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La reconnaissance moléculaire est un des principes de base a l'origine de toutes les
formes de vielLes processus de reconnaissance s'établissem gréeux acteurs principaux,
unrécepteur et un ligandja des interactions spécifiques plus ou moins fostesiltanées et
sélectives Les récepteurs et les ligands impliqués dans les interactions esonatdres
diverses Les dysfonctionnementdes voies de communicatioeagendrentle plus souvent,
desanomalies

Le développement de la nanotechnologie a ouvert des nouvelles frontiere&tyatmnr
et comprendrdes interactions biomoléculaireGellesci représententin enjeu thérapeutique
important Les applications envisageabkmnt nombreuses particulierement dans le domaine
diagnostt, de la mise au point de nouvelles thérapies ou de nouveaux matériaux
biocompatibles.

La détectionde la reconnaissaneeoléculairepeut étrecontrbléegrace a un récepteur
bifonctionnel constitué par l'association d’'un site de complexatipouvant interagir
sélectivement avec un substrat ciblet une unité signalétique dont une propriété
caractéristique sera perturbée par la complexation. Le phénomeéne de reconnaissance est ainsi
lié a une modification mesurable d’'uneesd propriétés physiechimiquesdu récepteur. Si
I'ampleur de la modification est corrélée a la concentraipnespéce cible, il est aussi
possible ten réaliser le dosage. Dans cette optjgiédectrochimiereprésentaun outil de
choix permettant d’analyser, d’orienter ou de contrdler les phénontenesconnaissance
moléculaire. Il est en particulier possible de détecter et de quantifigtdeactions etme un
récepteur et un substraia la modification de’activité électrochimique d’'un centre rédox
actif associé au récepteur.

Notre équipedéveloppe undghématique deaecherchebasée sur la conception et la
synthése de nouveaux motifs de reconnaissance molécafairgle mettre au point de
nouvelles technologies dans le domair@ogique Nous avons ainsi développé une expertise
forte en synthese biomoléaide et hétérocyclique Les propriétés de ces systemes sont
caractérisées par diverses méthodes pmaicniquestandis que des collaborations avec des
biochimistespermettent d’apporter la preuve du concept. Cette appgaahdisciplinaire a
pour objectif de rationaliser et d’optimiser de maniére interactivepriaeption et le design
de systémes biomoléculaires vue d’applications thérapeutiques.

Le laboratoire s'intéresse depuis plusieurs annéesidarophoresgt particulierement a

la synthése d’analogues de sidérophores pour I'élaboration d’outils biochindegte®sa la

2
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caractérisation des protéines impliguées dans letransport du fer chez différents
microorganismegsondedluorescentessondephotoactivablessondes biotinylées...[Depuis
peu, le travail s’est orienté verbélaboration d'électrodes modifiées (polyméres et
monocouches autassemblées sur surface d’or) par un sidérophore dans le but de développer
des dispositifs moléculaires pour la reconnaissance de protéines affines ou pour le dosage du
fer(lll). Ces sidérophores natuie et biomimétiquese lient de maniére spécifique a la
matrice.Dans ce cades principaux atoutd’'un systemetlectrochimiqueésidentdans le fait
gu’il peut étre transportable, facila mettre en ceuvre, automatisable, ragigpeut étre
miniaturé etles systémes finis sont d’un faible colt
Dans ce contexte, cetieése a pour objectid synthese dtétude physicechimique des
complexes de félll)-sidérophore Dans cette étude, les ligands sassociésa différentes
unitésélectractivesafin de ledixera la surface de transducteptyysiques.
Notre travail de recherche s'est donc développé selorétagies
X Le développenent d’'une ingénierie moléculairgpour synthétiserde nouveaux
sidérophoregmmobilisablesayant des exigences stériquesticuliéres
x L’analyse du comportement et/ou de la structure de ces complexes en solution, a partir
des mesures d8UV -visible et la voltampé@métrie cyclique
x L’élaboration et caractérisatioles matériaux d'électrodgpar des techniques
électrochimiques et piézoélectriques.
Ainsi, aprés une partie introductivwnsacrée a un bilan sliétat de la littérature surek
sidérophores (éfinition, classification, différentes architecturesapplicatiors...). La
deuxiemepartie portera sur lgprésentatioret la synthése de deux sériessiErophoregles
ferrioxamines et les ferrichromes3ubstitué ou nonpar différentesonde électroactivesLa
troisieme partie€onsiste a évaluer les propriétés de complexatioétudiant leomportement
optique et électrochimiqueen solution au cours de la complexation du fer(jpir
voltampérométrie et par mesurddJV-visible. Enfin, la quatrieme partie présentees |

premiers résultatd’élaboration des monocouches aag®mblées sur surface d’or.
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|.Introduction

Le fer (5%) est I'élément chimique le plus abondant, aprés le silicium (28%), dans
I'écorce terrestrele fer est un élémernttrucial a la vie. Il est généralement complexé a des
protéines telles que la transferrfifigla lactoferrine, eta ferritine** par une liaison directe
avec les acides aminés, ou bien indirecte par lintermédiaire de I'héme, dans les
hémoprotéines (hémoglobine, myoglobine eB&s propriétés forttu fer un cofacteur majeur
pour plusieurs enzymes impliquées dansptesessus cellulaireéadispensables pour la vie
tels que la respiration, la réplication de 'APN la synthése d’acidesminés, le transport
d’électrons et la photosynthés€ependant malgré son abondana® métal reste
paradoxalement peu accessihlx arganismes vivangs causele la trés faible solubilité dans
l'eau des ions ferriques (E& sous la forme desquels il se présente presque exclusivement.
Afin d’'assurersacapture,sontransport esonstockage, les étres vivants ont développé des
systémes protéiques capablesielespécifiquement le f&?.

L’homéostasie du fer est strictement régulée chezhigwains afin d’assurer un
équilibre entre leur besoin d’acquérir le fer et le maintieme&’ooncentration efer non
toxique pour les celluld$*>*3 par ailleurspn dysfonctionnemer{surcharge et carence)
suite a unalysrégulatiorde la concentration de fezngendrele véritableanomaliesdans le
corps humainL’excés de fer estapable, a plus ou moins long terme, d’altérer les structures
cellulaires ce qui contribue ainsi au développement de certaines maiadies

Au bilan, le paradoxe du fer esgld’'une part a son role vital et d’autre paa forte

toxicité. Ainsi, son homéostasie doit étre tres précisément régulée par les organismes vivants.

! Aisen, P., InMetal lons in Biological SystemSigel, A., Sigel, H., EdsMarcel Dekker: New York]998 35, 585632.
2Baker, E. N. ; Lindley, P. E., Inorg. Biochem1992 47, 147160.
3 Theil, E. C. ; Aisen, Plron Transport in Microbes, Plants and Animalg/inkelmann, G., van der Helm, D., Neilands, J.
B., Eds, VCH Publishers: Weinheim, 1987; 4820.
4 Chasteen, N. On Metal lons in Biological SystemSigel, A., SigelH., Eds, Dekker: New York, 1998 35, 479514.
® Winkelmann, G. ; van der Helm, D. ; Neilands, JIrBn Transport in Microbes, Plants, and AnimaléCH
Verlagsgesellschaft mbH,-8940:Weinheim, Germany987.
® Matzanke, B. F. ; Matzanke, G. ; Raymond, KIrdn Carriers and Iron ProteinsVCH Publishers: New York,,3989
" Richardson, D.R. ; Tran, E.H. ; PonkaBRod 1995 86, 42954306.
8(a) Crichton, R. Rinorganic Biochemistry of Iron Metabolistllis Horwood: Chichestef,991
(b) Crichton, R. R.; Ward, R. Analyst1995120, 693697.
9 Kaim, W, Bioinorganic Chemistry: Inorganic Elements in the Chemistry of lidan WileyandSons: Chicheste,994
19 oomis, L. D. ; Raymond, K. NInorg. Chem.1991, 30, 906.
1 Bluhm, M. E. ; Hay, B. P. ; Kim, S. S. ; Dertz, E. A. ; Raymond, Kimbrg. Chem.2002 41, 5475.
2 Hayen, H. ; Volmer, D. ARapid Commun. Mass Spectro2005 19, 711.
B Hanson, M. S; Pelzel, S. E; Latimer, J. ; Hansen, E. Proc Natl Acad Sci USA992 89, 19731977.
14 Cescau, S. ; Cwerman, H. ; Delepelaire, P. ; Wandersman, C. ; Bivilofetals 2007 20, 603613.
®Kuhn, L.C.,utr. Rev, 1998 56, 1119.
'8 Richardson, D. RCrit. Rev. Oncol. Hematol2002 42, 267281.
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Il. Activités r édox du fer :

Bien que le fer soit indispensabimnexces peut étrxique: le fer (Fe), peut adopter
une des deux formegdox: la forme réduite ferreus&e") ou la forme oxydée (B8. Cela
lui permet d’agir tantdt comme un accepteur et tantdt comme un donneur d’électrons.
Cependant, le fer peut créer des dommages irrémédiables en participant notamment a un
processus d’oxydatieréduction nommée réactiate Fenton etle HabetWeiss!’ Durantces
réactiors, catalység par le fer, le peroxyde d’hydrogéene(®3) est transfor@ en radical
K\GUR[\OH 2+U HW HQ D)QA, Rddrek\II5 UsRtjitd HdoR du fer catalyse
aussi la génération des espamegniquehautementéactives, comme par exemple le radical
S\UR[\OH 522U DONR[\OH 52{5HWK[\OOH BF&iae RIX WKLRO

A- B-
9 Réaction de Fenton

9 Réaction de HabeWeiss

Figure 1.1 : (A) Réaction de Fenton et Hab#Veiss. (B) Génération de radicaux organiques

[1l. Les chélateurs du fer :

Actuellement, deux chélateurs, autres queDiéféroxamine B (Desféraf), sont
commercialisé : le Défériprone(FerriproX) et le DéférasiroXExjad€’) (Figure 1.2). Ces

molécules sont, au contraire de la B;@dministrables par voie orale.

Défériprone (DFP)

. ®
Déféroxamine B (DFB) Ferriprox

aférasi ICL670A
Destéraf Déférasirox (ICL670A)

Exjad&

Figure 1.2 : Chélateurs du fer actuellement commercialisés

7 ljeu, P. T. ; Heiskala, M. ; Peterson, P. A. ; Yang,Mol. Aspects Med2001, 22, 187
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L'intérét thérapeutique de disposer de nouveaux chélateurs du fer efficaces et sélectifs
s’est donc accru considérablement ces dernieres années. Cependantedofiandiie qu’a
I'neure actuelle, cet intérét n'a pas encore eu de véritable traducpicatigoe thérapeutique
du, en patrticulier, a leoxicité des différents composés étusdié

Un chélateur du fer idéal pour un usdjmogiquedoit, outre une bonne affinité et une
bonne sélectivité pour le Fe posséder un certain nombre de critéres tels qu'une stabilité
accrue du complexe formé et une bonne balance hydrophilie/lipophilie. Cette dezgiére,
importante pour avoir, d’'une part, la meilleure biodisponibilité possible sans entrainer d’effets
toxiques et d’autre parine bonne élimination du complexe formé.

