreuses.
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous avons essentiellement développé de nouvelles architectures
fonctionnelles permettant de détecter et d’activer des processus d’interactions a 1’échelle

moléculaire.

Afin d’optimiser les processus de transfert d’information intramoléculaire entre site de
complexation et de signalisation, nous avons ¢élaboré des structures moléculaires sur la base
de I’association intime entre une ou plusieurs sondes rédox métallocéniques et des récepteurs
macrocycliques totalement ou partiellement conjugués a base pyrrole.

Dans un premier temps, nous avons validé ce concept en mettant en évidence les
propriétés structurales et physico-chimiques remarquables de macrocycles hybrides originaux
de type calixphyrine, caractérisées par une connexion directe entre des fragments dipyrrine ou
tripyrrine et une ou plusieurs sondes rédox métallocéniques. L’étude électrochimique de ces
dérivés a permis de montrer que 1’interruption de la conjugaison, par la présence d’atomes de
carbone sp” en position méso du macrocycle, entraine une multiplication du nombre de centres
¢lectroactifs, et dans la plupart des cas, une instabilité des produits d’oxydation. En marge de
ce travail fondamental essentiel, nous avons mis en lumicre leurs propriétés originales de
complexation, en solution ainsi qu’a 1’état solide, d’especes cationiques et anioniques, puis
démontré leur intérét pour la signalisation et ’activation de processus de complexation, en
mettant a profit ’activité électrochimique stable et réversible des motifs ferrocéniques
directement connectés aux macrocycles azotés.

Nous avons par la suite étendu et développé ce concept de récepteur en élaborant une
stratégie de synthése permettant d’introduire, en position méso d’un macrocycle aromatique
porphyrinique, des « piquets rédox » porteurs de groupements fonctionnels choisis pour leur
affinité vis-a-vis d’une espece cible. Ce travail a permis d’étudier et d’analyser les effets de la
connexion directe d’un ou de plusieurs fragments ferrocéne a une porphyrine, illustrés en
particulier par D’existence d’une communication électrochimique efficace entre les
métallocenes au travers du systtme = électronique. L’auto-association d’une
métalloporphyrine-ferrocéne-amine nous a notamment permis de développer une stratégie
originale de détection électrochimique basée sur un processus dynamique « on-off» de
coordination-décoordination centré sur la métalloporphyrine. Par ailleurs, la synergie li¢e a

une combinaison d'interactions complémentaires entre un récepteur ferrocéne-ammonium-
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métalloporphyrine et les ions halogénure a permis une détection de type « ampérométrique »
basée sur I’apparition d'un signal rédox spécifique pour chaque anion.

Ce concept évolutif de récepteur moléculaire basé sur l'association intime d'une
métalloporphyrine a une ou plusieurs unités signalétiques rédox ferrocéne fonctionnalisées,
ouvre donc de larges perspectives dans le domaine de la reconnaissance et de ’activation
¢lectrochimique moléculaire. Les propriétés de telles molécules peuvent aisément E&tre
modulées par le nombre de sondes rédox en périphérie du macrocycle et par 1’habillage
spécifique des piquets redox qui peut étre adapté a une fonction spécifique de reconnaissance.

Dans le dernier chapitre nous avons développé une approche « bioinspirée » de la
reconnaissance moléculaire électrochimique, a partir d’outils moléculaires et matériaux
d’électrodes nanostructurés exprimant 1’activité spécifique de récepteurs polypeptidiques.
Nous avons en particulier présenté la synthése et I’étude des propriétés d’architectures
moléculaires rédox-actives associant les propriétés informatives de sondes électrochimiques
aux propriétés structurantes et complexantes de cyclodécapeptides fonctionnalisés (RAFT).
L’¢tude de processus d’adhésion cellulaire a également été conduite a partir d’assemblages
organisés de gabarits cyclopeptidiques fonctionnalisés par des ligands endogeénes de
I’intégrine, protéine surexprimée sur de nombreuses lignées tumorales humaines.

Au cours de ce travail, nous avons envisagé différentes approches d’architectures
moléculaires et de matériaux fonctionnels et démontré leur intérét pour 1’activation et la
signalisation d’interactions moléculaire et biomoléculaire. Ce travail original élargit les
perspectives et les champs d’applications de la reconnaissance électrochimique moléculaire et
contribue ainsi au futur développement de dispositifs permettant de traduire, orienter,

controler, exploiter ou mesurer une activité spécifique a 1’échelle moléculaire.
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Chap. V : Partie expérimentale

1. SYNTHESES RELATIVES AUX CHAPITRES II et II1

1.1. Solvants et réactifs

Le toluéne (Riedel de Haén, p. a.), ’acétate d’éthyle (SDS, analytical grade), le DMSO
(Fluka), le méthanol (SDS, 99%, purex analytical), I’acétone (Carlo Erba Reagenti, qualité
RPE), le THF, I'éther diéthylique (Rectapur) et l'acétonitrile (Rathburn, HPLC grade S) ont
¢été utilisés sans purification ultérieure. Le dichlorométhane (SDS, analytical reagent grade) et
le diméthylformamide ont été distillés sur hydrure de calcium respectivement sous argon et
sous pression réduite. Le n-hexane est distillé sous argon. L'eau a été purifiée par osmométrie
inverse grace a un systeme de purification Elgastat (5 MQ.cm). Le pyrrole a été distillé sous
pression réduite et conservé sous argon a 1’abri de la lumiére. Les réactifs organiques et
inorganiques utilisés dans les syntheéses décrites ci-dessous proviennent de chez Aldrich ou
Acros et ont été utilisés sans purification ultérieure. Les produits de départ 5,5’-
diméthyldipyrrométhane [1,2], calixpyrrole 61 [3,4], diformylferrocéne 103 [5], 5-
tolyldipyrrométhane 110 [6], ainsi que le cyclopentapeptide RGDfK(COCH,ONH,) 131 [7]

ont été synthétisé en utilisant des procédures décrites dans la littérature.

1.2. Dérivés ferrocene-calixphyrines

55 5-ferrocényl-10,15,20-tris(diméthyl)calix[4]phyrine-(1.1.1.1)
56 5,15-di(ferrocényl)-10,20-bis(diméthyl)calix[4]phyrine-(1.1.1.1)
57 5,10-di(ferrocényl)-15,20-bis(diméthyl)calix[4]phyrine-(1.1.1.1)

1,25 g (7,18 mmol) de 5,5’-diméthyldipyrrométhane et 1,535 g (7,18 mmol) de
ferrocénecarboxaldéhyde sont dissous dans 500 mL de dichlorométhane. Cette solution est
ensuite agitée vigoureusement sous argon pendant 15 minutes puis 0,80 mL (10,38 mmol)
d’acide trifluoroacétique sont introduits. Apres avoir maintenu la solution sous agitation, sous
argon, a 1’abri de la lumiére pendant 13 heures, 1,45 mL (10,38 mmol) de trié¢thylamine sont
ajoutés suivi de 1,76 g (7,18 mmol) de tétrachloro-p-benzoquinone (p-chloranile). Le mélange
réactionnel est ensuite agité a température ambiante pendant 2 heures, lavé avec 2x200 mL
d’une solution saturée de bicarbonate de sodium, 2x200 mL d’eau distillée puis 2x50 mL
d’une solution saturée de chlorure de sodium. La phase organique est séchée sur sulfate de

sodium anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite. Apres purification du mélange de
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produits sur colonne de silice (CH,Cl,/MeOH de 0 a 2 %) puis d’alumine (mémes
conditions), trois fractions successives sont collectées puis évaporées sous pression réduite
correspondant aux produits 56 (317 mg, 12 %, solide vert foncé¢), 57 (423 mg, 16 %, solide
bleu/violet) et 55 (104 mg, 5 %, solide orange/rouge).

55 RMN 'H (250 MHz, CDCl;, 298 K) & (ppm) : 1,63 (s, 6H, -Me) ; 1,67 (s, 12H, -Me) ;
4,20 (s, SH, -Fc) ; 4,50 (m, 2H, -Fc) ; 4,73 (m, 2H, -Fc) ; 6,02 (m, 4H, f-pyrr) ; 6,42 (d, 3=
4 Hz, 2H, Bpyrr) ; 7,54 (d, °J = 4 Hz, 2H, S-pyrr) ; 7,95 (bs, 2H, -NH). UV-visible (CH,Cl,)
Amax, M (&, L.mol ".cm™) : 475 (17704) ; 337 (9669). Spectrométrie de masse (FAB'—MS),
m/z : 583 ([55+ H]"). Analyse centésimale pour C3,H3sN,Fe-EtOH : calculée % : C 72,60 ; H
7,05 ; N 8,91 ; trouvée % : C 72,16 ; H 6,98 ; N 8,82.

56 RMN 'H (250 MHz, CDCl3, 298 K) 6 (ppm) : 1,99 (bs, 12H, -Me) ; 4,19 (s, 10H, -Fc) ;
4,47 (m, 4H, -Fc) ; 4,72 (m, 4H, -Fc) ; 6,27 (d, °J = 4,4 Hz, 4H, B-pyrr) ; 7,32 (d, *J = 4,4 Hz,
4H, B-pyrr) ; 14,85 (bs, 2H, -NH). UV-visible (CH,Cly) Amax, nm (g, L.mol'.cm™) : 576
(4682) ; 447 (39548) ; 346 (18382). Spectrométrie de masse (FAB—MS), m/z : 737 ([56+
H]") ; ESI (¢t = 170°, V = 4kV, CH,Cl, + CH;CN) : 737,30 ([56+ H]', z = 1). Analyse
centésimale pour CqsHsoNyFe; : calculée % : C 71,75 ; H 5,47 ; N 7,61 ; trouvée % C 70,91 ;
H 5,50 ;N 7,61.

57 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 1,68 (s, 12 H, -Me); 4,19 (s, 10 H, -Fc);
4,54 (m, 4H, -Fc); 4,76 (m, 4H, -Fc); 5,85 (d, 4= 2,5 Hz, 2H, f-pyrr); 6,70 (d, 3= 4,75 Hz,
2H, fpyrr); 7,14 (s, 2H, f-pyrr); 7,84 (d, =5 Hz, 2H, f-pyrr); 10,57 (bs, 1H, -NH); 13,34
(bs, 1H, -NH-). UV-visible (CH,CL) Amax, nm (g, L.mol ".cm ™) : 576 (12154); 387 (25644);
355 (24194). Spectrométrie de masse (FAB'—MS), m/z : 737 ([57+H]"). Analyse centésimale
pour CssHsoNyFe; : calculée % : C 71,75 ; H 5,47 ; N 7,61 ; trouvée % : C 71,83 ; H 5,69 ; N
7,87.

56Zn  5,15-di(ferrocényl)-10,20-bis(diméthyl)calix[4]phyrinato-(1.1.1.1)Zn(II)

Aprés avoir dissous 20 mg (2,71.10” mol) de calix[4]phyrin-(1./.1./) 56 dans 10 mL de
diméthylformamide, un exceés de bromure de zinc est ajouté. La solution est alors agitée a
température ambiante pendant trois heures et I’ajout de MeOH provoque la précipitation d’un
solide noir. Ce produit brut est ensuite recristallisé par diffusion lente d’éther éthylique dans
une solution du complexe métallique dans le THF. Aprés 48 heures a 1’abri de la lumicre,

56Zn est obtenu sous la forme de cristaux rouge puis isolé par filtration (18,5 mg, 85 %).
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RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) o (ppm) : 1,79 (s, 12H, -Me); 4,14 (s, 10H, -Fc); 4,46 (m,
4H, -Fc); 4,76 (m, 4H, -Fc); 6,43 (d, °J = 5,25 Hz, 4 H, S-pyrr); 7,68 (d, °J = 4,5 Hz, 4H, S
pyrr); UV—visible (CH,Cly) Ama, nm (g, L.mol '.em ™) : 347 (28030) ; 476 (93680) ;
Spectrométrie de masse (FAB'-MS), m/z : 799 ([M + H]").

56Cu 5,15-di(ferrocényl)-10,20-bis(diméthyl)calix[4]phyrinato-(1.1.1.1)-Cu(Il)

Aprés avoir dissous 10 mg (1,35.10~ mol) de calix[4]phyrine-(1.1.1.1) 56 dans 10 mL de
diméthylformamide, un exceés de Cu(NO3),.3H,O est ajouté. La solution est alors agitée a
température ambiante pendant trois heures puis le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le brut réactionnel est ensuite purifi¢ sur colonne de silice (100 % CH,Cl,). La premicre
fraction est collectée puis évaporée pour fournir S6Cu sous la forme d’un solide (8,8 mg,
80%).

UV-visible (CH,Cly) Amax, nm (g, L.mol '.cm™) : 348 (16280) ; 483 (29380) ; Spectrométrie
de masse (FAB'-MS), m/z : 797 (IM + H]").