Dans une premiére partie, nous commenterons ces principaux critéres et, dans une
seconde partie, nous présenteronsdiéférentes familles dehélateurs du fer étudiés a ce

jour.

[1l.1. Principaux cri teres pour une chélation du Fe 3+ optimale :

I11.1.1. Sélectivité et affinité vis -a-vis du Fe3+:

La sélection d'un ligand approprié pour la complexation d’'un métal peut étre
rationalisée par la classification des métaux et des ligands établie par Pegasthéorie
HSAB (Hard and Soft Acids and BasesDans cette classificatiobasée sudes résultats
expérimentaux, le concept daretéet mollessea alors été introduit et les acides et les bases
de Lewis ont été classés en deux catégottiesd ou soft Ainsi, les acidelard comportent
généralement des atomes accepteurs de petite taille, hautement chargés et ne possédant pas de
doublets non liants sur leur couche de valence. Les asioégpossedent des atomes
accepteurs peu chargés et de grande tal@lefnent polarisables et peu électronégatifs. Les
atomes donneurs des basesd se caractérisent par une électronégativité forte, une faible
polarisabilité et sont difficiles a oxyder. Une base avec des atomes donneurs présentant des
propriétés inversesest ditesoft Il découle de ces définitions opérationnelles le principe
suivant : les interactions acidmsiquesard - hard et soft- softsont favorisées au détriment
des interactiondard - soft®. Les acidesard auront alors plus d'affinité pour des atomes
donneurdhardtels que I'oxygéne et dans une moindre mesure I'azote. Inversement, les acides

softinteragiront préférentiellement avec des bases soufrées ou phospglofrées

18 pearson, R.GHard and Soft Acids and Basd$SAB Part 1,). Chem. Educ1968 45,581-587.
¥ pearson, R.G., Haahd Soft Acids and Basek,Am. Chem. Sod.963 85, 35333539.
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hard Intermédiaires soft

Acides  H', Li",Na‘, K', Cs",Be®", Mg**, Ca®™, Sr**,sn”,  Fe®, Co™ Ni**,  Cu', Ag’, Au’, Hg,*", Pd™,

de LeWiS A|3+, Cr3+, Fe3+,Ti4+, PU4+, U022+, Ln3+ CU2+, zr_]2+’ Pb2+ Cd2+, Pt2+, ng+

Bases de H20, OH, F, AcO",PO,*, SO4”, CI, ROH,RO,  CgHsNHy, CsHsN,  R.S, RSH, RS, I, SCN’
R,0, NHs, RNH, N%, Br, SO5* 'R3P,S,03%, CN', CO, H°
,R’, CoHa, CeHs

Lewis”

"R = alkyle ou aryle
Tableau }F1: Classification des acides et bases de Lewis suivant Pearson.

Bien que le concept de dureté ait été introdaits un premier temps de maniére uniquement
qualitative sur la base de résultats expérimentaux, Pearson a par la suite tenté de définir une
échelle de dureté absolue en fonction des potentiels d’ionisation et des affinités électroniques
des composéétudi&s®™. Si 'échelle de dureté obtenue ne permet pas de couvrir 'ensemble
des résultats expérimentaux, elle demeure trés intéressante pour comparer deux acides de
Lewis entre eux, en particulier pour Esuxcations étudiésHe’ ‘et Fe?").

Ainsi, le caractérdard du cationFe® doit étre souligné. Le choix des atomes complexants
pour ce cation est donc particuliérement valstecation tripositif (F&) posséde une sphére

de coordination symétrique avanefaible taille: un rayon de 0.6% et il est classé comme

un acide dé.ewis hard envertu de sa haute densité de chalgest caractérisé égalemegrar

un haut potentielrédox (E{Fe™ (H.0)]/[Fe" (H:0)]= +0.77 V/ENH). Son potentiel
d’oxydoréduction (potentielédox) peutvarier largement, et ceci, en fonction des molécules
auxquelles il est lié.ll forme des liaisons plus stables avec tigandshard tels que les

atomes d'oxygéne chasg Les ligands les plus appropriés sont les fonctions hydrox@mate
catécholaté”®, hydroxypyridinone de type pyridid-ones car plus affes et dans une moindre
mesure, les fonctions hydroxycarboxyfdf& et aminocarboxylate, moins sélectivé=n

raison de saensité de charge moins importarieecationFe?* est quant & lui plusoftque le

Fe’*. La mise enceuvrede chélateurs contenant desomessoft pour la complexation
sélective de ce cation parait donc appropdéenme par exemple les ligands porteurs

d’atomes d’azote.

2 parr, R.G; Pearson, R.GGompanion Parameter to Absolute Electronegativithm. Chem. Sqd 983 105 75127516.
2 Telford, J. R.; Raymond, K. N., Siderophores. In Comprehensive Supramolecular Chemistry.

2 ehn, J. M. ; Gokel, G. W.; Eds.; Pergamon Press: Lort®®6 Vol. 1,pp 45266.

% D'hardemare, A. M; Torelli, S.; Serratrice, G; Pierre, .., BioMetals 2006, 19, 349.

2| estie, A. D. ; Daneshfar, RVolmer, D. A.,Am. Soc. Mass spectrqra007, 18, 632.

9



Chapitre | : Rappel bibliographique

[11.1.2. Stabilité du complexe Fe 3+-chélateur formé :

En se basant sur le nomlute sites de coordination du’Feui est au nombre de six, les
chélateurs du fer, naturels ou synthétiques, sont par conséquent de nature hexadentée,
tridentée et bidentée pour former des complexes respectivende 2:1 et 3:1. Ce sont les
chélateurs dder hexadentégui conferent au complexe forntg& meilleure stabilité et donc
réduit les effets toxiques radicalaires qui peuvent se produire par réaction du fer avec
'oxygene et le peroxyde d’hydrogene présents dans les cellules. En effet, la stégédehimi
ces molécules est telle que la sphére de coordination*iseFFouve complétement occupée
par les atomes appartenant aux ligands. Dans Ueesit@ation, le complexe formgvec le
Fe’* sera suffisamment stable et ainsi non susceptible de subirédnction par les agents
réducteurs intracellulairéstels que le NADH®?’ et I'acide ascorbique. Cette susceptibilité
du complexe Fé-ligand & participer au cyclédox est nommée potenti&dox. Il représente
une mesure directe quantifiable deabilités relatives des complexes dé'fee de F&" pour
un ligand donné. Les complexes qui présentent un poteft@t en dessous dd50mV ont
tres peu de chance de participer au cyétiox. Alors que les complexes qui possédent un
potentiel Edox plutdét positif pourraient étre rapidement réduits et par conséquent,

s'impliqueront facilemst dans le cycleédox (Figure1.3).

NS

Figure 1.3 : Cycle Bdox d’'un complexe de Fe

Les chélateurs hexadentés répondent également a un autre facteur de grande importance,
relatif & la stabilité d’'un complexe métallique, qui est le nombre et la taille des anneaux de
chélation formés. Le complexe doit former un maximum d’anneaux et deégerscing ou
six atomes chélateurs. Il est importantsignalerque le nombre des anneaux de chélation

s’accroit avec 'augmentation du nombre d’atomes donneurs attachés a un composé chélateur

% gchwarzenbach G. ; Schwarzenbach Helv. Chim. Acta 46,1963 1396-1400.
% adjimani J. P. ; Owusu EJ. Inorg.Biochem, 66,1997, 247-252.
%" Halle F. ; Meyer J. MEur. J.Biochem 1992 209, 621627.
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; par exemple, un ion métallique avec un nombre de coomlindg six peut former trois
anneaux avec un ligand bidenté, ou alors, cinq anneaux avec un ligand hexédareé.4).
Ainsi, pour maximiser la stabilité thermodynamique du compleX&ligand, I'incorporation

des six atomes donneurs dans une mémetstauest nécessaire.

ligand bidenté ligand tridenté ligand hexadenté
complexe 3:1 complexe 2:1 complexe 1:1
Figure 1.4 : Représentation schématigue des anneaux de chélation dans les complexes métal
ligand formés

Les chélateurs du fer bi ou tridentés forment des complexes cinétiquement plus labiles
et peuvent former deomplexes partiellement dissogigendant le cation plus exposé.

Dans des conditions physiologiques, le paramétre dé&" [§eécifiquement pour le
Fe’) est généralement plus utile que le paramétre de la constante de stabilité, quand on
envisage une comparaison entre les différents chélatBlapres la relation établie par
Halliwell?®, le pFé* est défini comme le logarithme négatif de la concéintrade F&" libre
en solution.

L(A” = Flog[ (A”]

Les valeurs sont calculées avec
[(A”]cacomal0?/  AP[HECEL@®s107°% aL*= 74

La comparaison des ligands dans ces conditions est convenable car les valeur, de pFe
contraire de la constante de stabilité, prennent en considération les effets de protonation du

ligand, denticié ainsi que les différences stoechiométriques entgandimétal. La

2 Halliwell, B. ; Gutteridge, J.M.C., Free radicals in biology and Medicine, second ed., ClarensinCmferd 1989
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confrontation des valeurs de®Fdes ligands bidenté®EP: pFe*=19) et hexadenté®FO :
pFe*=26) révéle la supériorité, en terme de chélation di, Bes ligands hexadentés. On a

vu précédemment, qu'en vertu de sa haute densithatge, le F& forme des liaisons plus
stables avec des ligands qui contiennent des atomes faiblement polarisés, comme l'oxygene.
C’est la raison pour laquelle plusieurs chélateurs naturels utilisent des groupements tels que
catéchol ou hydroxamate. L'@ffté de tels composés pour le’Feefléte les valeurs de pKa

des atomes d’oxygéne engagés dans la chélation, plus haute est I'affinité potirplid-e
importants sont les valeurs de pKa. Cependant, une forte affiisit®vis des cations
tripositifs est aussi associée a une forte affinité pour les protons. Donc, les composés qui
bénéficient d’urrapport trés favorable avec le’F¢pKa élevé) possédent également, en ce

qui concerne leurs caractéristiques de chélation, une sensibilité trés marquéeadioxs de

pH. La formation d’'un complexe est dépendante de la concentration du métal libre et du
ligand libre. C’est pourquoi la stabilité du complexe formé est sensible aux modifications de
concentration. Le degré de dissociation d’'un compiesdidenté métaligand est dépendant

de [ligandf et [ligand]’ tandis que le degré de dissociation d'un complexe Higaid
hexadenté n'est dépendant que de [ligandjnsi, la sensibilité de dilution relative a la
dissociation d’'un complexe en ce qui comeete nombre de ligand suit I'ordre hexadenté
<tridenté < bidentéRjgure 1.5). C’est certainement la raison pour laguelle la majorité des

sidérophores sont des com@sshexadentés.

_ [FeM][L]"
77 [Fe(LY) ] bidenté
. [FeMI[L]¢
* [Fe(L) d tridenté
_ [FeM][L]
© [Fe(Lp)] hexadenté

Figure I.5 : Dissociation des complexes bidentés, tridentés et hexaddte&s

111.1.3. Lipophilie et poids moléculaire

Théoriquement, pour exercer ses effets biologiques, un chélateur du fer doit atteindre
ses sites cibles avec une concentration suffisante. L'efficacité d’'un chélateur est étroitement
dépendante de ses parameétres cinétiques : bonne absorption par legastrtistestinal,
diffusion au sein des membranes biologiques pour gagner l'accés augitdigesll existe

12
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trois facteurs qui influencent la capacitém’composé pénétrer librement une membrane

lipidique : la lipophiles, I'état d’'ionisation et le poids molécul&iré

.1.4. Toxicité :

Il existe plusieurs facteurs a l'origine de la toxicité associée aux chélateurs du fer.

Parmi eux, on peut distinguer ;

x l'inhibition de métalloenzymes contenant du fer tels que lantlbtéotideréductase,

x le manque de sélectivité pour le*Eelequel peut aboutir & une déficience en d'autres
métaux de haute importance physiologique tels que?estiitea la chélation

x l'activité rédox des complexes de fer permettant I'interconversion entre les espétes Fe
Fe* méme aprés la complexations.

Pour résumer, il a été établi que la stabilité thermodynamique des complexes
métalliques est favorisée lorsqu’un maximum de liaisons de cododirednt crées par la
méme molécule au cours de la chélation; c’est pourgmumorela majorité des s@ophores
sont hexalertés. Au contraire, les chélateurs bidentés et tridentés forment des complexes
labiles et peuvent former des complexes partiellemissbcies 2:1 et 1.1 respectivement. Ces
complexes partiels rendent l'acces au cation possible et peuvent faciliter la production
d'espéces radicalaires. Ces ligands bidentés et tridentés par leurs faibles poids moléculaires,
possedent l'avantage d’étrdfieaces, passant ainsi facilement au travers des membranes

biologiques pour atteindre leur cible.

IV. Les principaux chélateurs du fer

IV.1.La nature des sidérophores

Les sidrophored® (du Grecsideros= fer et pherien= transport) a été énoncé la
premiérefois par Lankford (1973F. Il s’agit de composés imiquesde poids moléculaire
modestg500-1500 Da}® produits par les bactéries et les champigntissont des chélateurs
naturels du fer pourvus d’'une haute affiffitggour le F&". En général, l@onstante de stabilité

du ferrisidérophoreest élevée, typiquement comprise dans lintervall&®16t 10%°. Les

2 voskaridou, E; Douskou, M.; Stamoulakatou, A.; Ourailidis, ALoutradi, A, J. Haematol.2004 126, 736742.
*Hider, R. C., Siderophore mediated absorption of ignjct. Bond.1984 58, 2587.

3L Luo, M. ; Lin, H. ; Fischbach, M. A. ; Liu, D. R. ; Walsh, C. T. ; Groves, JATS Chemical Biology200§ 1, 29.

%2 Meyer, M. ; Telford, J. R. ; Cohen, S. M. ; White, D. J. ; Xu, J. ; Raymond, KJINAm. Chem. Socl997, 119, 10093.
% Ramirez, R. J. A. Karamanukyan, L. Ortiz, S.; Gutierrez, C. G.Jetrahedron Lettersl 997, 38, 749.

34 Thulasiraman, P. ; Newton, S M. C. ; Xu, J. ; Montague, M A. ; Klebba, Bolrnal of Bacteriology1998180, 6689
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sidérophores sont secrétés par des microorganismes en réponse a la nature insoluble du fer
dans l'environnement qu'ils transforment sélectergmen forme soluble pour exécuter la
captation du fer, disponible dans I'environnement. Ces composés utilisent le principe d’'une
chélation glective présenté précédemmentseht généralement class#iéen fonction du
groupement chélateyarincipal. Leur biosynthése est étroitement régulée par la disponibilité

du ferdansla cellule.

IV.2.Les familles des sidérophores

IV.2.1. Les chélateurs hexadentés :

La grande majorité des sidérophore forme avec le fer un complexe hexadentate et sont
construits dans la plupart des caautour d’'un noyau deype hydroxamateou catéchol
(Figure 1.6). La stéréochimie de ces molécules est telle que la sphére de coordinatidh du Fe
se trouve completement occupée par les atomes d'oxygene appartenant aux ligands. La
sélectivité de ces molécules pour I€'Fear rapport au Fé est énorme, provoquant une

diminution considérable du potentiétibx de ces espécas

Figure 1.6 : Squelettes des deux principales familles de sidérophore

IV.2.1.1. Catéchols :

Dans cette classea kousunité chélatrice dérive plus précisément de l'acide -2, 3
dihydroxy-benzoique dont la fonction acide carboxylique permet d’établir un lien amide avec
'azote des acides aminés ou des polyamines constitegpaceurlLa partie présent une tres
grandeaffinité pour les cations métalliques trivalents et spécialement avec l'ion ferrique. La
formation du complexe ligantér est dépendante du pH. A pH physiologique, les complexes
ligandsfer n’existent que sous la géométrie bidentée de stcechiométri€epdndant, le

probléeme majeur decatéchols hexadentés est lié au fit leur forte tendance a étre
facilement oxydés en quinones, ce qui rend leur utilisation assez délicate

S wWanless, I. R. ; Sweeney, G. ; Dhillon, A. P. ; Gamberini, M. R.; Schwartz, E. ; CohenpBhodt},2002 100, 1566.
% Hider, R.C.; Silver, J.; Rees, L.V.C)J. Chem. Soc. Dalton TRAN$981, 2, 609622.
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Parmi les exemples de cette classe, on trouve d'une parérdbactine, la
bacillibactine etle salmocléline qui sont tous des sidérophores -t&échols formésl'un
triestercyclique et d’autrepart laprotochéline I’ agrobactine et Igparabactinequi sonttris-
catécholgont 'espaceur est linéaire

L’entérobactine(ou encoreentérochéline)Figure 1.7) est la molécule qui caractérise ce
groupe des catéchols, qui sont des chélateurs Hip&eexcellenceElle estsynthétisée par
certaines bactéries gramégative ou grarpositive commeEscherichia coliet Salmonella
typhimurium Leur excellente affinit€ pour les cations tripositifs de métaux et, en particulier,
pour le F&" (forte constante de stabilippur F&* Ks = 10 résulted’'une partd’une haute
densité électronique des deux atomes d’oxyggdriautre part déalliance de la dureté des
catécholates et la fixatiosur un espaceur maetolactonique dérivé de la sérine qui assure
unepréorganisation parfaitement adaptée a léetdil cation ferrique (r = 0,89. Cependant,
cette haute densi de charge entraine également une haute affinité pour les protons. Ainsi, la
liaison catéchetation est extrémement sensible au pH. Les complexes formés a pH 7.0 sont
chargés et, par conséquent, ils ne peuvent traverser les membranes par simplandiffusio

La salmochéline(Figure 1.7) est uneentérobactine, synthétisé p&almonella enterica
et E. colf®, ou deux catéchols sofi-glycosyléé’, ce qui ne modifie pas les propriétés de
complexation, mais qui induit une reconnaissance plus spécifique par les récepteurs de la
bactérie productrice.

La bacillibactine (Figure 1.7) synthétisée paBacillus subtilis est plus intéressant du
point de vue de la complexation. Il s’agit encore d’amtgrobactine mais plus profondément
modifiée par la présence d'wspaceur glycinyle supplémentaire entre la médextone de
la sérine et lgroupe chélatant catéchblCependantla stabilité du complexe ferrique ésts
peu affectée par ce changement structarptiori important (la constante dsabilité reste
trés voisine de celle deehtérobactine ferrique avecsKbacillibactine = 16"° et Ks

entérobactine = 119)*>*,

37 a)Harris, W. R.; Carrano, C. J.; Raymond, KJINAm. Chem. Sqd 979 101, 22132214.
b)Harris, W. R.; Carrano, C. J.; Raymond, KJNAm. Chem. Sqc979 101, 60976104.

% Bluhm, M E. ; Kim, S S. ; Dertz, E A. ; Raymond, K Bl Am. Chem. So@002 124 2436

% Reichert, J. ; Sakaitani, M. ; Walsh, C.Frptein Sci.1992 1, 549.

40 Fischbach, M.A. ; Lin, H.N. ; Liu, D.R. ; Walsh, C.TProc. Natl.Acad. Sci. U.S.A2005 102, 571.

“ Dertz, E.A. ; Xu, J.D. ; Stintzi, A.; Raymond, K.N.,Am. Chem. Sod 28,2006 22.

42 oomis, L.D. ; Raymond, K.NInorg. Chem 30,1991, 906.

“Dertz, E. A. ; Xu, J; Stintz, A.; Raymond, K. N.J. Am. Chem. Sqi2006 128, 22.
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Figure 1.7

La protochéling sécrétée pakzotobacter vinelandiiest quant a elle un sidérophore de
type tris-catéchol dont I'espaceur linéaire est une lysine liée a la putresameg 1.8).
Méme si I'espaceur est linéaire, dam@riori moins préorganisé qu’un espaceur cyclique, la
stabilité du ferrsidérophore reste élevée comme le montre la valewléalpar Duhmet
al*t, Ks = 14*©

L’ agrobactine et laparabactine représentéeglans figure 1.8 sont produites par
Agrobacterium tumefaciengt par Paracoccus denitrificans|l s’agit d’exemples de
sidérophores « mixtes » car, bien qu’ils comportentagchols, seuls les 2 catéchols
d’extrémité et le groupe-@-hydroxyphényl) oxazolidine complexent le fer. L'espaceur
servant de squelette, la spermidine, est acyclique et cette derniére caractéristique n’affecte
toujours pas la constante de stabilité egt tres élevée et proche de celle dstérobactine
(Ks parabactine = 1§ et Ks entérobactine = 119454647

“Duhme, A. K. ; Hider, R. C. ; Naldrett, M. J. ; Pau, R.2dyrnal of Biological Inorganic Chemistr{998 3, 520.

45 vValdebenito, M. ; Crumbliss, A. L. ; Hantke, Knternational Journal of Medical Microbiology2006 296, 513.

46 Newton, S M. C. ; Xu, J. ; Raymond, K N. ; Mai, C. ; Hall, A. ; Klebba, Bdtirnal of Bacteriology1998 180, 6689.
4 peterson, T. ; Falk, €. : Leong, S. A. ; Klein, M. P. ; Neilands, J. B.Ain. Chem. Sqc198Q 102, 7715.
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Protochéline
R=OH : Agrobactine; R=H : Parabactine

Figure 1.8
IV.2.1.2. Hydroxamates :

Les hydroxamates sont le seul type produit par les champignons, alors que les bactéries
exhibent une plus grande diversitéur affinité pour le F& est inferieue a celle observé
pour les catéchols. En revanche, les chélatdartype hydroxamatprésenteun avantage
majeur concernant la sélectivité de complexation. En effet, les chélatggr®xamates
possédentine plus grande affinité pour les cations trivalents que pour les“AufkesH =7,
et du fait de la faible constae protonation (pKa 9), le complexe 1:1 est prédominant.
D’un point de vue structurales si@gophores polyhydroxamiques forment avec le fér@des
complexes trés stables dans lesqtiels ferrique haut spin se trouve dans un environnement
octaédique®®®. La coexistence en solution de plusieurs isoméres géométriques rend difficile
l'obtention d'un composé cristallisé analysable par rayons X. L'essentiel des informations
structurales sur ces composés provient donc de l'analyse des espéces em‘Zoletio
particulier en utilisant la spectrophotométrie visible entre 350 et 550 nm, la RPE et la
voltarpérométrie cyclique. La premiere de ces techniques permet en particulier de
différencier les trois types de complexes moué et trihydroxamates avde fer(lll) car ils
présentent des longueurs d'onde d'absorption maximum trés différentes et indépendantes du
reste de la structure du ligaid

On peut classer les hydroxamates en quatre grandes famdkederrioxamines, les

ferrichrome, les gorogénest les fusarinines.