58 5-(p-tolyl)-10,15,20-tris(diméthyl)calix[4]phyrine-(1.1.1.1)
59 5,15-di(p-tolyl)-10,20-bis(diméthyl)calix[4]phyrine-(1.1.1.1)
60 5,10-di(p-tolyl)-15,20-bis(diméthyl)calix[4[phyrine-(1.1.1.1)

Les calixphyrines 58-60 ont ¢été¢ synthétisées en suivant un protocole expérimental
identique a celui décrit pour 55-57, en partant de p-toluylaldéhyde et de 5.5-
diméthyldipyrrométhane. Ces macrocycles sont respectivement isolés avec 9, 13 et 7 % de
rendement.

58 RMN 'H (250 MHz, CDCl;3, 298 K) & (ppm) : 1,92 (12H, s, -Me); 2,39 (s, 6H, -Meoiy);
6,21 (d, °J = 4 Hz, 4H, B-pyrr); 6,33 (d, °J = 4 Hz, 4H, S-pyrr); 7,17 (d, °J = 8,5 Hz, 4H, -
Tol); 7,32 (d, 3 = 7,3 Hz, 4H, -Tol); 14,16 (bs, 2H, -NH). Spectrométrie de masse (FAB+—
MS), m/z : 549 ([58+H]").

59 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 1,69 (12H, s, -Me); 2,42 (s, 6H, -Meyoiy);
5,93 (d, *J = 2,4 Hz, 2H, S-pyrr); 6,17 (s, 2H, B-pyrr); 6,69 (d, °J = 4,75 Hz, 2H, B-pyrr); 6,82
(d, >J =4 Hz, 2H, S-pyrr); 6,69 (d, °J = 4,75 Hz, 2H, B-pyrr); 7,22 (d, >J = 8,7 Hz, 4H, -Tol);
7,34 (d, 3] = 8,7 Hz, 4H, -Tol); 10,75 (bs, 1H, -NH); 13,10 (bs, 1H, -NH). Spectrométrie de
masse (FAB'—-MS), m/z : 549 ([59+H]").
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60 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 1,60 (12H, s, -Me); 1,62 (6H, s, -Me); 2,39
(s, 3H, -Mey1); 5,9-6 (m, 4H, B-pyrr); 6,29 (d, °J = 4 Hz, 2H, S-pyrr); 6,40 (d, >J =4 Hz, 2H,
Bpyrr); 7,16 (d, °J = 7,6 Hz, 4H, -Tol); 7,16 (d, °J = 7.6 Hz, 2H, -Tol); 7,26 (d, >J = 7,6 Hz,
2H, -tol); 7,93 (bs, 2H, -NH). Spectrométrie de masse (FAB—MS), m/z : 489 ([60+H]").

1.3. Dérivés ferrocéne-porphyrines

67 5,10,15,20-tétra(ferrocényl)porphyrine

Aprés avoir dissous 470 mg de ferrocénecarboxaldéhyde (2,2.107 mol) et 150 uL de
pyrrole (2,2.107 mol) dans 200 mL de dichlorométhane, le mélange protégé de la lumiére est
soumis a un bullage d’argon sous agitation vigoureuse pendant 20 minutes puis 250 pL
d’acide trifluoroacétique (3,3.10” mol) sont ajoutés lentement. La solution est alors agitée a
température ambiante pendant 2 heures puis neutralisée avec 456 pL de triéthylamine (3,3.10°
3 mol). Aprés I’ajout de 440 mg (3,3.10° mol) de p-chloranile, le mélange est agité a
température ambiante pendant 3 heures puis évaporé sous pression réduite. Le produit brut est
ensuite purifié sur colonne d’alumine (CH,Cl, 100 %) et la premicre fraction jaune/verte
récoltée est évaporée pour fournir 136 mg de 67 (23,5 %).

RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) 6 (ppm) : 3,97 (s, 20H, -Fc) ; 4,76 (m, 8H, -Fc) ; 5,33 (m,
8H, -Fc) ; 9,61 (s, 8H, S-pyrr).

98 5-ferrocényl-10,15,20-tri(p-tolyl) porphyrine
99 5,10-di(ferrocényl)-15,20-di(p-tolyl)porphyrine
101 5,10,15-tri(ferrocényl)-20-(p-tolyl)porphyrine

Dans un ballon de 500 mL contenant 200 mL de dichlorométhane anhydre, sont dissous
1,00 g de 5-tolyldipyrrométhane (4,23.10~ mol) et 905 mg de 1-carboxaldéhydeferrocéne
(4,22.10° mol). Le mélange protégé de la lumiére est soumis 4 un bullage d’argon sous
agitation vigoureuse pendant 15 minutes puis 0,47 mL (6,3.10” mol) d’acide trifluoroacétique
sont ajoutés lentement. La solution est alors agitée a température ambiante pendant 30
minutes puis neutralisée avec 0,88 mL (6,3.10~° mol) de Et;N. Aprés I’ajout de 1,549 g
(6,3.107 mol) de p-chloranile, le mélange est agité pendant 3 heures puis évaporé sous
pression réduite. Le résidu huileux obtenu est lavé sous agitation avec 250 mL d’une solution

aqueuse de NaOH (2 M) pendant 1 heure, a température ambiante. Le précipité noir est filtré,
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lavé a I’eau et séché sous pression réduite. 276 mg de 100 (15,2 %) sont isolés simplement
par filtration en raison de sa faible solubilité dans le dichlorométhane. Apres purification du
mélange de produits bruts sur colonne de silice (CH,Cly/hexane, 75/25 v/v), quatre fractions
successives sont collectées puis séchées sous pression réduite correspondant aux produits 98
(90 mg, 5,5 %), 100 (en mélange avec 99), 99 (100 mg, 5,5 %) et 101 (18 mg, 1 %).

98 RMN 'H (400 MHz, CDCl;, 298 K) & (ppm) : -2.29 (s, 2H, -NH) ; 2,69 (s, 3H, -Me) ;
2,71 (s, 6H, -Me) ; 4,18 (m, 5H, -Fc) ; 4,82 (m, 2H, -Fc) ; 5,55 (m, 2H, -Fc¢) ; 7,51-7,60 (m,
6H, -Tol) ; 8,05-8,13 (m, 6H, -Tol) ; 8,82-8,74 (m, 6H, S-pyrr) ; 9,98 (d, 3] = 4,80 Hz, 2H, i3
pyrr).

99 RMN 'H (250 MHz, CDCl;, 298 K) & (ppm) : -1,80 (s, 2H, -NH) ; 2,71 (s, 6H, -Me) ;
4,10 (s, 10H, -Fc) ; 4,80 (m, 4H, -Fc) ; 5,49 (m, 4H, -Fc) ; 7,55 (d, 3 = 7,00 Hz, 4H, -Tol) ;
8,07 (d, °J = 8,00 Hz, 4H, -Tol) ; 8,70 (s, 2H, Spyrr) ; 8,75 (d, °J = 4,75 Hz, 2H, Bpyrr) ;
9,80 (s, 2H, B-pyrr) ; 9,85 (d, °J = 3,75 Hz, 2H, S-pyrr).

101 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -1,11 (s, 2H, -NH) ; 2,70 (s, 3H, -Me) ;
4,01 (s, 15H, -Fc) ; 4,76 (m, 6H, -Fc) ; 5,40 (m, 6H, -Fc) ; 7,55 (d, 3 = 8,50 Hz, 2H, -Tol) ;
8,03 (d, *J = 7,00 Hz, 2H, -Tol) ; 8,62 (d, °J = 5,00 Hz, 2H, S-pyrr) ; 9,65 (d, °J = 4,75 Hz,
4H, pfpyrr) ; 9,71-9,81 (m, 4H, f-pyrr).

104 1-[2-(1,3-Dithiolanyl)]-1’-formylferrocéne

Dans un tricol de 1 L équipé d’une ampoule d’addition sont dissous 15,9 g (6,42.10™ mol)
de 1,1’-diformylferrocéne 103 dans 450 mL de dichlorométhane. Aprés avoir refroidi le
mélange a 0°C, 5,40 mL de 1,2-dithioéthane (6,42.10” mol) sont injectés dans le tricol. 15,92
mL (1,294.10" mol) d’une solution d’éthérate de trifluorure de bore (BF3OEt,) dissous dans
160 mL de dichlorométhane sont alors ajoutés goutte a goutte (30 minutes) au mélange
maintenu sous agitation a 0°C. Aprés 5 h d’agitation a 0°C, 50 mL d’une solution aqueuse de
NaHCOs3 a 10 % sont ajoutés sans précaution. Le mélange est alors placé dans une ampoule a
décanter et la phase organique est successivement lavée par 100 mL d’une solution aqueuse
saturée de NaHCOs3, 2x100 mL d’eau puis 100 mL d’une solution aqueuse saturée de NaCl.
Celle-ci est finalement séchée sur Na,SO4 anhydre, filtrée et le solvant est évaporé sous
pression réduite. Le résidu huileux obtenu est purifié sur colonne de silice (n-hexane 100 %
puis ajout progressif d’acétate d’éthyle 0-20 %) pour fournir 14,3 g de 104 (70 %) sous la

forme d’un solide rouge.
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RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) J (ppm) : 3,30 (m, 4H, thioéthane) ; 4,27 (s, 2H, -Fc¢) ;
4,40 (s, 2H, -Fc) ; 4,61 (s, 2H, -Fc) ; 4,78 (s, 2H, -Fc) ; 5,42 (s, 1H, -HC(S-),) ; 9,66 (s, 1H, -
CHO).

105 5-[1°-[2-(1,3-dithiolanyl)]ferrocényl]-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrine
106 5,10-bis[1°-[2-(1,3-dithiolanyl)|ferrocényl]-15,20-di(p-tolyl)porphyrine
107 5,15-bis[1°-[2-(1,3-dithiolanyl)]ferrocényl]-10,20-bi(p-tolyl)porphyrine
108 5,10,15-tris[1°-[2-(1,3-dithiolanyl)[ferrocényl]-20-(p-tolyl)porphyrine

A partir de pyrrole :

Dans un ballon de 2 L contenant 800 mL de dichlorométhane anhydre, sont dissous 2,19
mL (3,14.107 mol) de pyrrole, 2,79 mL (2,35.107 mol) de p-tolualdéhyde et 2,50 g de 1-
carboxaldéhyde-1’-[2-(1,3-dithiolanyl)]ferrocéne 104 (7,8.107 mol). Le mélange protégé de
la lumiére est soumis a un bullage d’argon sous agitation vigoureuse pendant 15 minutes puis
1,21 mL (1,57.10” mol) d’acide trifluoroacétique sont ajoutés lentement. La solution est alors
agitée a température ambiante pendant 30 minutes puis neutralisée avec 2,09 mL (1,57.107
mol) de 2,4,6-collidine. Aprés ’ajout de 3,85 g (1,57.107 mol) de p-chloranile, le mélange est
agité pendant 3 heures puis évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux obtenu est lavé
sous agitation avec 1 L d’une solution aqueuse de NaOH (2 M) pendant 1 heure, a
température ambiante. Le précipité noir est filtré, lavé a 1’eau et séché sous pression réduite.
Aprés purification du mélange de produits bruts sur colonne de silice (CH,Cly/hexane, 75/25
v/v), quatre fractions successives sont collectées puis séchées sous pression réduite
correspondant aux produits 105 (865 mg, 14 %), 107, 106 et 108 (538 mg, 6 %) qui sont

1solés sous la forme d’un solide noir/vert.

A partir du 5-tolyldipyrrométhane :

Dans un ballon de 1 L contenant 400 mL de dichlorométhane anhydre, sont dissous 1,84
g de 5-tolyldipyrrométhane (7,8.10° mol) et 2,50 g de l-carboxaldéhyde-1°-[2-(1,3-
dithiolanyl]ferrocéne 104 (7,8.10~ mol). Le mélange protégé de la lumiére est soumis & un
bullage d’argon sous agitation vigoureuse pendant 15 minutes puis 0,60 mL (0,78.10 mol)
d’acide trifluoroacétique sont ajoutés lentement. La solution est alors agitée a température
ambiante pendant 30 minutes puis neutralisée avec 1,04 mL (0,78.107 mol) de 2,4,6-collidine.

Aprés I’ajout de 1,92 g (0,78.10 mol) de p-chloranile, le mélange est agité pendant 3 heures
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puis évaporé sous pression réduite. Le résidu huileux obtenu est lavé sous agitation avec 0,5 L
d’une solution aqueuse de NaOH (2 M) pendant 1 heure, & température ambiante. Le précipité
noir est filtré, lavé a ’eau et séché sous pression réduite. Aprés purification du mélange de
produits bruts sur colonne de silice (CH,Cly/hexane, 75/25 v/v), quatre fractions successives
sont collectées puis séchées sous pression réduite correspondant aux produits 105 (340 mg, 10
%), 107 (541 mg, 13 %), 106 (250 mg, 6 %) et 108 (45 mg, < 1 %).

105 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -2,31 (s, 2H, -NH) ; 2,69 (s, 3H, -Me) ;
2,71 (s, 6H, -Me) ; 3,05 a 3,40 (m, 4H, -S(CH,),S-) ; 4,09 (m, 2H, -Fc) ; 4,36 (m, 2H, -Fc¢) ;
4,88 (m, 2H, -Fc) ; 5,51 (s, 1H, -HC(S-),) ; 5,57 (m, 2H, -Fc¢) ; 7,55 (m, 6H, -Tol) ; 8,09 (m,
6H, -Tol) ; 8,80 (m, 6H, S-pyrr) ; 9,94 (d, 3J = 5,00 Hz, 2H, fpyrr). UV-visible (CH,Cl,)
Jmax, Nm (g, Lmol .em™) : 422 (331000) ; 510 (10800) ; 588 (9200) ; 671 (8300).
Spectrométrie de masse (FAB'-MS), m/z : [M+1]" = 869. Analyse centésimale pour
Cs4HyaFeNyS, ; calculée % : C 74,64 ; H 5,10 ; N 6,45 ; trouvée % : C 74,41 ; H 5,18 ; N
6,44.

106 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -1,83 (s, 2H, -NH) ; 2,70 (s, 6H, -Me) ;
3,08 a 3,36 (m, 8H, -S(CH»),S-) ; 3,99 (m, 4H, -Fc) ; 4,31 (m, 4H, -Fc) ; 4,87 (m, 4H, -Fc) ;
5,48 (s, 2H, -HC(S-),) ; 5,52 (m, 4H, -Fc) ; 7,54 (d, *J = 7,25 Hz, 4H, -Tol) ; 8,05 (d, >J = 8,25
Hz, 4H, -Tol) ; 8,68 (s, 2H, f-pyrr) ; 8,74 (d, 3= 4,75 Hz, 2H, f-pyrr) ; 9,80 (s, 2H, S-pyrr) ;
9,85 (d, °J = 5,00 Hz, 2H, B-pyrr). UV-visible (CH,Cly) Amax, nm (g, L.mol.cm™) : 427
(237000) ; 616 (12500) ; 692 (10400). Spectrométrie de masse (FAB'—MS), m/z : [M+1]" =
1067.

107 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -1,70 (s, 2H, -NH) ; 2,71 (s, 6H, -Me) ;
3,06 a 3,36 (m, 8H, -S(CH,),S-) ; 4,01 (m, 4H, -Fc¢) ; 4,31 (m, 4H, -Fc) ; 4,86 (m, 4H, -Fc) ;
5,48 (s, 2H, -HC(S-),) ; 5,52 (m, 4H, -Fc) ; 7,55 (d, *J = 8,25 Hz, 4H, -Tol) ; 8,06 (d, *J= 7,50
Hz, 4H, -Tol) ; 8,69 (d, 3] = 4,75 Hz, 4H, S-pyrr) ;5 9,78 (d, 3 = 5,00 Hz, 4H, S-pyrr). UV-
visible (CH2Clp) Ama, nm (g, L.mol '.cm™) : 425 (247000) ; 615 (13700) ; 695 (14200).
Spectrométrie de masse (FAB-MS), m/z : [M+1]" = 1067. Analyse centésimale pour
CeoHsoFeaN4Sy ; calculée % : C 67,54 ; H 4,72 ; N 5,25 ; trouvée % : C 60,07 ; H 4,73 ; N
5,28.

108 RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -1,14 (s, 2H, -NH) ; 2,69 (s, 4H, -Me) ;
3,06 a 3,36 (m, 12H, -S(CH;,),S-) ; 3,89 (m, 6H, -Fc¢) ; 4,25 (m, 6H, -Fc) ; 4,84 (m, 6H, -Fc¢) ;
5,42 (s, 3H, -HC(S-),) ; 5,44 (m, 6H, -Fc) ; 7,54 (d, °J = 8,50 Hz, 2H, -Tol) ; 8,01 (d, >J = 8,75
Hz, 2H, -Tol) ; 8,61 (d, 3J=5,00 Hz, 2H, S-pyrr) ;9,61 (d, 3= 3,75 Hz, 4H, f-pyrr) ; 9,74 (s,
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4H, S-pyrr). UV-visible (CH2Cl) Amax, nm (¢, L.mol '.cm ™) : 430 (187000) ; 635 (14700) ;
711 (12900). Spectrométrie de masse (FAB'-MS), m/z : [M+1]" = 1264. Analyse centésimale
pour CesHssFesNaSe ; calculée % : C 62,66 ; H 4,46 ; N 4,43 ; trouvée % : C 62,91 ; H 4,44 ;
N 4,43.

109 5,10,15,20-tétra[1’-[2-(1,3-dithiolanyl) [ferrocényl] porphyrine

700 mg de 1-carboxaldéhyde-1’-[2-(1,3-dithiolanyl]ferrocéne 104 (2,2.10” mol) et 150 pL de
pyrrole (2,2.10° M) sont dissous dans 200 mL de dichlorométhane. La solution est placée
sous argon, sous agitation a I’abri de la lumiére puis 250 pL de TFA (3,3.10” M) sont ajoutés
lentement. L’agitation est maintenue pendant deux heures a température ambiante et 810 mg
de p-chloranil (3,3.107 M) ainsi que 460 pL de triéthylamine (3,3.10~ M) sont ajoutés sans
précaution. Le mélange est agité pendant quatre heures puis évaporé sous pression réduite et
purifié sur colonne d’alumine (100 % DCM) pour fournir 240 mg de 109 (29 %) sous la
forme d’un solide violet métallique.

RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : -0,53 (s, 2H, -NH) ; 3,02 a 3,38 (m, 16H, -
S(CH;),S-) ; 3,80 (m, 8H, -Fc¢) ; 4,19 (m, 8H, -Fc) ; 4,81 (m, 8H, -Fc) ; 5,34 (m, 8H, -Fc) ;
5,40 (s, 4H, -HC(S-)2) ; 9,57 (s, 8H, S-pyrr). UV-visible (CH2Cly) Amax, nm (g, L.mol ".cm ™)
435 (144000) ; 663 (15000) ; 726 (12800). Spectrométrie de masse (FAB—MS), m/z : [M+2]"
=1464. Analyse centésimale pour C;,HgFesNsSg ; calculée % : C 59,10 ; H 4,27 ; N 3,83 ;
trouvée % : C 56,87 ; H 4,38 ; N 3,70.

111 5-(I’-(formyl)ferrocényl)-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrine

50 mg de 105 (5,7.10" mol) dissous dans 50 mL de THF sont ajoutés rapidement a 35 mL
d’un mélange CH;CN/H,O (85/15) contenant 45,7 mg de N-chlorosuccinimide (3,4.10™* mol)
et 58,1 mg de nitrate d’argent (3,4.10 mol). Aprés 10 minutes d’agitation & température
ambiante, | mL d’une solution aqueuse saturée de Na,SO; sont ajoutés suivi de 1’ajout
successif de 1 mL d’une solution aqueuse saturée de Na,COs, puis de 1 mL d’une solution
aqueuse saturée de NaCl. 50 ml de dichlorométhane sont ensuite ajoutés et le mélange obtenu
est filtré. Aprés lavage du résidu solide au dichlorométhane, les phases organiques sont
rassemblées, lavées a I’eau et séchées sur Na,SO4 anhydre. Apres filtration puis évaporation
sous pression réduite du solvant, la poudre noire ainsi obtenue est purifiée sur colonne de

silice (CH,Cl, 100 %) pour fournir 32 mg de 111 (70 %) sous la forme d’un solide violet.
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RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) o (ppm) : -2,36 (s, 2H, -NH) ; 2,67 (s, 3H, -Me) ; 2,69 (s,
6H, -Me) ; 4,44 (m, 2H, -Fc) ; 4,83 (m, 2H, -Fc) ; 4,92 (m, 2H, -Fc) ; 5,59 (m, 2H, -Fc¢) ; 7,51-
7,56 (m, 6H, -Tol) ; 8,03-8,08 (m, 6H, -Tol) ; 8,74-8,82 (m, 6H, B-pyrr) ; 9,81 (d, °J = 4,80
Hz, 2H, S-pyrr) ; 9,90 (s, 1H, -CHO). UV-visible (CH,Cl,) Amax, nm : 423 ; 528 ; 576 ; 600 ;
666. Spectrométrie de masse (FAB—MS), m/z : [M+1]" = 793.

112 5,15-di(1’-(formyl)ferrocényl)-10,20-di(p-tolyl)porphyrine

100 mg de 107 (9,4.10°> mol) dissous dans 100 mL de THF sont ajoutés rapidement a
70 mL d’un mélange CH3;CN/H,O (85/15) contenant 150 mg de N-chlorosuccinimide (1,1.10°
> mol) et 191 mg de nitrate d’argent (1,1.10° mol). Aprés 10 minutes d’agitation a
température ambiante, 2 mL d’une solution aqueuse saturée de Na,SO; sont ajoutés suivi de
I’ajout successif de 21 mL d’une solution aqueuse saturée de Na,COs, puis de 2 mL d’une
solution aqueuse saturée de NaCl. 100 ml de dichlorométhane sont ensuite ajoutés et le
mélange obtenu est filtré. Apres ringage au dichlorométhane du solide, les phases organiques
sont rassemblées, lavées a I’eau et séchées sur Na,SO4 anhydre. Aprés évaporation sous
pression réduite du solvant, la poudre noire ainsi obtenue est purifiée sur colonne de silice
(CH,Cl; 100%) pour fournir 43 mg de 112 (50 %) sous la forme d’un solide violet.
RMN 'H (250 MHz, CDCl3, 298 K) 6 (ppm) : -1,76 (s, 2H, -NH) ; 2,72 (s, 6H, -Me) ; 4,38
(m, 4H, -Fc) ; 4,80 (m, 4H, -Fc) ; 4,92 (m, 4H, -Fc) ; 5,57 (m, 4H, -Fc) ; 7,57 (d, *J = 7,50 Hz,
4H, -Tol) ; 8,04 (d, >J = 7,00 Hz, 4H, -Tol) ; 8,73 (d, >J = 4,75 Hz, 4H, B-pyrr) ; 9,69 (d, °J =
4,50 Hz, 4H, S-pyrr) ; 9,89 (s, 2H, -CHO). Spectrométrie de masse (FAB™-MS), m/z : [M+1]"
=915.

113 5-(I’-(hexylaminométhyl)ferrocényl)-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrine

150 mg de 111 (1,9.10™* mol) et 30 uL d’hexylamine (2,2.10* mol) sont introduits dans
un ballon de 50 mL placé sous argon contenant 20 mL de THF anhydre et du tamis
moléculaire activé. Le mélange obtenu est agité¢ a température ambiante, sous argon, pendant
16 heures puis filtré pour ¢liminer le tamis moléculaire qui est alors rincé abondamment au
THF anhydre. Apres avoir évaporé le solvant sous pression réduite jusqu’a obtenir un volume
d’environ 20 mL, 63 mg de NaBH, (1,66.10° mol) préalablement dissous dans 1’éthanol

absolu sont ajoutés et la solution obtenue est agitée a température ambiante pendant trois
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heures puis évaporée sous pression réduite. Le solide brut obtenu est dissous dans 50 mL de
dichlorométhane et lavé a I’eau. La phase organique est ensuite séchée sur Na,SO4 anhydre,
filtrée et évaporée sous pression réduite. Le produit brut est finalement purifié¢ sur colonne de
silice (CH,Cl,/MeOH 99/1) pour fournir 132 mg de 113 (80 %).

RMN 'H (250 MHz, CDCl3, 298 K) & (ppm) : -2,33 (s, 2H, NH) ; 0,50-0,90 (m, 11H, -hexyl)
; 2,08 (m, 2H, NHCH,CH>-) ; 2,66 (s, 3H, -Me) ; 2,69 (s, 6H, -Me) ; 3,29 (bs, 2H, -FcCH»-) ;
4,09 (bs, 2H, -Fc) ; 4,22 (bs, 2H, -Fc) ; 4,73 (bs, 2H, -Fc) ; 5,48 (bs, 2H, -Fc) ; 7,53-7,56 (m,
6H, -Tol) ; 8,05-8,09 (m, 6H, Tol) ; 8,75-8,80 (m, 6H, Bpyrr) ; 9,94 (d, 2H, °J = 4,8 Hz,
pyrr). UV-visible (CH,Cly) Amay, nm (g, L.mol .cm™) : 422 (363000), 512 (12300), 598
(9500), 673 (9300). Spectrométrie de masse (FAB—MS), m/z : [M+1]" = 878.