“*8 Martell, A. E ; Smih, R.M., Critical Stability Constant, Plenum Press, London, 11989, Vol. 16.

“9 Neilands. J.B.DansMicrobial iron metabolismEdited by J.B.Neilands. Academic Press, New Yagk4

0 Raymond, K.N; Carrano, C.JAcc. Chem. Resl979 12, 183.

*1 Crumbliss, A.L. DarnsCRC handbook of microbial iron chelatesdjted by G. Winkelmann., CRC Press,
Boca Raton, Fla. 1991., p.177.

°2 Matzanke, B.F.; Raymond, K.NBjoinorg. Chem. SerVol. 4. V.C.H.,Cambridgel 989 Chap. 2 1.

%3 Neilands, J.B.Struct. BondingBerlin), 1966 1, 59.
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Les ferrioxaminessont des sidérophores hexadents isolés de Streptomyces pilosus
Ceux sont des tis-hydroxamatesconstitué d’'une alternancedes unitésde diamine,
généralement du cadaverine putrescineet d'acide succiniqyeavec certaines variations
(Figure 1.10. Lesdéféroxamins A, B, C, D1, F etG sont des sidérophoréséairescontenant
trois acides hydroxamiquéandis qudesdéféroxamine D, et E sont des analogues cycliques

respectivement deeféroxamine linéaires Ret G

e a — L

DéféroxamineB Déféroxaminee Déféroxamines

Figure 1.9 : Structures dedéféroxaming E, G et B

Commercialementon trouvela déféroxamineB sous forme desel de mésylate sous le
nom deDesféral Il est le chélateur de choix pour une utilisation clinigue dans le cas des
maladies de surcharge en fer telle que-thalasgémie®®. Ce dérivé trihydroxamique chélate

.6)55,56,57 et

le Fé* avec une haute affinifgour former un complexe 1:1 hautement st&btg°
métaboliguement inactif ce qui prévient la formation d’especes radicalaires. Cependant,
l'efficacité de ce ligand est limitée, de part sa nature trop hydrophde jour, les structures
crigallines de quatre membres de la famille des ferrioxasnom été identifices la
ferrioxamine D1, & ferrioxamine E, le éro-isomérede la ferrioxamine B®**° et plus
récemmentCrumbliss et ai® ont rapporté la structure cristalline de la ferrioxamineoB
cristallisée avec I'éthanolpentaaamagnésiurtil) et le perchloratedans uneomposition de
Fe(HDFOBCIOsMg(H20)s(EtOH)(CIOy),. Toutes les structures cristallines montrent que
toutes les ferrioxamines se cristallisent sous forme d’'un mélange racémique ate/ -cis

isomere&-62,

% Qlivieri, N. F. ; Brittenham, G. MBlood, 1997, 89, 739761.

%5 Crumbliss, A., in: Winkelmann, G(Ed.), Handbook of Microbial Iron Chelates, CRC Press, Inc., Boca Ra@#1, 177.
%% |sied, S.S. ; Kuo, G. ; Raymond, K.NI, Am. Chem. Sqd 976 98, 1763.

57 Schwarzenbach, G. ; SchwarzenbachHgly. Chim., Actal963 46, 1390.

%8 Hossain, M.B. ; Jalal, M.A.F. ; van der Helm, D. ; Shimizu, K. Akiyama JMChem. Crystallogr1998 28, 53.
%9Van Der Helm, D. ; Poling, M.J. Am. Chem. Sqcl976 98, 82.

® Dhungana, S. ; White, P.S. ; Crumbliss, Al.Biol. Inorg. Chem 2001, 6, 810.

51 Hossain, M.B. ; Jalal, M.A.F. ; van der Helm, D. ; Shimizu, K. Akiyama, ;JMChem. Crstallogr., 1998 28, 53.

%2 Dhungana, S. ; White, P.S. ; Crumbliss, Al.Biol. InorgChem. 2001, 6, 810.
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Les desferrichromes sontun autre typede sidérophore trhydroxamate Ce sont des
hexapeptides cycliques contenant unpéaptide de MNacytN-hydroxyornithine et une
combinaison variable de glycine, sérine, ou alanirgeferrichrome est 'un des premiers
sidérophores découvert dans la nature, ipestiuitpar un grand nombre de champignons tels
que l'Aspergillus, I'Ustilag, le Penicillium, I Ustilago sphaerogenat par des levuré%
Contrairement audéféroxamine, le complexe Fe(llFdesferrichrome, pluscouramment
appelé ferrichrome, assume une configuratiecis au centre de Fe()If*. La variation dans
la campositiondu desferrichromeprovient de la substitution de deux résidus glycipar des

résidus L-sérine et la substitutionde trois résidus acide acétiquear l'acide Eméthyle

v
e
I

desferrichromeA : 2R=CH,0H(2Sérine)1R=H(glycine)

glutaconique comme dafesdesferrichrome A.

.

.
e
? < S
—
s

desferrichrome

Figure 1.11

Les coprogénes sontdes dérivés trinydroxamates de l'acide rhoddigue avec une
structure linéaire, isolé d'abord chBenicillim spp.et Neurospora cras$4d Sept autres
composés de améme groupent été identifiés chez différents champigndds.rencontre le
coprogéne B che@. gramini€®, V. dahlia&®, Stemphylium botryosurhe néocoprogénkest
produit par Curvularia linata un parasite des plantes tropicales. La triomicine et
l'isotrionircine sontproduits par un contaminant des grairEpjcoccum pupurascefs Le
néocoprogéne et l'isonéocoprogéne ont étédsde la souche phytopatogafiélternaria
longipeset du Fusarium dimeruf¥.

8 van Der Helm, D. ; Baker, J.R. ; Engilmot, D.L. ; Hossain, M.B. ; Loghry, R.AJ. Am. Chem. Sq&02,198Q 4224.
54 \WnkelmannG. ; Huschka, HG., Microbial Products 1] 1986 4,215-243.

% Dori, S.; Solel,Z. ; Kashmani, Y; Barash|., Physiol.Mol. Plant Pathol,199Q 37 ,95 106

% Manulis, S., Zon, R. Kashmani, Y; Barash, I. Phytopathology1986 7 6,1081.

5 Frederick, C. B. SzaneszloStructure of Triomicine a new siderophaBigchem1981, 20, 24322436.

% Jalal,M. A. F., Biol. Metals 1988 1, 4-8.
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QE\
T

R=COCH;: Coprogéne R=H: Coprogene B
Figure 1.12: Structuredes &glérophores de type coprogene

Les Fusarinines: ce sont des acides hydroxamiques linéaires ou cycliques. lls sont
répandus chez ldsusarium et Gliocladium La fusarininea fusarinine A et B sont linéaires
avec un,deux ou trois miécules de fusarinineLes deux derniéres orété isolées chez
Fusarium roseun®. Le triester cyclique fusarinine C est produit pasatium, Aspergilluset

Penicillium’®.

Aot O

-~

Fusarinine; R=H et n=1; _
FusarinineA: R=H et n=2;

. /
Fusarinine B R=H et n=3 K/b @
/

FusarinineC
Figure 1.13

IV.2.1.3. Hydroxypyridinones

Ces nouveaux types de ligands, purement synthétigoesétémis au point par I'équipe
de Hidef* au King collége de Londres et présente une affinité particuliérement élevée pour le
Fe’*. Ces analogues de gémphores hexadentés peuvent étre pésppar greffage de motifs
hydroxypyridinones bidentés sur une molécttmprenant trois bras espacgligure 1.14).

Ces complexes hexadentés présentent une bonne stabilité au pH physiologique et possedent

% sayerJ. M.; Emery, T. F.,Biochemistry ;1968 7, 184190
° Diekemann, H.Ach.Mikrobiol., 197Q 5 8,1-5.
" Rali, B. L. ; Khodr, H. ; Hider, R. CTetrahedron1999 55, 11291142,
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lavantage de ne pas étre reconnus par les récepteursédapaes ce qui réduit leur
capacité a fournir du fer awtrganismes pathogeénes. Plusieurs ligands hexadentégsdfgiv
la 1-hydroxypyridin2-one et de 3wdroxypyridin2-one, ont été synthétisés. Malgré les
valeurs de pFé normalement plus élevées pour les ligands hexadentés que pour les ligands
bidentés, ua diminution nette de la constante de formation du complexe, due a la géométrie
de la chélation, a été observée. Pour augmenter la stabilité du complexe, une prédisposition
spécifigue des motifs est importante ; ainsi le groupement pyridinone doigéé&teedias par
la position ortho par rapportia atomes d’oxygene participaatla chélation. 1l a également
été obser& que lintroduction d’'un groupement amide adjacent au phénolate contribue a la
stabilité du complexe liganfér via une liaison hydrogeng@igure 1.14).

Les molécules hexadentées, dérivées de pyridinone, sont probablement moins toxiques
gue leurs analogues bidentés grace a leur distribution systémique plus restreinte. Cependant,

de part leur poids moléculaire plus élevé, ces molécules modseshe faible

biodisponibilité.
L

\é/Y Y\é/ ltl \ N NH / /
= AN o HN

3-Hydroxypyridin2-one
ydroxypy 3-Hydroxypyridin2-one

é

0
_ \_/ \
§ -
3-Hydroxypyridin4-one

1-Hydroxypyridin2-one
Figure 1.14

"2White, D. L. ; Durbin, P. W. ; Jeung, N. ; Raymond, NMed. Chem1988 31, 1118.
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IV.2.2. Les chélateurs tridentés :

Il y a un probléme potentiel asso@étous les chélateurs tridentés. Il s’agit de la

possibilité pour ce type de comgssle former des complexes polymériques.
IV.2.2.1. Desferriothiocine

La desferriothiocire (DFT) est un si@fophore isoléde Streptomycesantibioticus
(Figure 1.15).”® Cette molécule forme un complexe avec 1& Bans une proportion de 23l
pH physiologique. L’oxygéne du phénolate, 'oxygéne du carboxylate et 'atome d’azote de la
thiazoline sont responsables de la chélation dii.’"Féa DFT posséde une grande affinité
pour le F&*. C’était le premier sitophore actif par voie oral&abonne biodisponibilité par
voie orale a fait de ce produit un prototype pour des études structufalescherche d’'un
dérivé moins toxiqueApres la synthése de plusieurs dérivés issus des études structurales, le
dérivé4’-hydroxy-désaza@sferriothioche (4OH-DADFT) a été le plus promteur.
Dans l'objectif d’obtenir un compé®ncore plus efficace, Bergeron ef*alont synthétisé la
molécule (S,S)1,11-bis[5(4carboxy4,5dihydrothiazol2-yl)-2,4-dihydroxyphenyi4,8-
dioxaundecane (BDU)Hgure 1.15. Il s’agit de I'union de deux unités du dérivé de méthyle
de 40OH-DADFT par un bras de polyéther.