1137Zn  [5-[1'-(hexylaminométhyl)ferrocényl]-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrinato-zinc(Il)

1 mL d’une solution saturée d’acétate de zinc (II) dans le méthanol est ajouté dans 20 mL

d’une solution de dichlorométhane contenant 50 mg de 113 (0,56.10* mol). Le mélange
obtenu est agité a température ambiante pendant 10 heures. La solution est ensuite lavée a
I’eau, séchée sur Na,SO4 anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite. Le produit brut
est alors purifié sur colonne de silice (CH,Cl,/MeOH 99/1) pour fournir 48 mg de 113Zn (91
%).
RMN 'H (500 MHz, CDCl3, 293 K) & (ppm) : -5,18 (bs, 1H) ; -2,54 (bs, 2H) ; -1,98 (bs, 2H) ;
-1,76 (bs, 2H) ; -0,86 (bs, 2H) ; -0,03 (bs, 2H) ; 0,43 (t, °J = 7 Hz, 3H, -CH,CH3) ; 0,52 (m,
2H, -CH,CHs) ; 2,23 (bs, 2H, -Fc) ; 2,72 (s, 3H, -PhCH3) ; 2,73 (s, 6H, -PhCH3) ; 3,64 (bs,
2H, -Fc) ; 4,24 (bs, 2H, -Fc¢) ; 5,0 (bs, 2H, -Fc) ; 7,53-7,60 (m, 6H) ; 8,07-8,15 (m, 6H) ; 8,87
(m, 6H) ; 9,82 (bs, 2H, Bpyrr) ; RMN °C (62,5 MHz, CDCls, 293 K) & (ppm) : 13,5 ; 21,5 ;
22,0 23,9; 24,9; 30,2; 42,8; 42,9; 69.4; 69,5; 71,0; 78,2 ; 82,5; 90,7; 116,1; 120,2;
120,9 ; 127,1; 130,7; 131,4; 131,5; 134,3; 134,7; 136,7; 140,2 ; 140,4; 149,2; 149.8 ;
150,0 ; 150,2. UV-visible (CH,Cly) Amax, nm (g, L.mol'.cm™) : 429 (269000), 580 (11500),
631 (19000). Spectrométrie de masse (Maldi-Tof) : [M]" = 939,2. Analyse centésimale pour
CsgHssFeNsZn : calculée % : C 74,00 ; H 5,67 ; N 7,44 ; trouvée % : C 71,83 ; H 5,66 ; N
7,30.
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[114Zn]"BFy" [5-/1'-(méthanaminium,N-hexyl-N,N-diméthyl)ferrocényl]-10,15,20-
tri(p-tolyl)porphyrinato-zinc(Il) [tétrafluoroborate

12,8 mg de K,CO; anhydre (7,87.10 mol) et 74,1 mg de 113Zn (6,44.10° mol) sont
placés sous argon dans un ballon de 25 mL. 12 mL de THF anhydre sont ensuite introduits
avec une seringue, suivi de 1’ajout de 366 pL d’iodure de méthyle (5,87.10 mol). Le
mélange obtenu est agité a température ambiante pendant 24 heures puis filtré. Le solide est
lavé au THF et le filtrat est évaporé sous pression réduite puis purifié sur colonne de silice
(CH,Cl/MeOH 95/5) pour donner 69 mg de [114Zn]"I" (80 %). L’ion iodure est ensuite
remplacé quantitativement par BF,~ par élution lente d’une solution de [114Zn]"I" dans le
THF sur colonne échangeuse d’ions IRA-96 préalablement conditionnée par une solution
aqueuse d’HBF4 a 40 % et rincée abondamment par H,O et CH3CN.
RMN 'H (400 MHz, (CDs),S0, 293 K) & (ppm) : 0,72 (t, >J = 7,2 Hz, 3H, -CH,CH3) ; 0,99
(m, 4H, -CH»-) ; 1,09 (m, 2H, -CH,-) ; 1,39 (m, 2H, -CH»-) ; 2,65 (s, 3H, -CH3) ; 2,68 (s, 6H,
-CH3) ; 2,70 (s, 6H, -CH3) ; 2,90 (m, 2H, -N-CH,-CH,-) ; 4,20 (s, 2H, -N"-CH,-Fc) ; 4,42 (m,
2H, -Fc) ; 4,65 (m, 2H, -Fc) ; 4,96 (m, 2H, -Fc¢) ; 5,58 (m, 2H, -Fc¢) ; 7,57-7,61 (m, 6H) ; 8,00-
8,04 (m, 6H) ; 8,68-8,72 (m, 4H) ; 8,78 (d, 3 = 4,8 Hz, 2H, fpyrr) ; 10,04 (m, 2H, S-pyrr).
UV-visible (CH,Cly) Amay, nm (g, L.mol ".cm ™) : 424 (302000), 563 (15500), 610 (12300).
Spectrométrie de masse (ESI+): [M]° = 968,6. Analyse centésimale pour
CeoHssBF4FeNsZn-H,O : calculée % : C 67,02 ; H 5,62 ; N 6,51 ; trouvée % : C 67,04 ; H
5,50 ; N 6,52 %.

Procédure de Métallation des ferrocéne-porphyrines 67, 98, 99, 101, 105, 106, 107, 108,
109, 111, 112 par le zinc.

1 mL d’une solution saturée d’acétate de zinc (II) dans le méthanol est ajouté a 20 mL
d’une solution de dichlorométhane contenant environ 0,5.10~* mol de porphyrine. Le mélange
obtenu est agité a température ambiante pendant 10 heures. La solution est ensuite lavée a
I’eau, séchée sur Na,SO4 anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite. Le produit brut
est alors purifié sur colonne de silice pour fournir la porphyrine métallée avec des rendements

supérieurs a 90 %.

67Zn RMN 'H (400 MHz, THF-d8, 298 K) & (ppm) : 4,00 (s, 20H, -Fc) ; 4,77 (m, 8H, -
Fc); 5,38 (m, 8H, -Fc) ; 9,81 (s, 8H, f-pyrr).
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98Zn RMN 'H (500 MHz, CDCl;, 298 K) & (ppm) : 2,70 (s, 3H, -Me) ; 2,71 (s, 6H, -Me) ;
424 (s, 5H, -Fc) ; 4,82 (m, 2H, -Fc) ; 5,55 (m, 2H, -Fc) ; 7,48-7,63 (m, 6H, -Tol) ; 8,00-8,16
(m, 6H, -Tol) ; 8,81-8,99 (m, 6H, Spyrr) ; 10,20 (d, >J = 4,75 Hz, 2H, A-pyrr).

105Zn RMN 'H (500 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,21 (m, 2H, -S(CH:),S-) ; 2,65 (s,
3H, -Me) ; 2,67 (m, 8H, -Me et -S(CH,),S-) ; 3,97 (m, 2H, -Fc¢) ; 3,99 (m, 2H, -Fc) ; 4,45 (s,
1H, -HC(S-),) ; 4,58 (m, 2H, -Fc) ; 5,37 (m, 2H, -Fc) ; 7,52 (m, 6H, -Tol) ; 8,03 (m, 6H, -Tol)
: 8,83 (m, 6H, SB-pyrr) ; 10,03 (d, °J = 3,50 Hz, 2H, S-pyrr). UV-visible (CH,Cly) Amax, nm (é,
L.mol".cm™) : 425 (369000) ; 568 (12600) ; 619 (13800). Spectrométrie de masse (FAB'—
MS), m/z : [M+1]" = 930.

106Zn RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,40 a 2,60 (m, 4H, -S(CH,),S-) ;
2,70 (s, 6H, -Me) ; 2,80 a 3,00 (m, 4H, -S(CH,),S-) ; 4,00 (m, 4H, -Fc) ; 4,11 (m, 4H, -Fc) ;
4,68 (m, 4H, -Fc) ; 4,79 (s, 2H, -HC(S-),) ; 5,44 (m, 4H, -Fc) ; 7,55 (d, °J = 8,00 Hz, 4H, -
Tol) ; 8,07 (d, 3] = 8,00 Hz, 4H, -Tol) ; 8,80 (s, 2H, fpyrr) ; 8,85 (d, 3] = 4,50 Hz, 2H, i3
pyrr) ; 9,96 (s, 2H, SB-pyrr) ; 10,03 (d, 3] = 4,75 Hz, 2H, S-pyrr). UV-visible (CH2CL) Amax,
nm (g, L.mol ".cm ') : 429 (248000) ; 586 (10200) ; 640 (19500). Spectrométrie de masse
(FAB'-MS), m/z : [M+2]" = 1130.

107Zn RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,71 (s, 6H, -Me) ; 2,90 a 3,08 (m,
4H, -S(CH2),S-) ; 3,09 & 3,24 (m, 4H, -S(CH,),S-) ; 4,12 (m, 4H, -Fc) ; 4,31 (m, 4H, -Fc) ;
4,82 (m, 4H, -Fc) ; 5,31 (s, 2H, -HC(S-),) ; 5,50 (m, 4H, -Fc¢) ; 7,56 (d, 3= 7,50 Hz, 4H, -
Tol) ; 8,07 (d, >J = 6,75 Hz, 4H, -Tol) ; 8,81 (d, J = 5,00 Hz, 4H, S-pyrr) ; 10,01 (d, >J = 4,00
Hz, 4H, S-pyrr). UV-visible (CH,Cls) Amax, nm (g, L.mol ".cm ™) : 428 (261000) ; 583 (9600) ;
648 (21000). Spectrométrie de masse (FAB'—MS), m/z : [M+2]" = 1130.

108Zn RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,24 a 2,50 (m, 6H, -S(CH,),S-) ;
2,62 4 2,90 (m, 9H, -Me et -S(CH,):S-) ; 3,76 a 4,08 (m, 12H, -Fc) ; 4,44 4 4,72 (m, 9H, -
HC(S-); et Fc) ; 5,30 (m, 6H, -Fc) ; 7,54 (d, °J = 7,25 Hz, 2H, -Tol) ; 8,06 (d, >J = 7,50 Hz,
2H, -Tol) ; 8,75 (d, °J = 5,25 Hz, 2H, S-pyrr) ; 9,79 (d, °J = 5,25 Hz, 2H, S-pyrr) ; 9,89 (m,
4H, B-pyrr). UV-visible (CH2Cly) Amay, nm (g, L.mol '.cm™) : 432 (207000) ; 605 (10000) ;
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661 (29000). Spectrométrie de masse (FAB'-MS), m/z : [M+2]" = 1328. Analyse centésimale
pour CesHsaFesNaSeZn ; calculée % : C 59,67 ; H 4,10 ; N 4,22 ; trouvée % : C 59,31 ; H 4,09
; N 4,24,

109Zn RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,66 a 2,82 (m, 8H, -S(CH,),S-) ;
2,92 a 3,10 (m, 8H, -S(CH3),S-) ; 3,89 (m, 8H, -Fc) ; 4,11 (m, 8H, -Fc) ; 4,70 (m, 8H, -Fc) ;
5,00 (s, 4H, -HC(S-),) ; 5,33 (m, 8H, -Fc) ; 9,79 (s, 8H, f-pyrr). UV-visible (CH,Cl,) Amax, NmM
(e, L.mol ".cm ) : 437 (138000) ; 627 (8700) ; 680 (29400). Spectrométrie de masse (FAB'™—
MS), m/z : [M+4]" = 1528.

111Zn RMN 'H (250 MHz, CDCl;, 298 K) & (ppm) : 2,70 (s, 3H, -Me) ; 2,72 (s, 6H, -Me)
; 4,32 (m, 2H, -Fc¢) ; 4,44 (m, 2H, -Fc¢) ; 4,56 (m, 2H, -Fc) ; 5,35 (m, 2H, -Fc) ; 7,44-7,64 (m,
6H, -Tol) ; 8,00-8,21 (m, 6H, -Tol) ; 8,63 (s, 1H, -CHO) ; 8,80-9,03 (m, 6H, f-pyrr) ; 9,86 (d,
3] = 4,75 Hz, 2H, f-pyrr). Analyse centésimale pour Cs¢HaoFea:N4O2Zn-2MeOH ; calculée % :
C 66,85 ; H 4,64 ;N 5,38 ; trouvée % : C 66,36 ; H4,51 ; N 5,33.

112Zn RMN 'H (250 MHz, CDCls, 298 K) & (ppm) : 2,72 (s, 6H, -Me) ; 4,54 (m, 4H, -Fc) ;
4,74 (m, 4H, -Fc) ; 4,79 (m, 4H, -Fc) ; 5,57 (m, 4H, -Fc) ; 7,55 (d, °J = 7,25 Hz, 4H, -Tol) ;
8,06 (d, °J = 7,75 Hz, 4H, -Tol) ; 8,79 (d, *J = 5,25 Hz, 4H, SB-pyrr) ; 9,01 (s, 2H, -CHO) ;
9,86 (d, >J = 4,75 Hz, 4H, B-pyrr).
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2. SYNTHESES RELATIVE AU CHAPITRE 1V

2.1. Réactifs et solvants

Les acides amines protégés proviennent de chez Advanced ChemTech Europe (Brussels,
Belgium), Bachem Biochimie SARL (Voisins-les-Bretonneux, France), France Biochem SA
(Meudon, France), Merck Eurolab (Fontenay-sous-Bois, France) ou Calbiochem-
Novabiochem (Merck Biosciences - VWR, Limonest, France). L’agent de coulage PyBOP" a
été acheté chez Calbiochem-Novabiochem, la résine Fmoc-Gly-SASRIN® chez Bachem
Biochimie SARL and 2-chlorotritylchloride™ et la résine H-Lys(Boc)-2-chlorotrityl® chez
Advanced ChemTech Europe. Les autres produits proviennent de chez Aldrich (Saint-Quentin

Fallavier, France) et Acros (Noisy-le-Grand, France).