Koy Moy oMoy

Desferriothiocine 4-OH-DADFT

BDU
Figure 1.15 : Sidérophore asferriothiocine et son dérivé BDU

IV.2.2.2. Triazoles :

Le produitleader de cette classe est teférasirox(Exjade, nomré antérieurement
ICL670A) (Figure 1.16). Il est un chélateur tridenté qui utilise un atome d’azote du noyau
triazole et deux atomes d’oxygéne phénolique comme atomes chélateurs’dCefe
moléculeposséde une bonne sélectivité pour [&" ¢ est de plus hydrophobe (log P=3,8),

pouvant ainsitraverser facilement les membrafitde déférasiroxforme avec le fer des

3 Nick, H. ; Acklin, P. ; Lattmann, R Buehlmayer, P. ; Hauffe, £urr. Med. Chem.2003 10, 10651076.
" Brittenham, G.MAlcohol 2003 30, 151158.
S Bergeron R. J. ; Streiff, R. R. ; Creary,A&.; Daniels, R. D. ; King, W: Peter, H. HBlood 1993 81,21662173.
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complexes d'ordre 2’4 Les triazoles peuvent exister selon deux conformations différentes
lors de la chélation : une structure tridentée et une strutétnalentée alternée. Qet
derniere possede une forte tendargeformer des complexes polymériques. Cette
conformation étradentée favorise la chélation de*Zrcar la moité des atomes ligands sont

des azotdd. La capacité duléférasiroxa réaliser une diminution de la concentration de fer
dansl’organisme a été prouvée Le déférasirox étant plus lipophile, pénétre dans la cellule

et chélate le fer dpool fonctionnel intracellulaire. Ensuite, il sort de la cellule et dans le
milieu extraellulaire, il échange I'atome de fer avec la DFO. En effet, cette derniére possede

une affinité pour le P& plus importante et forme des complexes beaucoup plus stables.

Figure 1.16 : Déférasirox (ICL670A) Exjadé

L’acide rhodotorulique est isolé des cultures de la leviR@odotorula pilimana@
(Figure 1.17). C'est un acidebis-hydroxamiqué® qui forme un complexe sous forme
dimérique de stoechiométrie [Fe/R/3] a pH = 7 avec une constante de stabilité élevée, Ks =
10°*®. Cette constante est déterminée pruxatomes de fer et pour établir une comparaison
plus adéquate avec les autres sidérophores, on la raméne & un atome de métal, K Fe = 10
Il s’agit donc d’'un sidérophore beaucoup moins efficace quntéfobadne comme on peut
d’ailleurs s’y attendre pour un ligand de plus faible denticité.

(e}

W A
meimiowg

(e}

Figure 1.17 : Acide rhodotorulique (acideis-hydroxamique).

®Heinz, U. ; Hegetschweiler, K. ; Acklin, P. ; Faller, B. ; Schnebli, HARgew. Chem. Int. Ed1999 38, 25682570.
Liu, Z. D. ; Hider, R. CChem. Rey2002 232, 151171.

8 Hershko, C. ; Konijn, A. M. ; Nick, H. P. ; Breuer, W. ; Cabantchik, [Znk, G. Blood, 2001, 97, 11151122.

79 Atkin, C. ; Neilands, J. BBiochemistry 1968 7, 3734.

8 Boukhalfa, H. ; Crumbliss, A. LBioMetals 2002 15, 325

23



Chapitre | : Rappel bibliographique

IV.2.3. Les chélateurs bidentés :

IV.2.3.1. Dialkylhydroxypyridinone

Parmi les systemesmono»-bidentés, ldDéfériprone(1,2-dimethyt3-hydroxypyridin-
4-one) est le compodéaderde cette classd-{gure 1.18). La Défériproneutilise les deux
atomes d’oxygéne powhélate préférentiellement le Bépar rapport au Eé Elle forme des
complexes avec le Fede sorte que les solutions aqueuses s'équilibrent pour donner des
mélanges dans lesquels la distribution des complexes dépend du pH. La délocalisation de la
charge sur la fonction-darbonyle confére également & ce chélateur untéaeaacid&".

Figure 1.18 : Défériprone

On remarqueencore d'autres exemples dans cette classmmela Chrysobactine
découverte par Persmagk al. (Figure 1.19), elle est sécrétée parwinia chrysanthemet E.
carotovora C’est le représentant typique des sidérophdérs/ant simplement de I'acide
dihydroxybenzoique et de quelques acideaminéd”. La Vanchrobactine, récemment
découverteRigure 1.19)%% est issue deultures deVibrio anguillarium elleappartient aussi &
cette famille desidérophore ou seuls les acides aminés constituant le squelette changent
d’une structure a l'autre. Pour khrysobactine, les fonctions présentes sur les aaiaises
ne coordonnent pas le fer : seul le groupe catéebb chélatant. Latcechiométriedes
complexes formés varie della 13 (Métal/L) en fonction dypH et de la concentration en
ligand. Il semble toutefois, & la lueur des travauPdsmark et Neilanfs que le complexe
préférentiellement engendré soitugdit 1:2. Ce complexe déplace le fer du complexe
[Fe(HDDHA)] considéré pourtamiomme de forte stabilité.

8 Neilands, J.B). Biol.Chem 1995 270, 45, 26723.

8 persmark, M. ; Expert, D. ; Neilands, J.The Jorurnal Of Biological Chemisr§989 264, 3187.

8 Soengas, R. G. ; Anta, C. ; Espada, A. ; Nieto, R. M. ; Rodriguez, J. ; Jimérkgtrghedron Letter2007 48, 3021.
8 persmark, M. ; Neilands, J. BioMetals 1992 5, 29.
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Figure 1.19
V. Les monocouches autoassemblées incorporant un sidérophore

V.1l. Les Biosenseurs :

Les biosenseurs sont des systemes de reconnaissance moléculaire dont certains éléments
sont inspirés ou ont été empruntés a des systemes biologiques ¢isnsmist généralement
constitués de deux partiesuxa fonctions distinctes. Ces parties sont le systéeme de
reconnaissance et le transducteur. Le systéeme de reconnaissance est la partie qui présente
I'affinité pour l'analyte et c'est donc la partie responsable pour la sélectivité et la sedsibilité
tout ke systeme. Cette partie est souvent empruntée a un systeme biologique connu. Le
transducteur est responsable de [lacheminement de [linformation de ['élément de
reconnaissance vers l'appareil servant a effectuer la lecture. Habituellement, ces mesures se

font par méthodes électrochimiques ou spectroscopique
V.1.1. Eléments de reconnaissance

Les éléments de reconnaissance utilisés dans les biosenseurs sont classés dans deux
catégories. Il y a d'abord les éléments biologiques et il y a les éléments biomirfigtlpees
éléments biologiques sont les éléments que les organismes vivants utilisent pour effectuer de
la reconnaissance moléculaire. Parmi ces éléments, on peut mentionner de petites molécules
biologiques telles que les sidérophores, les enzymes, les patatdes acides nucléiques.

Les éléments biomimétiques sont des éléments synthétiques eays#mditiques qui
sont développés artificiellement pour faire de la reconnaissance moléculaire. Cette catégorie
comprend entre ausées acides peptidonucléigudes aptameres et les ribozymes.

La maniére dont la reconnaissance s'effectue dans un biosenseur varie un peu selon la

catégorie ou se retrouve le biosenseur. Ainsi, un biosenseur contenant une enzyme donne

8 Scheller, F.W. ; Wollenberger, U. ; Warsinke, A. ; Lisdat(irr. Opin. in. Biotech.2001, 12, 35.
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habituellement une mesure d'un métabolite ptopar cette enzyme plutét qu'une lecture
directe de l'analyte. Un exemple de ce type de biosenseur est celui contenant un brin
d'’ADN®?®’_ Ces biosenseurs (aussi appdpuces a& ADN) contiennent un ou plusieurs
brins d'’ADN, dotés) d’'une sonde édox, attach¢s) a une surface conductrice. La séquence
d'ADN est choisie pour étre complémentaire & un gene ou une séquence d'acides nucléiques
que l'on veut détecter. Lorsque le géne choisi se retrouve dans la solution baignant le
biosenseur, il s'’hybride avda séquence correspondante et le double brin d'ADN résultant
devient conducteur. A l'opposé, si seulement des brins non complémentaires (ou partiellement
complémentaires) se retrouvent dans l'analyte, une hybridation incompléte survient et le
double brinrésultant ne conduit plus les électrons. Le processus eBagtonblage peut aussi

étre suivi par spectroscopie d'impédance électrochimique. Cette approche nécessite une
amplification du signal par autoassemblage supplémentaire avec un oligonucléotitieésubs

par unmotif biotine pouvant a son tour former un complexe avec l'avidine. Ces procédés sont

représentés a fagurel.20.

Figure 1.20 Exemple de capteur biochimique a base de SABispuce a ADN

V.1.2. Elément transducteur :

Lors de la conception d'un biosenseur, la partie appelée transducteur permet la sortie
d'un signal (« output ») qui peut ensuite étre analysé par un systéme électronique pour obtenir
une lecture. Cette partie est trés importante lors du design d'un biosenssque la
sensibilité du signal obtenu est aussi dépendante de I'élément de transmission que de la

sensibilité de I'élément de reconnaissance. Les méthodes utilisées pour la lecture d'un

% Bardea, A. ; Patosky, F. ; Dagan, A. ; WilnerQhem. Commun1999 21.
8 lhara, T. ; Nakayama, M. ; Murata, M. ; Nakano, K. ; Maeda Glem. Commun1997, 1609.

26



Chapitre | : Rappel bibliographique

biosenseur sont habituellement de deux natures, soit électigetisoit physiqué®. Les
méthodes électrochimiques impliquent généralement I'utilisation d'électrodes et le greffage de
I'élément de reconnaissance sur une surface conductrice (électrode). Les diverses méthodes
employées sont : 'ampérométrie, la potenétria, la conductimétrie et la capacitance. Les
autres méthodes dites physiques comprennent les méthodes spectroscopiques (interférométrie,
réfractométrie, fluorimétrie, etc.) et les méthodes micrométriques (microbalance a quartz,
viscosimétrie, etc.). Caméthodes sont cependant moins pratiques dans l'optique de concevoir

un systéme de biosenseur pouvant étre miniaturisé et d'utilisation simple.