2.2. Procédures générales de synthése des peptides

2.2.1. Synthése de peptides linéaires protégés par SPPS

La synthese des peptides linéaires a été réalisée manuellement par « synthése peptidique
en phase solide » (SPPS) en utilisant une stratégie standard de protection Fmoc/fBu. Le

réacteur utilisé est représenté sur la Figure V-1.

Fritté ——mmmrr]

Figure V-1 : Schéma du réacteur utilisé lors de la synthése peptidique en phase solide (SPPS).

L’introduction d’air comprimé par le haut du ballon permet d’éliminer les réactifs en
exces ainsi que le solvant. Avant son utilisation, le réacteur est traité pendant 12 heures avec
(CH3),SiCl, qui sert a lubrifier les parois afin d’éviter que la résine ne s’y colle. Le ballon est
ensuite lavé abondamment avec CH,Cl, pour éliminer toute trace d’acide. Au début de chaque

synthése et aprés chaque lavage a 1’éther, la résine est lavée et mise a gonfler deux fois de
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suite avec 20 mL/g de résine de DCM pendant 15 minutes et une fois avec 20 mL/g de résine
de DMF pendant 15 minutes également. Chaque nouvelle bouteille de DMF est préalablement

dégazée pendant une heure avant d’étre utilisée.

2.2.2. Couplage des acides aminés N-a-Fmoc protégés

Les réactions de couplage ont été réalisées en partant de 1,5-2 équivalents molaires
d’acide aminé N-a-Fmoc protégé (par rapport au nombre de moles de fonctions réactives par
gramme de résine) activé in situ par 1,5-2 équivalents de PyBOP et 3-4 équivalents de
diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le DMF (10 mL/g de résine) pendant 30 minutes. La
résine est ensuite lavée deux fois au DMF (20 mL/g de résine) pendant 1 minute et deux fois
avec du DCM (20 mL/g de résine) pendant 1 minute. L’efficacité du couplage est déterminée

par un test de Kaiser ou TNBS.

2.2.3. Déprotection des groupements N-a-Fmoc

La déprotection des groupements N-o-Fmoc est réalisée par ajout d’un mélange
pipéridine/DMF 20/80 (v/v) maintenu sous agitation pendant 10 minutes (10 mL/g de résine).
Cette étape est répétée trois fois et 1’efficacité de la déprotection est vérifiée par 1’analyse de
I’absorbance UV des solutions de pipéridine récupérées. La déprotection des groupements
Fmoc entraine en effet la libération du fragment dibenzofulvéne dont I’adduit avec la
pipéridine absorbe a 4 = 299 nm (&= 7800 L.mol-1.cm-1). Les solutions récupérées sont
complétées au MeOH a un volume V donné. L’absorbance de cette solution a 299 nm permet

de calculer le nombre de groupements protecteur Fmoc libérés selon la loi de Beer-Lambert :

A (299 nm) x V
£(299 nm) x [

[ = longueur du chemin optique (cm™')

NEmoc =

Cette méthode a été utilisée pour réaliser le suivi de la SPPS et pour déterminer d’une

maniére indirecte le nombre de moles de fonctions réactives par gramme de résine.
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2.2.4. Tests de controle lors de I’élongation de la séquence peptidique

Les tests de Kaiser et TNBS ont été réalisés afin de vérifier I’efficacité des réactions de
couplage entre les acides aminés.
Le test de Kaiser requiert :

- 500 mg de Ninhydrine dissous dans 10 mL d’EtOH,

- 80 g de Phénol dilués dans 20 mL d’EtOH,

- 2 mL d’une solution nanomolaire de KCN diluée dans 100 mL de Pyridine.

Aprées avoir placé quelques grains de résine dans un tube a essai, trois gouttes de chacune
des solutions sont ajoutés. Le mélange est chauffé a 80-110°C pendant 3 minutes. S’il reste
des fonctions amine libres, les grains de résine deviennent bleu (test de Kaiser positif). La
réaction de couplage doit dans ce cas étre poursuivie jusqu’a ce que la résine reste incolore
(test de Kaiser négatif).

Le test TNBS requiert :

- une solution a 1 % d’acide trinitrobenzénesulfonique dans le DMF,

- un mélange DIPEA/DMF 1/9.

Six gouttes de chacune des solutions sont ajoutées a quelques grains de résine
préalablement placés dans un tube a essai. Le mélange est laissé a température ambiante
pendant une minute. S’il reste des fonctions amine libres, les grains deviennent orange-rouge
vif (test TNBS positif). La réaction de couplage doit dans ce cas €tre poursuivie jusqu’a ce

que la résine reste incolore (test de TNBS négatif).

2.2.5. Clivage de la résine

Les peptides linéaires synthétisés sont détachés de la résine Sasrin™ par ajout d’une
solution TFA/DCM 1/99. La résine est traitée avec cette solution pendant 3 minutes, plusieurs
fois, jusqu’a ce qu’elle devienne violette. Les solutions des lavages successifs sont
rassemblées et évaporées sous pression réduite pour fournir un solide blanc apres précipitation
a I’éther. Les peptides ainsi synthétisés sont analysés par RP-HPLC et si nécessaire, ils sont

purifiés sur colonne préparative.
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2.2.6. Réactions de cyclisation en solution des peptides linéaires

Les peptides linéaires déprotégés C- et N-terminaux sont dissous dans le DMF a une
concentration de 0,5 mM et le pH de la solution est ajusté¢ a 8-9 par ajout de DIPEA. 1,2
équivalents molaires de PyBOP sont alors ajoutés et la solution est agitée a température
ambiante pendant au moins une heure. Le solvant est ensuite évaporé sous pression réduite et
le solide brut obtenu est dissous dans un minimum de DCM et le peptide cyclique est
précipité par ajout d’éther. L’éther est ensuite retiré délicatement a 1’aide d’une pipette
pasteur puis le solide blanc restant est a nouveau lavé a 1’éther. Cette opération est renouvelée

trois fois et le produit brut obtenu est généralement utilisé sans purification ultérieure.

2.2.7. Clivage en solution des groupements protecteurs des chaines
latérales

Clivage des groupements protecteurs N°-Boc

Le clivage des groupements protecteurs N-g-Boc a été réalisé par ajout au cyclopeptide
d’une solution a 50 % de TFA dans le DCM maintenue sous agitation a température ambiante
pendant 1 heure. Le produit brut est concentré sous pression réduite, précipité et lavé trois fois

a ’éther.

Clivage simultané des groupements protecteurs Boc, OtBu et Pmc

Le clivage simultané des groupements protecteurs Boc, Pmc et OtBu a été réalisé¢ avec un
mélange TFA/TIS/H20 95/5/5 maintenu sous agitation pendant une heure a température
ambiante. Les peptides déprotégés sont concentrés par évaporation sous pression réduite et
dissous dans I’eau. La solution obtenue est filtrée puis lyophilisée. Le produit brut est ensuite

lavé plusieurs fois a I’éther.

116 H-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G-OH
Le peptide linéaire 116 a été assemblé sur 1,000 g de résine SASRIN® (0,53 mmol.g™) en
utilisant les procédures 2.2.1 a 2.2.4. Le peptide est ensuite clivé de la résine en suivant le

protocole 2.2.5. Aprés concentration de la solution sous pression réduite du solvant, le peptide
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linéaire est précipité et lavé a 1’éther. 594 mg de 116 sont alors obtenus sous la forme d’un
solide blanc (rendement global de 81 %).
RP-HPLC : RT (temps de rétention) = 9,7 min (C;s, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).

117 ¢/K(Boc)-A-K-(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G]

La réaction de cyclisation a été réalisée en suivant le protocole 2.2.6 a partir de 594 mg du
peptide linéaire brut 116 (4,3.10* mol). Aprés concentration de la solution sous pression
réduite le peptide cyclique est précipité et lavé a I’éther. Le produit brut est ensuite dissous
dans le méthanol (10 mg/mL) et purifi¢ par RP-HPLC (5-100 % de B en 30 minutes) pour
fournir 518,2 mg de 117 (88 %) sous la forme d’un solide blanc.

RP-HPLC : RT = 11,2 min (C;s, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).

118 c/K-A-K-P-G-K-A-K-P-G]

Les groupements Boc de 518,2 mg de 117 (1,9.10”* M) sont clivés par ajout d’une solution
de TFA a 50 % dans le DCM. Le mélange est agité pendant 1 heure a température ambiante et
concentré sous pression réduite. Le peptide ainsi déprotégé est précipité et lavé a I’éther pour
fournir 513,0 mg de 118 (95 %) sous la forme d’un solide blanc. Ce produit a été utilisé sans
purification ultérieure.

RP-HPLC : RT = 12,5 min (C;g, 214 nm, 5-100 % de B en 30 minutes).
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+2H]*" = 482,2, [M+3H]'" = 321,8, [M+4H]"" =
241,7.

119 ¢/K(-COCH;ONHBoc)-A-K(-COCH;ONHBoc)-P-G-K(-COCH,;ONHBoc)-A-
K(-COCH;ONHBoc)-P-G]

A 302 mg de 118 (2,2.10™* mol) préalablement dissous dans 20 mL de DMF anhydre sont
ajoutés 268 mg de BocNHOCH,COOSucc (9,4.10™ mol) et de la DIPEA de fagon a ajuster le
pH a 8. Le mélange est agité pendant 30 minutes a température ambiante puis concentré sous
pression réduite. Le produit brut obtenu est alors précipité et lavé a I’éther pour fournir 119
qui est utilisé sans purification ultérieure.

RP-HPLC : RT =9,9 min (C;3, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).
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120 ¢/K(-COCH,;0ONH)-A-K(-COCH,ONH,)-P-G-K(-COCH,0NH,)-A-
K(-COCH;ONH)-P-G]

Au produit brut 119 sont ajoutés 20 mL d’un mélange TFA/CH,Cl,/TIS/H,O (50/40/5/5)
Apreés une heure d’agitation, la solution est concentrée sous pression réduite et purifiée par
RP-HPLC (5-60 % de B en 30 minutes). Apres lyophilisation, 254 mg de 120 sont obtenus
sous la forme d’un solide blanc avec un rendement global depuis 118 de 70 %.

RP-HPLC : RT = 6,2 min (C;g, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes).
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z: [M+H]" = 1255,6 ; [M+Na]" = 1277.6 ; [M+K] =
1293,5.

121 ¢/K(-COCH,ONH=CH-Fc)-A-K(-COCH,ONH=CH-Fc)-P-G-
K(-COCH;ONH=CH-Fc)-A-K(-COCH;ONH=CH-Fc)-P-G]

A 131,9 mg de 120 (1,05.10* mol) dissous dans 20 mL d’un mélange 50% (v/v) de
tampon acétate (0,1 molL', pH = 4,6) dans CH;CN sont ajoutés 137,7 mg de
ferrocénecarboxaldéhyde (6,43.10 mol). Le mélange réactionnel, protégé de la lumiére, est
maintenu sous agitation a température ambiante pendant 7 heures. Le solide brut obtenu apres
évaporation des solvants sous pression réduite est alors purifié sur par RP-HPLC puis
lyophilisé pour fournir 100,0 mg de 121 (46 %) sous la forme d’un solide jaune.

RP-HPLC : RT = 13,4 min (C;s, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 2040,5.

122 H-K(Boc)-K(Alloc)-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G-OH

Le peptide linéaire 122 a été assemblé sur 1,022 g de résine SASRIN® (1,4 mmol/g) en
suivant les procédures 2.2.1 a 2.2.4. L’ancrage du premier acide aminé Fmoc-G-OH conduit a
un taux de substitution de la résine de 0,603 mmol/g de résine. Le clivage du peptide est
réalisé en suivant le protocole 2.2.5. Aprés concentration de la solution sous pression réduite
du solvant, le peptide linéaire est précipité et lavé a 1’éther pour fournir 608 mg de 122
(rendement global 61 %) sous la forme d’un solide blanc. Le produit brut est utilisé¢ sans

purification ultérieure.

RP-HPLC : RT = 10,1 min (C;g, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).
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123 c¢/[K(Boc)-K(Alloc)-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G]

La réaction de cyclisation a été réalisée en suivant le protocole 2.2.6 a partir de 203,4 mg
du peptide linéaire 122 (1,24.10* mol). Aprés concentration de la solution sous pression
réduite, le peptide cyclique est précipité et lavé a 1’éther. Le produit brut est dissous dans le
MeOH (10 mg.mL™) puis purifi¢ par RP-HPLC (5-100% de B en 30 min) pour fournir 179
mg de 123 (95 %) sous la forme d’un solide blanc.

RP-HPLC : RT = 11,9 min (C;s, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes).

124 ¢/K(Boc)-K-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-GJ

Le clivage des groupements N°-Alloc a été réalisé sous argon en dissolvant 179 mg de
peptide 123 dans 15 mL de DCM anhydre a une concentration de 10> M (du DMF anhydre
peut éventuellement €tre ajouté pour améliorer la dissolution du peptide) et en ajoutant 50
équivalents molaires de phénylsilane. Au bout de trois minutes, 0,25 équivalent de Pd(PPhs)s
est ajouté et le mélange est agité pendant 1 heure a température ambiante. La solution est
ensuite traitée par 7,5 mL de MeOH pendant 30 minutes puis le solvant est évaporé sous
pression réduite. Le produit brut est précipité et lavé trois fois a 1’éther, dissout dans un
mélange H,0/CH;CN 50/50 et lyophilisé pour fournir 154 mg de 124 (91 %) sous la forme

d’une poudre blanche.

125a  ¢/K(Boc)-K(Fmoc-Cystéine-tButhio))-K(Boc)-P-G-K(Boc)-A-K(Boc)-P-G]

A 154 mg de 124 (1,08.10™ mol) dissous dans 15 mL d’une solution de DMF dont le pH
est ajusté a 8 par ajout de DIPEA, sont ajoutés 78 mg de Fmoc-Cystéine-/Buthio (1,8.107
mol) et 94 mg de PyBOP (1,8.10™* mol). Aprés avoir maintenu la solution sous agitation a
température ambiante pendant 1 heure, le DMF est évaporé sous pression réduite. Le solide
brut obtenu est dissous dans un minimum de DCM, précipité a ’éther, lavé trois fois a I’éther
puis séché pour fournir 157 mg de 125 (79 %) sous la forme d’un solide blanc.
RP-HPLC : RT = 15,1 min (C;g, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes).
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H] = 1833,7.

126a  ¢/K-K(Fmoc-Cystéine-tButhio)-K-P-G-K-A-K-P-G]

157 mg de 125a (8,5.10” mol) sont dissous dans 20 mL d’un mélange TFA/DCM 50/50

(v/v) et maintenus sous agitation pendant 1 heure a température ambiante. Le produit brut est
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concentré sous pression réduite, lavé a 1’éther diéthylique et séché pour fournir 114 mg de
126a (93 %) sous la forme d’une poudre blanche.

RP-HPLC : RT = 8,7 min (C;g, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes).

Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 1433,6.

127a  ¢/K(-COCH,ONHBoc)-K(Fmoc-Cystéine-tButhio)-K(-COCH;ONHBoc)-P-G-
K(-COCH;ONHBoc)-A-K(-COCH>ONHBoc)-P-G]

A 114 mg de 126a (7,9.10-5 mol) dissous dans 20 mL de DMF, est ajoutée de la DIPEA
pour ajuster le pH & 8. 186,8 mg de BocNHOCH,COSu [8] (6,5.10 mol) sont ajoutés au
mélange qui est ensuite agité¢ pendant 1 heure a température ambiante. Aprés avoir évaporé le
solvant sous pression réduite, le produit brut est lavé a 1’éther trois fois puis séché pour
fournir 130 mg de 127a (77 %) sous la forme d’un solide blanc.

RP-HPLC : RT = 13,3 min (C;g, 214 nm, 5-100 % de B en 15 minutes)
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 2125,8.

128a  ¢/K(-COCH,ONHBoc)-K(Cystéine-tButhio))-K(-COCH,ONHBoc)-P-G-
K(-COCH;ONHBoc)-A-K(-COCH>ONHBoc)-P-G]

130 mg de 127a (6,1.10” mol) sont dissous dans 20 mL d’un mélange pipéridine/DMF
20/80 (v/v) qui est ensuite maintenu sous agitation pendant 30 minutes, a température
ambiante. Aprés avoir évaporé le solvant sous pression réduite, le produit brut est dissous
dans un minimum de DCM et précipité a 1’éther. Le précipité obtenu est lavé trois fois a
I’éther et séché pour fournir 92 mg de 128a (79 %) sous la forme d’une poudre blanche.
RP-HPLC : RT = 14,7 min (C;g, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes)

Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+2H]" = 1904,8.

129a  ¢/K(-COCH;ONH3)-K(Cystéine-tButhio))-K(-COCH,0ONH)-P-G-
K(-COCH;ONH3)-A-K(-COCH,0NH»-P-G]

92 mg de 128a (4,8.10” mol) sont dissous dans 20 mL d’un mélange TFA/DCM/TIS/H,0
50/40/5/5 (v/v) et la solution est ensuite agitée pendant 1 heure a température ambiante. Le
mélange brut est concentré sous pression réduite et lavé a I’éther. Le produit ainsi obtenu est
purifié par RP-HPLC pour fournir 51 mg de 129a (70 %) sous la forme d’une poudre blanche.
RP-HPLC : RT = 9,8 min (C;g, 214 nm, 5-40 % de B en 15 minutes)

Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 1503,6.
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130a  ¢/K(-COCH,ONH=CH-Fc)-K(Cystéine-tButhio)-K(-COCH,ONH=CH-Fc)-P-G-
K(-COCH;ONH=CH-Fc)-A-K(-COCH,ONH=CH-Fc¢)-P-G]

A 39,9 mg de 129a dissous dans 5 mL d’un mélange tampon acétate (0,1 M, pH =
4,6)/CH;CN 50/50 (v/v) sont ajoutés 27,5 mg de ferrocénecarboxaldéhyde (1,28.10™ mol) Le
mélange réactionnel, protégé de la lumiére, est maintenu sous agitation pendant 7 heures a
température ambiante. Le solide brut obtenu apreés évaporation des solvants sous pression
réduite est purifi¢ par RP-HPLC et lyophilisé pour fournir 30 mg de 130a (49 %) sous la
forme d’une poudre jaune.

RP-HPLC : RT = 13,9 min (C;3, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes)
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 2288.4.

132 ¢[-R-G-D-f-K(FcCHO)-|

A 25 mg de ¢[-R-G-D-f-K(COCH,ONH,)-] 131 (3,70.10° mol) dissous dans 12 mL d’un
mélange 50% (v/v) de tampon acétate (0,1 mol.L™', pH = 4,6) dans CH3CN sont ajoutés 32,5
mg de ferrocénedicarboxaldéhyde (1,34.10* mol). Le mélange réactionnel, protégé de la
lumiére, est maintenu sous agitation a température ambiante pendant 30 minutes. Le solide
brut obtenu apres évaporation des solvants sous pression réduite est alors purifi¢ par RP-
HPLC puis lyophilisé pour fournir 12,2 mg de 132 (36 %) sous la forme d’un solide jaune.
RP-HPLC : RT = 10,7 min (C;g, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes)
Spectrométrie de masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 901,3.

133 ¢/K(-COCH;ONH=CH-Fc-CH=NHOCH ;CO-c[-R-G-D-f-K-])-K-(Cystéine-
Etthio)-K(-COCH;ONH=CH-Fc-CH=NHOCH,CO-c[-R-G-D-f-K-])-P-G-
K(-COCH;ONH=CH-Fc-CH=NHOCH ;CO-c[-R-G-D-f-K-])-A-
K(-COCH;ONH=CH-Fc-CH=NHOCH,CO-c[-R-G-D-f-K-|)-P-G]

A 2,6 mg de 130b (1,2.10° mol), synthétisé a partir du méme protocole opératoire que
130a, dissous dans 240 pl. d’un mélange tampon acétate (0,1 M, pH =4,6)/CH3CN 50/50
(v/v) sont ajoutés 6,0 mg de ferrocénecarboxaldéhyde-RGDfK 132 (5,9.10° mol) Le mélange
réactionnel, placé sous argon et protégé de la lumiere, est maintenu sous agitation pendant 1
heure a température ambiante. Le solide brut obtenu aprés évaporation des solvants sous
pression réduite est purifi¢ par RP-HPLC et lyophilisé pour fournir 2,5 mg de 131 (38 %)

sous la forme d’une poudre jaune.
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RP-HPLC : RT = 13,3 min (C;s, 214 nm, 5-60 % de B en 15 minutes). Spectrométrie de
masse (ESI+), m/z : [M+H]" = 5004,89.

3. APPAREILLAGES ET CARACTERISATIONS
SPECTROSCOPIQUES

-RMN : les spectres de RMN 'H et °C ont été enregistrés a température ambiante (sauf
mention contraire) sur les appareils Brucker AC-2000 250 MHz, Brucker DRX 400 MHz et
Varian Unity Inova 500 MHz. Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par
million (ppm). Nous avons pris comme référence les déplacements chimiques des solvants

deutérés donnés dans la littérature [9].

-UV-visible : les spectres d’absorption UV-visible ont été enregistrés sur un

spectrophotométre Varian Cary 100 en utilisant des cellules en quartz.

-Spectrométrie de masse : les expériences de spectrométrie de masse ont été réalisées au
service de spectrométrie de masse du Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales
(Grenoble) a l'aide d'un spectrometre AEI Katros couplé avec un canon lon. Tech. Ltd.. La
matrice utilisée pour les composés est une matrice NBA (nitrobenzylalcool). Dans le cas des
chaines peptidiques linéaires ou les peptides cycliques, les spectres de masse d’ionisation
¢lectrospray (ESI) ont été enregistrés sur un spectrometre Esquire 3000 (Bruker). Les

analyses ont été réalisées en mode positif en utilisant un mélange H,O/CH3CN 50/50.

-Analyse élémentaires : les analyses ¢lémentaires ont été réalisées au Service Départemental

d'Analyse du CNRS a Vernaison (France).

-Analyse par diffraction des rayons X : L'analyse par diffraction des rayons X a été
effectuée par Jacques Pécaut au Laboratoire de Chimie de Coordination, Service de Chimie
Inorganique et Biologique du Commissariat de 1'Energie Atomique de Grenoble. L'appareil
utilisé est un diffractometre SMART CCD (radiation Mo—K,, monochromateur graphite, A =
0,71073 A). Tous les calculs ont été effectués a l'aide du programme SHELXTL [10].
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-Analyses HPLC : Les analyses RP-HPLC ont été réalisées avec un équipement Waters
constitué d’un Waters 600 controller, un Waters 2487 Dual Absorbance Detector et un Waters
In-Line Degasser. La pureté des peptides est analysée sur une colonne analytique (Macherey-

Nagel Nucleosil 120 A 3 um C,, particles, 30 x 4,6 mm) en utilisant les solvants suivant :

solvant A, H,0 contenant 0,09 % (v/v) TFA ; solvant B, acétonitrile contenant 0,09 % (v/v)
TFA and 9,91 % (v/v) H,O. Un débit de 1,3 mL min ' a été utilisé et I’absorbance UV
enregistrée simultanément a 214 et a 250 nm. L’eau est de qualité Milli-Q aprés le passage
d’eau distillée & travers une cartouche Milli-Q®. L’acétonitrile et le TFA sont de qualité

HPLC et proviennent respectivement de chez Carlo-Erba et SdS (Peypin, France).

-Purification par HPLC : Si nécessaire, les peptides bruts sont purifiés sur colonne
préparative (Delta-Pak™ 100 A 15 pm C,; particles, 200 x 2.5 mm) avec les mémes solvants

au débit de 22 mL.min"' en utilisant un programme de gradient linéaire de 30 minutes.

4. ETUDES ELECTROCHIMIQUES

- Solvants : L’acétonitrile (Rathburn, HPLC grade S), le méthanol (SDS, 99 %, purex
analytical grade), 1’acétone (Carlo Erba Reagenti, qualit¢ RPE) et le diméthylsulfoxyde
(Acros Organic, 99,9 %, spectrophotometric grade) sont stockés sous atmosphére d’argon et
sont utilisés sans purification ultérieure. Le dichlorométhane (SDS, analytical reagent grade)

est distillé sur CaH,.

- Sels supports et sels d’anions

Les composés sont utilisés sans purification ultérieure (pureté minimale 99%) :
le perchlorate de tétra-n-butylammonium (Produit Fluka puriss.)

le dihydrogénophosphate de tétra-n-butylammonium (TBAH,;PO,, Aldrich)
I’hydrogénosulfate de tétra-n-butylammonium (TBAHSO,, Aldrich)

le bromure de tétra-n-butylammonium (TBABr, Fluka)

le chlorure de tétra-n-butylammonium (TBACI, Fluka)

le fluorure de tétraéthylammonium (TEAF, Fluka)

le nitrate de tétra-n-butylammonium (TBANO;, Aldrich)

I’iodure de tétra-n-butylammonium (TBAI, Fluka)

le nitrate d’argent (AgNOs, Prolabo)
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le disodium d’adénosine-5’-triphosphate (ATPNa,, Sigma Aldrich) est conservé a une

température de -18°C et est utilisé sans étre purifié.