V.2. Les sidérophore s:

V.2.1. Les outils de diagnostic :

Les applications des complexes fi# sont extrémement variées. Leur présence est
capitale dans les dosages biologiques pour lesquels ils permettent la détection sensible et
spécifigue d'un analyte. Les sidérophores biomimétiques ou bioinspirés sont des chélateurs
artificiels du fer suscefiiles de se substituer partiellemnent ou totalement aux sidérophores «
naturels » des microrganismes ou des végétaux. Nous exposerons des exemples non
exhaustifs des applications potentielles des sidérophores naturels et biomimétiques comme
outils pour éudier la biologie du fer. Léigurel.21 schématise de fagon simplifi€e un certain

nombre de possibilités.

Figure 1.21 : Vers des outils pour I'étude du métabolisme du fer.

8 Scheller, F.W. ; Wollenberger, U. ; Warsinke, A. ; Lisdat(irr. Opin. in. Biotech.2001, 12, 35.
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Les travaux dduchetto et &l°, fondés sur la préparatioriud sidérophore artificiel
coupléa un groupement fluoresce(iBD), a permisde mettre en évidence la pénétration de
ce type de sidérophore dans différents microorganig@ealbicans T. fcetus...). Ainsi, le
greffagede maniére covalenun groupement nitroxyde (marqueur de spin) a un chélateur
du fer peut permettre de préciser une localisation membranaire : inséré dans une couche
lipidique, le groupement nitroxyde s’oriente, ce dont rend compte le spectre de RPE. Un
groupement radioactffeut également étre utilisé comme sonde de la pénétration cellulaire.
Mais, a ce jour, peu de travaux pemtsur le développementélectrodespécifiquedu Fe(lll)
ont été réaliséd.e principe consiste a greffer un groupe électroactif pour en faire iémiana
d’électrodePour cela,liexiste deux techniques de recouvrement des électrodes

X La premiére fait appel a des polymeéres conducteurs.

X La seconde consistefixerune espéce a I'électrode par chimisorption.

V.2.2. Récepteurs moléculaires r édox0 :

L'utilité de nouveaux systemes de détection et de dosage des cations métalliques dans
de nombreux domaines comme l'environnement et le biomédical n'est plus a démontrer. Dans

ce contexte, les systeme&loxactifs sont une voie séduisante pour le dévelogpe de

8 Ouchetto, H. ; Dias, M.Mornet, R.; Lesuisse, E. Camadro, JM., Bioorg. Med. Chenil3, 5,2005, 1799.

0 a) Trippé, G; Le Derf, F.; Lyskawa, J; Mazari, M.; Roncali, J.; Gorgues, ALevillain, E.; Sallé, M.,Chem. Eur.J.
2004 10, 6497.b) Lyskawa, J; Le Derf, F.; Levillain, E.; Mazari, M.; Sallé, M.; Dubais, L.; Viel, P.; Bureau, C;
Palacin, S.J. Am. Chem. So@p04 126 12194.c) Zhao, B. T; Blesa, M. J. ; Mercier, N.Derf, F.; Sallé, M.,New J.
Chem, 2005 29, 1164 d) Blesa, M. J; Zhao, B. T, Allain, M. ; Le Derf, F.; Sallé, M.Chem Eur ,J2006 12, 1906 ;
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nouveaux dispositifs analytiques, basés sur l'immobilisation au sein d'une méme couche
sensible d'un récepteur moléculaire synthétique. Ces récepigaxsipivent étre capables de
complexer sélectivement un cation et de traduire ce phénomeérecaenaissance par la
modification de leur électroactivité, qui peut alors étre détectée et ampidiée dispositif
extérieur. Ces récepteurs doivent donc étre sensibles et spécifiqldegisvid'une espece

cible.
V.2.2.1. Principe général de la reconnaissance moléculaire ou ionique

La reconnaissanamoléculaire ouonique peut étre définie comme étant le processus
d’interaction sélective, au niveau moléculaire, entre un substadéqule ou ion invitégt un

récepteur, le fragment moléculaire hdehémal.22).

Schémal.22 : principe de la reconnaissancaoléculaire ouonigue.

Dans le cas d'une espéce cible chargée, on parle de reconnaissance ionique, alors que la
reconnaissance moléculaire fait intervenir un analyte neutre. Le processus d’interaction
substratrécepteur doit étre rapide, réversible et peu endergonique.

Les inteactions mises en jeu a I'échelle moléculamat résumées dansfigure cidessous

Figure 1.23 : Principales interactions mises en jeu lors du processusa@mnaissance
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Il est possible de mettre a profit les propriétés de reconnaissance moléculaire ou ionique pour
réaliser la détection d’especes cibles. Toutefois, le phénoméne de reconnaigdaockire

ou ionique n'est pas suffisant pour réaliser la détection de&tesgble. Il faut en effet doter

le systéeme d'une unité signalétique permettant de mettre en évidence l'interaction entre le

récepteur et le substra&8chémal.24).

Schémal.24 : récepteur bifonctionnel pour la reconnaissance moléculaire.

Le récepteuractivé est donc constitué d'un site de complexation, dont les caractéristiques
structurales et physiechimiques doivent permettre de complexer sélectivement le substrat,
ainsi que d’'une unité signalétique qui permettra de mettre en évidence, gragartidap
d'un signal spécifique, la formation du complexe analtepteur. Ce signal spécifique est
lié a la modification mesurable d'une des propriétés phy$itniques (luminescence,
électroactivité, ...) du réceptéht” et sera de préférence de natoptique ou électrique. De
plus, si 'ampleur de la modification est corrélée a la concentration en espéce cible, il est alors
possible de réaliser son dosage.

Un des buts affichés de la reconnaissance de cations métalliques est I'élaboration de
capteurschimiques (Schémal.25). Cet objectif implique donc la synthése de récepteurs

"actifs" adaptés a la complexation sélective des cations cibles visés, ainsi que leur

immobilisation sur un support solide pour réaliser des couches sensibles.

Schémal.25 : récepteur immobilisé sur surface.

I Tercier, M-L. ; Buffle, J.; Graziottin, F., Electroanalysi$998 10, 355-63.
92 Rouessac, F. RA. Rouessadinalyse chimique. Méthodes et technigonssumentales modernefunod, Paris2000Q

30



Chapitre | : Rappel bibliographique

V.2.2.2. Principe de la reconnaissance électrochimique

Pour réaliser la reconnaissance électrochimique d’'une espéce cible, il est nécessaire de
doter un récepteur spécifique de cette espéece cible d’'une dimedtarsupplémeiatre, qui
va permettre de mettre en évidence le phénoméne de reconnaissance moléculaire, donc de
détecter, voire doser, I'espéce cible. En d'autres termes, il faut fonctionnaliser le récepteur
moléculaire par une unité signalétiqédaox, généralement um@upement caractérisé par un
simple transfert monoélectronique et révers{Biehémal.26). La propriété physicahimique
modifiée au cours de la reconnaissance est donc de nature électrochimique (modification de
Eapp et cette variation de l'activitdectrochimique du récepteur en présence de I'espéce cible

peut permettre la détection, voire la quantification de cette derniére.

Schémal.26 : processus de reconnaissance électrochimigue par un récepteur copatitué

I'assemblage d’'un site desomplexation et d’'un site électroactif.

Dans le récepteur, la connexion entre le site de complexation et I'unité signalédiguear
une importance capitale sur l'efficacité du systeme : elle doit permettre de transmettre de
maniére optimal&information (complexation de I'espece cible par le silecomplexationa
'unité signalétique. Dans le cas général d’un réceptelaxy le transfert de cette information
peut s’effectuer selon 5 voies différentes qui sont décrites daokdend.27 :
1. a travers l'espaceia des interactions électrostatiques entre l'unité signalétique et
I'espéce cibleomplexéé®
2. par formation de liaisons additionnelles entre l'unité signalétique et I'espéce cible
complexéd&*:
3. a travers un systéme de liaisons chimigeasjuguées reliant l'unité signalétique au

site de complexation;

% Saji, T.,Chem. Letf.13 1986 2756.
% Beer, P. D. ; Gale, P. ; Chen, Z. ; Drew, M. ; Heath, J. A. ; OgdenPblvell, H. R.]norg. Chem.1997 36, 5880:93.
% Beer, P. D. ; Blackburn, C. ; McAleer, J. F. : H. Sikanyikarg. Chem.199Q 29, 37881.
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4. par interférence de l'espece cible dans la communication entre deux unités
signalétiquesoisines®;

5. par un changement de conformation du récepteur suite a la complexation de I'espéce
cible, ce qui induit une perturbation des propriétés de 'unité signal&titjue

Schémal.27 : mécanismes de transfert de I'information entre le site de reconnaissance

et le centre électroactif d'un récepteédoxactif.

V.2.2.3. Etude thermodynamique du phénoméne de reconnaissance
électrochimique

Dans le cas particulier de la reconnaissance électrochimique, le phénoméne de
complexation n’est pas seulement défini par un simple équilibre entre un état libre et un état
complexé du régeeur, mais par une série d’équilibres mettant en jeu plusieurs proéessus
En effet, I'unité signalétique des récepteugdox-actifs peut intervenir au niveau de la
complexation de I'espece cationique en favorisant ou défavorisant la complexatatiodu
selon I'état édox (oxydé ou réduit) du récepteur. Le mécanisme global mis en jeu peut étre
décrit & I'aide du schéma caft®représenté dans #Ehémd.28.

% Beer, P. D. ; Chen, Z.: Drew, M. G. B. ; P. A. GdleChem. SocChem. Com.1995 18511852.

% Beer, P. D. ; Gale, P. A. ; G. Z. Ch@yord.Chem. Rev1999 185186, 3-36.

% Beer, P. D. ; Chen, Z. ; Grieve, A. ; Haggitt JJ.Chem. Soc.Chem. Cort994 241314,

% Beer, P. D. ; Gale, P. A. ; Chen, G. Z.Chem. Soc., Dalton Tran$9991897910.

19 Miller, S. R. ; Gustowski, D. A. ; Chen, Z. H. ; Gokel, G.; Echegoyen, L. ; KaifeAral. Chem 1988 80, 20212024.
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Schémal.28 : schéma carré résumant les équilibres mis en jeu au cours de la complexation

d’un cation par un récepteuédoxactif:°%,

Er° et Ec° représentent respectivement les potentiels standards d’oxydatiénegeur libre
et du récepteur complexox est la constante d’association entreéeepteur sous sa forme
oxydée et le cation dfreq €St la constante d’'association entradeepteur sous sa forme
réduite et le cation.