4.1. - Appareillage et méthodes

L’appareillage électrochimique utilisé lors de I’étude par voltammétrie cyclique (CV) est
constitué d’un ensemble potentiostat EG&G Princeton Applied Research modele 175 et
modele 362 couplé a un enregistreur XY Kipp&Zonen. Pour 1’étude par voltammétrie a
impulsions dérivées (DPV), I’appareillage est constitué par un potentiostat EG&G Princeton
Applied Research modele 264 A associé¢ a un enregistreur XY Sefram 8340. Au cours de la
these, les expériences de CV et DPV seront ensuite enregistrées avec un analyseur CHI 660B
(CH Instrument). Les ¢€lectrolyses exhaustives sont réalisées avec un ensemble potentiostat
EG&G Princeton Applied Research (modele 173) équipé d’un coulométre digital (modéele
179) et d’un programmeur (modele 175). L’unité d’asservissement utilisé pour le contrdle de
la vitesse de rotations des électrodes tournantes est un appareil Tacussel CTV 101 T. Le
systéeme conventionnel a trois ¢lectrodes est utilisé pour 1’enregistrement des courbes de CV
et DPV. L’¢lectrode de travail est constituée d’un disque de platine (@ = Smm) ou de carbone
vitreux (@ = 3mm) poli & P'aide d’une préparation diamantée 2 pm (Mecaprex Presi).
L’électrode de référence utilisée pour ’étude en milieu organique est le systétme Ag/Ag’
constitué¢ d’un fil d’argent plongeant dans une solution de nitrate d’argent a 10% M dans
I’acétonitrile en présence de 0,1 M de TBAP connecté, par I’intermédiaire d’un verre fritté
avec un deuxiéme compartiment contenant la solution d’étude et séparé de cette derniere par
un verre fritté. L’¢lectrode auxiliaire est constituée d’un fil de platine immergé dans un
compartiment contenant 1’électrolyte support utilisé, séparé par un verre fritté de la solution
d’étude.

En milieu aqueux, 1’¢lectrode de référence est constituée de deux compartiments : dans
le premier, une électrode Ag/AgCl plonge dans une solution de NaCl saturée. Le second,
séparé par un verre fritté de la solution d’étude est séparé du premier par I’intermédiaire d’un
verre fritté et contient le solvant d’étude. L’¢lectrode auxiliaire est constituée d’un fil de
platine immergé dans un compartiment contenant le solvant d’étude, séparé par un verre fritté
de la solution d’étude.

Les expériences de spectroélectrochimie ont été réalisées en boite a gants, sous
atmosphere d’argon, dans une cellule conventionnelle a trois électrodes. L’¢lectrode de travail

ainsi que la contre électrode sont des feutres de carbone de grandes surfaces. Les spectres
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d’absorption UV-Visible ont été enregistrés grace a une sonde optique (/ = 1 mm) connectée
par fibre optique a un spectrométre MCS 501 UV-NIR (Carl Zeiss) constitué d’une matrice de
photodiodes. Les sources de lumiére sont des lampes halogénes (CLH 500 20 W) et a
deutérium (CLD 500) munies d’une fibre optique 041.002-UV SN 012105.

4.2. Préparation des électrodes d’or

4.2.1. Polissage des ¢électrodes d’or

La procédure suivante a été utilisée pour conditionner chaque électrode d’or :
-Polissage manuel sur feutre DPMol (STUERS) avec une pate diamantée 3 um (Presi) et de
1’éthanol absolu pendant 2 minutes. Placer sous ultrasons dans I’eau distillée milliQ pendant 2
minutes.
-Polissage manuel sur feutre rouge DPnap avec de une pate diamantée 1 um et du lubrifiant
rouge (DP-Lubricant Red, Struers) pendant 2 minutes. Placer sous ultrasons dans 1’eau
distillée milliQ pendant 2 minutes.
-Polissage manuel sur feutre rouge DPnap avec de I’alumine 0,3 pm et de 1’eau milliQ trois
fois 2 minutes avec ringage du feutre a I’eau milliQ a chaque polissage. Placer sous ultrasons
dans I’eau distillée milliQ pendant 2 minutes.
-Polissage manuel sur feutre rouge DPnap avec de 1’alumine 0,05 pm et de 1’eau milliQ

pendant 2 minutes. Placer sous ultrasons dans 1’eau distillée milliQ deux fois 3 minutes.

4.2.2. Restructuration électrochimique

La restructuration électrochimique des ¢lectrodes d’or est réalisée dans une solution
d’acide sulfurique 0,5 M et permet le décapage de la surface d’or. En effet, cette
restructuration détruit les oxydes d’or en surface en effectuant par voltammétrie cyclique
mille cycles entre 0,2 et 1,6 V a 10 V/s (avant le début du dégagement d’oxygeéne par
oxydation de 1’eau sur 1’¢lectrode a 1,7 V). Un balayage par voltammétrie cyclique a 0,1 V/s
entre 0,2 et 1,5 V est effectué¢ pour connaitre I’état de surface avant et aprés restructuration. I1
est possible de conclure que 1’¢lectrode est satisfaisante quand le voltammogramme présente

I’allure suivante :
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Chap. V : Partie expérimentale
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Figure 2 : Courbe de voltammétrie cyclique obtenue aprés restructuration €lectrochimique d’une électrode d’or
dans H,SO,4 0,5 M (électrode de travail : @ =2 mm, contre-électrode : fil de Pt, électrode de référence : Ag|AgCl
dans NaCl saturée|H,SO4 0,5 M, v=0,1 V/s).

Les trois pics d’oxydation observés sur la Figure 2 correspondent aux transferts successifs
de trois ¢lectrons pour oxyder 1’or. Lors du balayage retour, un pic de réduction est observé
vers 0,9 V, indiquant la réduction de la monocouche d’oxyde formé. La surface de ce pic
correspond a la charge nécessaire pour réduire cette couche d’oxyde, nous permettant donc de

vérifier I’état de surface et de connaitre la surface réelle Ss¢ de I’électrode utilisée.

Sspé _ Qred Equation V-1
S 420.S

géom géom

T=

Equation V-1 : Sy, : surface spécifique (surface réelle), Sgeom : surface géométrique de I’électrode, Oeq : charge
sous le pic de réduction.

D’aprés les travaux de Vela [11], la quantité de charge théorique de 420 pC.cm™

correspond a 1’adsorption d’'une monocouche d’atomes d’oxygene suite a 1’oxydation de 1’or.

4.3. Modification d’électrode d’or par des monocouches auto-
assemblées

Les électrodes restructurées sont plongées dans une solution millimolaire du dérivé
disulfure pendant 10 minutes. Les électrodes sont ensuite rincées abondamment avec le

solvant utilisé pour le dépot (CH3CN/H,0 50/50) puis avec le solvant d’étude.
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4.4. Etude cinétique

La constante de transfert ¢lectronique ki peut-étre calculée en utilisant les équations de
Laviron [12], ou I’on trace la surtension (Ep, (ou Epc) — E°, E° étant assimilé a E, pour des
valeurs de vitesses faibles) en fonction de log(v), avec v: vitesse de balayage. Pour des
valeurs de Ep, — Epc supérieures a 200 mV, on peut considérer que le systéme est irréversible
et dans ce cas on trace deux droites ajustant les deux parties lin€aires de la courbe (une en
oxydation, I’autre en réduction). La pente de ces droites permet de déterminer a et I’ordonnée
a Dorigine permet de calculer k. Il est a noter que dans notre cas, la mesure de Ep, devient
trés difficile a haute vitesse, rendant I’ajustement paramétrique pratiquement impossible. Par
conséquent, on déterminera ces 2 constantes a partir des valeurs de E,. dans la majorité des

cas. Prenons I’exemple suivant :

O Ea-EO0
0O Ec-EO

Ipa,Epa,lpc etc en fonction vitesse

I I I I I I
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8 3 o © 3
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o
02

o
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04 i i i i i i
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log v

La différence entre la surtension anodique et cathodique est supérieure a 200 mV pour
log(v) > 3 environ, c'est-a-dire pour des valeurs de vitesse de balayage au moins égales a 1000
V/s. Les valeurs de Ep, étant difficiles a mesurer a ces vitesses, seule la partie cathodique sera

traitée. Les trois derniers points semblent linéaires et sont ajustés, ce qui donne :
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Chap. V : Partie expérimentale

-0,1
% y%z 0,915§8 - o,31éoax R% 0,99985
-0,15 R e TR AR —
T T U I
g 3 3 3 3 3 3 3
& 025 i P PN S o R
& ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
T T T T U
085 [
04 i i i i i i i
3,3 3,4 3,5 3,6 3,7 3,8 3,9 4 41
log v
En ce qui concerne la partie cathodique :
2,3RT avec a : pente de la courbe ajustée, n : nombre d’¢lectrons échangés, .
- R: tante des gaz parfaits, 7 : température, F' : Farada Equation V-2
anF : cons gaz p , T': temp ,F y.
a
ktr = O . . .
RT exp| — banF avec b ordonnée a I’origine. Equation V-3
nF RT

Dans cet exemple, o = 0,19 et ki = 6355.

5. MICROBALANCE A QUARTZ AVEC SUIVI DE LA DISSIPATION

D’ENERGIE : QCM-D

Les expériences de QCM-D ont été effectuées avec un appareil Q-sense D-300 a une
température de 23°C, dans le cas du thiol-RAFT-4Fc 130 et a 30°C dans le cas du thiol-
RAFT-4Fc-4RGD 131. Les quartzs (QSX 301 Q-Sense) utilisés sont recouverts d’or sur

chaque face. La surface active de ces quartzs est de 0,2 cm’. Chaque quartz a subi un

traitement UV-ozone pendant 10 minutes, suivi d’une immersion de 15 minutes dans une

solution d’EtOH. Le quartz est ensuite séché sous un flux d’argon puis placé dans la chambre

de mesure de I’appareil. Les mesures ont été réalisées sous flux continu a 1’aide d’une pompe

péristatique a 12 galets (Ismatec, modele ISM 597).
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6. ELLIPSOMETRIE

Les mesures ellipsométriques ont été réalisées avec 1’ellipsometre EP3SE (Nanofilm
Technology GmbH, Germany). Les expériences ont ét¢é menées en présence d’air, a une
longueur d’onde de 630,2 nm et a des angles d’incidences variant entre 50° et 80°. Les
modélisations des courbes obtenues ont été réalisées a 1’aide du logiciel EP3View (Nanofilm
Technology GmbH). Un mod¢le a trois phases substrat/monocouche/air a ét¢ considéré pour

ajuster les courbes. Les propriétés optiques du quartz d’or nu ont préalablement été mesurées.

7. OSMOMETRIE VPO

Les mesures de VPO ont été effectuées au CERMAYV, avec l'aide des Pr. Milas et
Desbriéres, enregistrées dans le toluéne, a 333 K a l'aide de I'osmométre a tension de vapeur

KNAUER®.

Principe : L’osmométrie a vapeur saturante est basée sur la différence de tension de vapeur
causée par l'addition d'une petite quantité de soluté dans un solvant pur. Dans 1'osmométre a
tension de vapeur, une goutte de solvant pur et une goutte d'un mélange soluté-solvant sont
déposées sur deux thermistors séparés 'un de l'autre et situés dans une atmosphere saturée de
solvant pur. La différence de tension de vapeur entre les deux gouttes induit un écart de
température entre les deux thermistors. L’écart de température entraine un écart de potentiels

qui est en relation avec la masse molaire du soluté [13].

Théorie : AE/Cy = K((1/Ms) + A1Ca + A,C* + ..)

ou AF est la différence de potentiels entre les thermistors, C; est la concentration de soluté (en
gL™), K est la constante de calibrage, et 4; représentent les coefficients. Les termes d'ordre
supérieur & 0 (4;C;) sont valables dans le cas d'une solution non idéale. Pour calibrer
l'instrument de mesure, on choisit les solutés qui forment des solutions quasi idéales avec le
solvant, a faible concentration. Dans ces conditions, les termes d'ordre supérieur a 1 sont
négligeables et I'on obtient :

AE/Cy = (K/M;) + KA,C,

Comme la masse moléculaire du soluté de référence est connue, la constante de calibrage K

peut étre déterminée en tragant AE/C, = f((,). 1l suffit alors de réaliser les mémes mesures
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Chap. V : Partie expérimentale

pour le soluté de masse molaire inconnue que l'on peut alors déterminer. Dans notre cas, le
soluté de référence est la tétraphénylporphyrine de zinc (TPPZn) et la molécule de masse
molaire inconnue est la porphyrine 113Zn. Les courbes de la Figure 3 permettent d'accéder
facilement a la masse moléculaire de 113Zn : 1957 g.mol™” pour le premier essai et 1882
g.mol” pour le deuxiéme essai ce qui fait une moyenne de 1919 g.mol”, en accord avec la

formation d'un dimeére.

1er essai :
3200+ = ZnTPP « 113Zn
3150 AE/C = 2674.02 + 36783 C 1,661 AE/C =1.3662 +0.01944 C
3100
2 30501
g
S 3000
]
< 2950
2900
2850
4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10% 1,2x107 1,4x10? 16
C (mol. L)
2°Me gssai
844071 o zatep 192] = 1132Zn
3420 AE/C = 3187 + 14886 C 1901 AE/C = 1.693 +0.016 C
3400 ‘
3380 1881
3 3360 1887
g 3340 S 1843
§ 3320 £ 1,821
i 33207 < 1,801
< i
3300 1,78
3280 1761
3260 1,741 : : . ; \

4,0x10%,0x10"8,0x10™*1,0x10,2x10,4x104,6x10™ 4
C (mol.L™)

Figure 3 : Ajustement paramétrique des coordonnées obtenues en tracant AE/C = f(C) pour la Zn TPP et 113Zn.

8. CELLULES HEK?293f3; et 3LL

Les cellules « positives » HEK2935 surexprimant 1’intégrine o33 ainsi que les cellules
controles (cellules « négatives ») du type 3LL (Lewis Lung Carcinoma) qui sont dépourvues
du récepteur ayf3 ont été préparées par Mme Dominique Deplanques et par le Dr Jean-Luc
Coll du Groupe de Recherche sur le Cancer du Poumon (GRCP) a I’institut Albert Bonniot,
INSERM U578, de Grenoble).
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ANNEXE 1

Données cristallographiques
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Données cristallographiques relatives au dérivé 55¢C4H,O

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Ca0 Hag Fe N4 O
654.66
298(2) K
0.71073 A
Triclinic
P-1
a=7.7327(15) A alpha = 108.78(3) deg.
b=13.530(3) A beta=91.96(3) deg.
c=17.245(3) A gamma = 91.09(3) deg.
1706.3(6) A™3, 2
1.274 Mg/m"3
0.479 mm*-1
696
0.50x 0.20 x 0.20 mm
2.32 to 28.76 deg.
-10<=h<=10, -17<=k<=17, -18<=1<=23
10819
7633 [R(int) = 0.0176]
None
Full-matrix least-squares on F"2
7633/0/415
1.053
R1=0.0493, wR2 =0.1277
R1=0.0676, wR2 =0.1390
0.477 and -0.287 e.A ~-3
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Données cristallographiques relatives au dérivé 56¢(CHCls),

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

Ca6 Hap ClgFey Ny

975.24

298(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P2(1)

a=12.671(3) A alpha =90 deg.
b=11.944(2) A beta=112.22(3) deg.
c=15.545(3) A gamma = 90 deg.
2178.1(8) A ~3, 2

1.487 Mg/m"3

1.073 mm*-1

1000

0.50 x 0.20 x 0.20 mm

1.42 to 28.90 deg.

-16<=h<=13, -15<=k<=14, -17<=1<=20
13871

8981 [R(int) = 0.0160]

None

Full-matrix least-squares on F/2
8981 /4 /556

1.061

R1=0.0435, wR2 =0.1063
R1=0.0525, wR2=0.1141
0.027(14)

0.453 and -0.354 e. A ~-3

292



Données cristallographiques relatives au dérivé trans-[S6H;]Cl,

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CasHay Cl; Fey Ny
809.42
223(2) K
0.71073 A
Orthorhombic
Pbca
a=14.372(4) A alpha =90 deg.
b=11.704(3) A beta =90 deg.
c=21.319(6) A gamma = 90 deg.
3586.3(18) A 3, 4
1.499 Mg/m"3
0.998 mm*-1
1680
0.30 x 0.15 x 0.04 mm
1.91 to 23.32 deg.
-14<=h<=16, -8<=k<=13, -23<=1<=23
14977
2589 [R(int) = 0.0248]
None
Full-matrix least-squares on F*2
2589/0/327
1.227
R1=0.0525, wR2=10.1191
R1=0.0582, wR2=0.1216
0.483 and -0.330 e. A -3
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Données cristallographiques relatives au dérivé cis-[S6H;]I, ¢« CH;CN « CH;CH,OH.

(Empirical formula Cy6.47 Ha7.22 Fer I N4 74 Og50
Formula weight 1045.63

Temperature 223(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Monoclinic

Space group P2(1)/n

Unit cell dimensions a=11.317(9) A alpha =90 deg.

b=20.017(15) A beta=92.577(14) deg.
c=20.150(15) A gamma = 90 deg.

Volume, Z 4560(6) A »3, 4

Density (calculated) 1.523 Mg/m"3

Absorption coefficient 2.027 mm”-1

F(000) 2085

Crystal size 0.50x 0.10 x 0.10 mm

Theta range for data collection 2.02 to 26.60 deg.

Limiting indices -14<=h<=13, -24<=k<=24, -19<=1<=25
Reflections collected 21029

Independent reflections 8783 [R(int) = 0.0422]
Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares on F"2
Data / restraints / parameters 8783/0/520

Goodness-of-fit on F/2 1.291

Final R indices [[>2sigma(])] R1=0.1539, wR2 =0.3167

R indices (all data) R1=10.1609, wR2 =0.3196
Largest diff. peak and hole 3.763 and -2.287 e. A -3

294



Données cristallographiques relatives au dérivé trans-[S6H; |1, .

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*2

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Caa Hap Fez I Ny

992.32

223(2) K

0.71073 A

Orthorhombic

Pbca

a=14.651(2) A alpha =90 deg.
b=12.2498(19) A beta =90 deg.
c=21.404(3) A gamma = 90 deg.
3841.4(10) A"3, 4

1.716 Mg/m"3

2.400 mm”-1

1968

0.30x 0.30 x 0.20 mm

2.36 t0 26.42 deg.

-18<=h<=18, -15<=k<=13, -26<=1<=23
21126

3943 [R(int) = 0.0185]

None

Full-matrix least-squares on F"2
3943/0/319

1.083

R1=0.0219, wR2 =0.0514
R1=10.0264, wR2 =0.0537

0.570 and -0.557 e. A ~-3
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Données cristallographiques relatives au dérivé [57H,]* +2C10,

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Ca6 Haa Clg Fea Ny Og

1105.25

223(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P2(1)/c

a=19.709(8) A alpha =90 deg.
b=12.370(5) A beta=116.086(7) deg.
c=22.403(9) A gamma = 90 deg.
4906(3) A3, 4

1.496 Mg/m"3

0.974 mm*-1

2264

?7x?x?mm

1.84 to 23.28 deg.

-15<=h<=21, -12<=k<=13, -24<=I<=13
15952

6512 [R(int) = 0.0519]

None

Full-matrix least-squares on F/2
6512 /6 /649

1.088

R1=0.0903, wR2 =0.2010
R1=0.1123, wR2 =0.2109

1.368 and -0.853 e. A ~-3

296



Données cristallographiques relatives au dérivé 56ZneOEt,

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

Cag Hag Feo Ny O Zn

873.97

223(2) K

0.71073 A

Tetragonal

P4(1)2(1)2

a=10.7004(15) A alpha =90 deg.
b=10.7004(15) A beta =90 deg.
c=34.398(7) A gamma =90 deg.
3938.6(11) A3, 4

1.474 Mg/m"3

1.374 mm”"-1

1816

0.30 x 0.15 x 0.08 mm

1.99 to 28.99 deg.

-12<=h<=14, -13<=k<=13, -21<=I<=46
16132

4838 [R(int) = 0.0214]

None

Full-matrix least-squares on F"2
4838 /0/255

1.162

R1=10.0312, wR2 =0.0719
R1=0.0342, wR2 =0.0727
0.027(13)

0.301 and -0.500 e. A -3
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Données cristallographiques relatives au dérivé 56CueCH,Cl,

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C4s5 Hyp Cl, Cu Fey Ny

882.95

293(2) K

0.71073 A

Orthorhombic

Pnma

a=14.7414(19) A alpha = 90 deg.
b=18.668(2) A beta=90 deg.
c=13.5904(17) A gamma = 90 deg.
740.0(8) A 3, 4

1.568 Mg/m"3

1.512 mm*-1

1812

0.40 x 0.20 x 0.20 mm

1.85 t0 29.10 deg.

-19<=h<=19, -25<=k<=18, -17<=I<=13

22287

794 [R(int) = 0.0183]

None

Full-matrix least-squares on F*2
4794 /2 /297

1.137

R1=0.0393, wR2 =0.0899
R1=0.0449, wR2 = 0.0926
1.072 and -0.757 . A ~-3
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Données cristallographiques relatives au dérivé 67ZneC4H,O

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Ces Haa Fe4 Ny Oy Zn

1201.81

298(2) K

0.71073 A

Monoclinic

C2/c

a=58.224(18) A alpha =90 deg.
b=7.400(2) A beta=110.088(5) deg.
c=27.891(9) A gamma =90 deg.
11286(6) A "3, 8

1.415 Mg/m"3

1.470 mm~"-1

4896

0.30 x 0.10 x 0.08 mm

1.48 to 23.30 deg.

-35<=h<=64, -8<=k<=8, -30<=1<=31
22893

8100 [R(int) = 0.0521]

None

Full-matrix least-squares on F"2
8100/0/716

1.296

R1=0.1090, wR2 = 0.2747
R1=0.1322, wR2 =0.2887

1.331 and -0.841 e. A ~-3
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Données cristallographiques relatives au dérivé 107Zne(C;sH40),

Empirical formula Ceos Hes Fea Ny O, Sy Zn
Formula weight 1274.54

Temperature 223(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Orthorhombic

Space group Pbca

Unit cell dimensions a=18.415(6) A alpha =90 deg.

b=12.697(4) A beta =90 deg.
c=24.742(8) A gamma = 90 deg.

Volume, Z 5785(3) A3, 4

Density (calculated) 1.463 Mg/m"3

Absorption coefficient 1.102 mm~*-1

F(000) 2648

Crystal size 0.01 x 0.05 x 0.2 mm

Theta range for data collection 1.98 to 29.00 deg.

Limiting indices -24<=h<=15, -12<=k<=16, -27<=1<=31
Reflections collected 16243

Independent reflections 6587 [R(int) = 0.1890]
Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares on F"2
Data / restraints / parameters 6587/0/323

Goodness-of-fit on F/2 0.879

Final R indices [[>2sigma(I)] R1=0.0805, wR2 =0.1436

R indices (all data) R1=0.2664, wR2 =0.1891
Largest diff. peak and hole 0.707 and -0.522 e. A ~-3
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Données cristallographiques relatives au dérivé 112Zne(CH30H),

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F/2

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

CsgHag Fea Ny O4 Zn

1042.07

223(2) K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=8.236(2) A alpha=67.731(5) deg.
b=12.414(4) A beta=72.240(5) deg.
c=12.620(4) A gamma = 76.832(5) deg.
1127.9(6) A"3, 1

1.534 Mg/m"3

1.219 mm~-1

538

0.30 x 0.05 x 0.05 mm

1.79 to 29.05 deg.

-11<=h<=10, -16<=k<=12, -16<=1<=13
7229

5072 [R(int) = 0.0134]

None

Full-matrix least-squares on F"2
5072/0/409

1.160

R1=0.0462, wR2 =0.1121
R1=0.0540, wR2 =0.1151

0.616 and -0.554 ¢. A ~-3

301



302



Références bibliographiques

[11]
[12]
[13]

Ka, J.-W.; Lee, C.-H. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 4609.

Bucher, C.; Seidel, D.; Lynch, V.; Kral, V.; Sessler, J. L. Org. Lett. 2000, 2, (20), 3103.
Gale, P. A.; Sessler, J. L.; Kral, V.; Lynch, V. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 5140.
Allen, W. E.; Gale, P. A.; Brown, C. T.; Lynch, V.; Sessler, J. L. J. Am. Chem. Soc.
1996, 118, 12471.

Balavoine, G. G. A.; Doisneau, G.; Fillebeen-Khan, T. J. Organomet. Chem. 1991, 412,
381.

Ka, J.-W.; Lee, C.-H. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 4609.

Boturyn, D.; Dumy, P. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 2787.

Ide, H.; Akamatsu, K.; Kimura, Y.; Michiue, K.; Makino, K.; Asaeda, A.; Takamori,
Y.; Kubo, K. Biochemistry 1993, 32, 8276.

Gottlieb, H. E.; Kotlyar, V.; Nudelman, A. J. Org. Chem. 1997, 62, 179.

Sheldrick, G. M. SHELXTL v. 5. 5., Siemens Analytical X-Ray Instruments: Madison,
WI, 1990.

Vela, M. E.; Salvarezza, R. C.; Arvia, A. J. Electrochim. Acta 1990, 117, (35).

Laviron, E. J. Electroanal. Chem. 1979, 101, (1), 19.

Yarranton, H. W.; Alboudwarej, H.; Jakher, R. Ind. Eng. Chem. Res 2000, 39, 2917.

303



	(1)université grenoble, sommaire, abbréviation, remerciement.pdf
	(2) Introduction générale 18-09-06.pdf
	_3_ Chapitre I intro générale2.pdf
	_4_ Chapitre II.pdf
	_5_ Chapitre III Conjugués Porphyrine4.pdf
	_6_ Chapitre IV RAFT5.pdf
	_7_ CONCLUSION FINALE 19-09-06.pdf
	_8_ PUBLICATIONS et COMMUNICATION.pdf
	_9_ partie exp.pdf
	_10_ résumé thèse1.pdf


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