L’analyse thermodynamique de ce schéma carré conduit a la relation suivante :

- 1 4 v 4 Ei "~D'|' - H s -_ M - = [AAé’)l/P]
= "8F' 3= ééln @:—.AéAEquatlonl QVEC! -EGT (A iR et Ee™ [Aglh]

Cette relation est générale (ligand oxydable ou réductible, complexation d'anion ou de cation)
HW SHUPHW SD lE, @ddérermingrUudHbatahteldes forces de complexation entre
l'analyte et les formes oxydée et réduite du récepteur. Il apparait ainsi que si les vadeurs de

et Krea VR QW S LEReBtKdiblé (niéme pour des valeursKig et Kreq €levées) et aucun
phéromene de reconnaissance électrochimique n'est obseri&hlevient important lorsque

les valeurs dé&ox et Kreq SONt tres différentes. Pour que cette condition soit vérifiée, il est
nécessaire que l'introduction d'une charge positive (par oxydatioriuioal charge négative

(par réduction) sur le récepteur entraine une dissymétrie dans la balance des interactions. Ceci
nécessite que le site de complexation soit dans un environnement suffisamment proche du
centrerédox pour traduire cette interaction élexgtatique. Il apparait donc qu'il n’existe pas

de bijection entre les propriétés de complexation d’'un récepigox-actif et ses propriétés

de reconnaissance électrochimique : une complexation forte n’est pas une condition suffisante
pour une reconnaiaace électrochimique efficace. C’est le premier obstacle qui est rencontré
dans la conception de récepteddoix-actifs.

V.2.2.4. Les sondes rédox :

Les unités signalétiques les plus fréquemment utilisées dans la conception de récepteurs

rédox-actifs de cationsont des composés organométalliques de la famille des ouétadks,

191 Baldo, M. A. ; Bragato, C. ; Mazzocchin, G. A. ; Daniele Bectrochim Acta 1998 43,341322.
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comme le cobaltocéniunet surtout le ferrocéné Leur électroactivité est simple et
caractérisée par un systéeme monoélectronique réversible. Le transfert électronique s’effectue
formellement sur le centre métallique entrainant la réduction du Co(lll) en Co(ll) ou
l'oxydation du Fe(ll) en Fe(lll) pour former respesiinent les espéces cobaltocéste
ferricinium (Schémal.29).

< < < g

= L= = =

Figure 1.29: oxydation du ferrocéne et réduction du cobaltocénium.

Le centre édox peut étre directement impliqué dans le phénoméne de complexation. Ainsi,
dans le cas du cobaltocénium, sa réduction conduit & une espéce neutre ce qui entraine une
diminution des interactions électrostatiques répulsives initiales entre le récepdumité
signalétique) et le cation complexé. Au contraire, I'oxydation du ferrocéne en ferricinium a
pour effet d'abaisser la force de complexation, suite afolanation d’interactions
électrostatiques défavorables entre le cation métallique complexé et le ferricinium. Par
exemple, dans le cas de la reconnaissance électrochimique caticoiggimdl.28), suite a
I'établissement de répulsions électrostatiqueseelat forme oxydée (@) d’un récepteur
ferrocénique et un cation complexé, la valeur de la condtapteera plus faible que celle de

Kres Le rapportKredKox devenant supérieur a IE est alors positif (déplacement du
potentiel de dermvague ducomplexe formé vers les potentiels positit§Schémal.30).
Toutefois, dans certains cas particuliers, lorsque le phénomene de complexation entraine une
modification structurale importante pour le récepteur, a la relation (1) s'ajoute alors un terme
UGwms (enthalpie libre correspondant a la modification structurale) et dans cdiaw

dépend plus uniquement du rapport eKiggset Kox (Schémal.28).

Figure 1.30 : Exemple courbesde voltanpéramétrie cycligue sur électrode géatine du

composé 1 dans GBN + 0,1 mol/L TBAP, suite a I'ajout de guantités croissantesatien

potassium’

192 Moutet, J.C. ; SaintAman, E. ; I. lonJ. Electroanal. Chem1996 415 187-89.

34



Chapitre | : Rappel bibliographique

Expérimentalement, I'étude de la modification de I'électroactivité du récepteur en
présence de [l'espéce cible est principalement réalisée selon les deux méthodes
électrochimiquesuivantes

X la voltampérométrie cyclique a balayage linéaire de tension (VC)

X la voltampérométrie a impulsion différentielle (DPV).

V.3. Etat de la littérature

L'’examen de la littérature a montré que les électrodes modifiées par des unités
complexantes ont surtout été utibs@our la détection des ions alcalins et alcat®wweux et
de métaux lourds telgjue le plomb. Le cas des métaux de transition a été peu étudié. En
particulier on trouve trés peu d’exemplelédiés a la détection, surtout électrochimique, de
l'ion ferrique.

Dans le cas des polymeres, le fer ferrique est un caxigsant employ&omme agent
dopant pour les polymeres conducteurs afin d’augmenter leur conductivité. Ce phénomeéne
d’oxydation peut entrer en compétition avec le processus de chélation lorsgagpase un
polymere chélatant a une solution de ce métal.

En ce qui concerne les monocouches autoassemblées, la difficulté dans ce cas provient
de la mise au point de motifs électroactifs immobilisables s&ektifer(lll). Ces derniers
sont constituésn général, 'dn site de chélation sensible et leur mise enreenécessite des
étapes de synthese délicate de protection /déprotection. De plus, la structure des daitélateurs
fer, surtoutles composéhexadentates, est trés ramifi€e ce qui gene l'osgdaon de la
molécule cible agein desnonocouches.

Nous allons présenter quelques exemples de travaux réalisés trés récemment sur les
électrodes modifiéecontenant des sites chélate d’ion ferriques. Ils sont classés selon la
nature de dépositionsat électrgpolymérisation, soit chimisorption.

V.3.1.Capteur a base de polymére :

En 2009, Moggiat al®® ont décrit un systémee reconnaissance spécifiqda fer(ll)
basé sur l'assemblag d'une unité de reconnaissance, formée d'sidérophore
hydroxypéridinone (HPO), correctement fonctionnalisé par un groupe électroactif
électropolymérisable (EDOTJigure |.31).

1% Moggia, F.; Fages, F; Brisset, H.; Chaix, G.Mandrand, B; Levillain, E.; Roncali, J.Journal of Electroanalytical
Chemistry 2009 626, 4246.
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Le monomerea été électropolymérisé sur une surface d’or. Les auteurs ont pu, au cours de
cette derniére expérience, observer la formation d’un film conducteur poreux constitué d’'un
polymere conjugué fonctionnalisé par des HPO. La réponse électrochimique de cagolyme
formé a été examinée en présence de difféi@tiors dans la solution et comparée a celle

d’'un polymére modele non chélatgdRtgure |.32).

Ay -
P) [T

(

\ /

/) N/
\ / .
Figure 1.32 : Polymere modéle non chélatant
\/

Figure 1.31 : Polymere substitué par des HPO

La figure .33 présente I'évolution du potentiel d’équilibre de la cellule d’électrolyse en
fonction de la quantité de perchlorate fa€lll) ajoutée, pour le polymére modéle.ed le
premier ajout deperchlorate de fer(ll)) une augmentation du potentiel d’équilibre est

observée Selon les auteurs, ette augmentation est due a l'oxydation du squelette

polythiophénique par les ions feuesprésents en solution.

Figure 1.33

Dans le cas du polymeraibstitué par des HPO, les auteurs ont constaté que la variation du
potentiel d’équilibre n’intervient qu'a partir d’'une concentration seuil en iofis &ers que

dans le cas de polymére modeéle cette variation est immédiatBuence d’autre ions
comme C&', H', Ag' a été également examinée afin de comparer leur réponse
électrochimique avec celle du®eDans le cas du Haucun effet sur le potentiel d’équilibre

n'a été observéans les conditions expérimentglies potentiels d'guilibre, mesuré par les
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auteurs, pour le polymére (HP@¥**, Cu** et Ag" sont respectivement 0.42.60, 0.14 et
0.57 V. Selon cesdonnésexpérimerdles l'oxydation du polymére (HPO) peut se faire
uniquement dans le cas du®*Fet Ag" qui possédent umpotentiel supérieud celui du
polymére. En effet, @ le premier ajout, 'oxydation du polymére en présence desAigha
été obsene (Figure 1.34).

Figure 1.34

L’effet des ions F& sur les polymérepeut s’expliquer par leur aptitudeoxyder le
squelette polhiophéne (phénomene de dopage) et eegde leur concentration excéde celle
des sites chélatants disponibles. Dans le ag®lymere incorporant un site chélatant (HPO),
le prénoméne observé par les autenes peut s’expliquelque si lachélation des ions
intervient. Ceci a été confirmégalementpar la dépendance de la concentration seuil en

fonction de I'épaisseur du film de polymere dép@sgure 1.35).

Figure 1.35
V.3.2. Capteur a base demonocouche autoassemblée sur or :

L'un des rares exemples de sidérophore immobilisé sur surface d’or est celui décrit en

2007 par Masuda et H#. Les auteurs ont présenté des travaux trés intéressants sur

1% nomata, T; Eguchi, H.; Matsumoto, K; Yasuhiro, F; Tomohiro, Ozawa MasudaH., Biosensors and Bioelectronics
2007, 23, 751755
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l'utilisation d’'un analogue de ferrichrome (TAPPAhmobilisé sursurface d’or pourad
reconnaissance geotéines bactérigres. La modification de la surface d’or par le complexe
Fe'-TPPA a été effectuépar postfonctionnalisationen deux étapesigure1.36) :
a) La premiere étape consiste a accrocher la molécule DTSP contenant un ester
activé(Figure .36 (a)). ;
b) La seconde étapest lecouplage peptidique entre 'amine du TPPA et I'ester
activé de la monocouche TSR préformegFigure1.36 (b)).
La formationde la monocouch&€"-TAPPA/Au a été confirmée par le voltpgtogramme
cyclique ci-dessousLa courbe indique la relation linéaire entre la vitesse de balayage et

l'intensité de courant

Figure 1.37 : Voltampérogrammesycliques de
Fe"/TAPPA/Au dans 0,1 M NaCl@justé &

pH 7 avec un tampon (0,1 M). les vitesses de

Figure 1.36 (a) Auto-assemblage de la balayages sont de 0,1 40,5V s
monocouche TSP dépestir Au. (b)
couplage de FE-TAPPA avec la
monocouche TSP.

Les auteurs ont étuslpar lasuite'adsorption dela M. flavesces sur lamonocouche F8-
TAPPA/Au. Selon les auteurte complexd=e"-TAPPA présente une activité biologique pour
flavescens suggérant que FeTAPPA peut traverser la membrane cellulaire du

microorganisme poweconnére des protéineaffines(Figure 1.38).
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Figure 1.38 : Stratégie d'adsorption des mieasganismes sur le substrat Au modifié par le

complexe sidérophoreFe" .

Les expériences d'adsorption e flavescensivec F&-TAPPA/Au ont étéexaminés par
des mesuresoptiques, microscopie a force atomique et microbalance a quartz (QCM). Ces
résultats indiquent clairement qles complexes €' -TAPPA/Au peuvent immobiliser M.
flavescensCette caractéristique d'adsorption est due & l'interaction gitr@APPA /Au et
desprotéine au sein de la membrane cellulaifprésimmobilisation du complexes Ee
TAPPA sur de la surface d'or dép@ssur le cristal de quartz QCNE capteur de masse de
QCM a été plongé damnse ®lution tampon phosphatl M apH 7 et une petite quantité de
M. flavescensa été ajouté a cette solution. Apres l'ajout des milieux de culture de M.
flavescensla fréquerce deFe"-TAPPA/Au a dininué graduellementF{gure 1.39). Dans le
cas deTSP/Au, l'ajout d’'une solution contenant dil. flavescensne provoqueaucun
changement de fréquendéigure 1.39). Ce résultat indique que Mlavescens'est adsorbé

que si FE-TAPPAexiste sur la surface.

Figure 1.39: La détection de I'adsorption de M. flavescens par des mesures de QCM. Le
changement de fréquence du cristal de quartz maquiifié (a) Fé"-TAPPA, et (b) TSP.
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|.Problématique et enjeux du travail

[.1. Introduction :

b

Dans le cadre de notre travail, il nous a semblé judicieux de mettre a profit les
propriétés électrochimiques spécifiques darophoresfonctionnalisés ou non par une
sonde rédox afin de développer des applications dans le domaine de la reconnaissance
moléculaire (transduction électrochimiquihur cela, nous proposons d'étudier deux types de
structure dédiés & la reconnaiz=a spécifique de Ee:

x Une structure formée d'un sidérophore §&ahémall.1-A),

x Une seconde structure ou le sidérophore est coupl@éeasande électroactive

(Schémall .1-B).

A B

Schémall .1: Structure des molécules cibles

[.2. Méthodologie et objectifs :

1.2.1. Capteur électrochimique de Fe(lll)

Pour un premier objectif, nous nous sommes orientés vers la conception de composés
originaux capables de répondre avec une haute sélectivité¢ & la présencE. déoffe
approche exige I'élaboration d’'urdectrode modifi€e par une monocouche @agsemblée
fonctionnalisée par un sidérophore associé a une sonde électroactive, qui assurera la

transduction électrochimiqu&¢héma 11.2)

Sidérophore
Transduction

MW —  +E@ > || v —F

Electrochimique ?

E, B, ?

Schéma 11.2: la structure du sidérophore change lors de I'étape denpaissance
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La détection, principal verrou technologique de ce projet, reposera sur la modification du
potentiel rédox de la sonde lorsque son environnement électronique est modifié par la

proximité du Fer(lll) complexé par le sidérophore.

1.2.2. Interaction p rotéine/ligand :

Le deuxieme obijectif repose sur I'élaboration des dispositifs moléculaires capables de
reconnaitre et de libérer une macromolécule donnée. Le principe de reconnaissance est basé
sur l'interaction spécifique d'une protéine pour un ligamtgractions faibles) et, dans le cas
présent, sur les interactions sidéropkeeélll)/protéine affine. Le schéma de principe d'un tel
dispositif est présenté-dessous.

Affinité

AW —F+ = e —

1 Libération ?

AW —F +

Schéma I1.3 :La structure du sidérophore change lors de |'étape de réduction, ce qui

conduit a une perte d'affinité entre le sidérophore et la protéine

Outre les difficultés inhérentes de ce type d'étude (synthése, caractérisation et élaboration), il
faudra s'assuraque l'affinité spécifique ligandrotéine au sein du dispositif est conservée et

que la réduction électrochimique du*Fentraine la libération de la protéine en solution. Ces
dispositifs pourraient présenter des applications potentielles relativepurifiaation de
protéines.

Compte tenu des facteurs d'ordre structural et électronique que nous venons d'évoquer en tant
que criteres favorables a l'accés a des matériaux de haute sélectivité, nous allons exposer les
différentes orientations qui nous ogidées dans le choix des molécules afin d'obtenir nos
ligands.
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[.3. Choix des molécules cibles :

Les matériaux élaborés dans le cadre de ma thése nécessitent la préparation des
molécules cibles constituées de plusieurs élémants fonction d’accroche, wespaceur, un
groupement complexant terminal et une sonde rédox.

La structure générale des molécules cibles peut étre représentée par le schéma suivant

Schémall.4 : Moléculsstypes

Chaque élément a son role propre et ses criteres spécifiquagpmntre a une transduction

électrochimique.

[.3.1.Choix de la fonction d’accroche :

La majorité des travaux consacrés a la modification d’électrodes utilisent des surfaces
de platiné®>!%1%" g'oxyde de titane et d’étdif****° de carbone vitredX' et d'or*?... etc
Or, le choix de la fonction d’accroche est fortement lié a la nature du métal sur lequel nous
désirons immobiliser la monocouche. Les composés orgaufoés, utilisés dans le cadre de
ma thése, sont connus par leur forte affinité avec les métaux ditiorantels que I'ot

15 Pmaile, H. H. ; Schlenoff, J. BJ, Am. Chem. So@003 125 66026603.

161 D.; Jiang, Y. ; Li, C.; Wu, Z. ; Chen, X. ; Li, YPolymer.,1999 40, 70657070.

17 Finklea, H. O. ; Robinson, L. R. ; Blackburn, A. ; Richter, B. ; Allara, D. ; Bright.ahgmuir.,1986 2, 239244.

18 ghj, L. ; Lu, Y. ; Sun, J. ; Zhang, J. ; Sun, C. ; Liu, J. ; SheBiomacromolecules2003 4, 11611167.

19 paddon, C. A. ; MarkerF., Electrochem. Commur2004 6, 12491253.

10Ram, M. K. ; Adami, M. ; Paddeu, S. ; Nicolini, Glanotechnology200Q 11, 112119.

By, L.P.; Wang, S.Q; Lin, X-Q., Anal. Chim. Acta.2004 519, 161-166.

1123) Poirier, G.E. ; Pylant, E.DScience1996 272, 1145b) Porter, M. D. ; Bght, T. B. ; Allara, D. L. ; Chidsey, C. E. D.,
J. Am. Chem. Sqd 987 109, 3559c) Dubois, L.H. Nuzzq R.G., Annu. Rev. Phys.Chert992 43, 437.
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largent® le cuivré™ le palladium'®, le platiné?® le mercur&® et le fet'’. La quasi
totalité des analyses visvis du transfert électronique sur des surfaces métalliques modifiées
par des monocouches atgssemblées de thiol bété réalisées sur des substrats.dmr

118 selon

effet, l'or et le soufre forment aisément des liaisons covalentes fd@idsgl mot)
la réaction présentée &rhémall.5. Les substrats d’or sont communément utilisés pour
lanalyse de couches mincede composés organiques par différentes techniques
spectroscopie IR, spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS), spectroscopie
de résonance de plasmons de surface ou ellipsométrie. Enfin, I'or est un métal noble et son

absence de toxicité rend compatible avec les milieux biologigtfés

RSH + AW JRSAuU". AU+ 12H
RSSR + A L RSAuU. Au

Schémall.5

Il est important de signaler qu’au niveau de la synthese, il faudra envisager l'utilisation d’un
groupement protecteur afin d'éviter l'oxydation de la fonction thi¢l)(8vec l'air au cours
des différentes étapes de synthese.

[.3.2. Choix des sondes rédox :

La sonderédoxest I'élément clé de notre dispositif et il détermine la stratégie a mettre
en ceuvre pour synthétiser les molécules cithles.avantages majeurs de contenir un centre
rédoxdans un dispositif de complexation sont d’une part la snsévidence du phénoméne
de complexatiomgui se traduit par une modification de la géométrie et/ou des propriétés
électrochimiques et digues et d’autre part le suivi d& construction du film @o-assemblé
par électrochimig®!?,

Il a été nécessaime répondre a fiérentes interrogations avant de choisir une telle ou
telle sondell nous fallait, en effet, trouver un motif capable:de

x Etre électractif dans I'eau.

113 Fenter, P.; Eisenberger, P.; Camillone, N.; BernasekS&les, G.; Liang, K.SLangmuir 1991, 7, 2013.

1141 aibinis, P.E. ; Whitesides, G. ; Allara, D.L. ; Tao, Y.T. ; Parikh, A.N. ; Nuzzo, R.@m. Chem. Sqd99], 113, 7152.
115) ove, J.C. ; Wolfe, D.B. ; Haasch, R. ; Paul, K.E. ; NuzzoJGAmM. Chm. Soc.2003 125, 2597.

118 Muskal, N. ; Mandler, DJ., Electroanal. Chem1996 409, 131.

"7v/olmer, M. ; Stratmann, M. ; Viefhaus, Ksurf. Interface Anal199Q 16, 278.

18 Iman, A.,Chem. Rey1996 96, 1533.

119) ove, J. C. ; Estroff, L. A. ; Kriebel, J. K. ; Nuzzo, R. G. ; Whitesides, GMem. Rev2005 105, 11031169.

120 stepp, J. ; Schlenoff, J. BL, Electrochem. Socl1997, 144, 155157.

12Lgchlenoff, J. B. ; Laurent, D. ; Ly, H. ; Stepp, J.Adv. Mater. 1998 10, 347:349.
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x Posséder un potentiel d'oxydat qui sesitue ettre des valeurs acceptables”
VSECS

X L'encombrement stérique de la somddoxet son organisation au sein du matériau
sont également a prendre en compte pour assurer la stabilité des monocouches.

x Et surtout pouvoir le greffer sun sidérophore sans en altérer les propriétés de
reconnaissare

Aprés veérification de ces critéres, nous nousrsemorientés vers trois motidg base

le bithiophénele ferrocene ele radical nitroxyle 2,2,6;6traméthylpipéridinoxyle (TEMPO)

dontles potentiels d’oxydations sont différe®héma 11.6)

Bithiophéne
TEMPO Ferrocéne
Potentiels d’oxydation

EFerrocéne< ETEMPO< EBithiophéne

Schémall.6 :

En ce qui concerne le premier candidat, et bien que son pot¥otigtiation soit un
peu élevé,d présence simultanée de I'atome de soufre-ayichqueet la délocalisation des
électrons Ssur lesdeux cycles de la molécul@n caractére aromatique et une géométrie
pland, lui conféredes propriétés électroniqd&s?® favorables & d’éventuelles interactions
avec des ions métalliqueségé dans un ligand. En effet, ce concept a déja fait ses preuves
dans plusieurs exemples de la littérattiré®>.

Le deuxieme candidat choisi est ferrocéne qui est une unité signalétigu

6127128129

fréquemment utiliséelansdivers domaine$ et notamment danis conception de

récepteurs rédoeactifs de cation$®***!32 Cette unitéest constituée de cations métalliques

122 ciszek, J.W; Tour, J.M.,Chem. Mater.2005 17, 5684.

2pou, RF. ; Ma, X; Xi, L. ; Yip, H.L. ; Jia, J.F. ; Xue, Q.K. ; Yang, W.S. ; Ma, H. ; Jen A.K.#ngmuir 2006 22, 3049.
124 Bauerle, P. ; P.Scheib, Rcta.polym, 1995 46, 124129.

1253, Lyskawa F. Le Derf; E. Levillain ; M. Mazari ; M. Sallé ; S. Palacid. Am.Chem. Sa¢2004 126 1219412195
126 Brosch, O. ; Weyhermueller, T. ; Metzlolte, N, Inorg. Chem.1999 38,5308.

127Baldoli, C. ; Licandro, E.; Rigamonti, C. ; Falciola, L. ; Longhi, M. ; Mussini, PJElectroanal. Chem2005 585,
197.

128yy, C. J. ; Yowanto, H. ; Donilon, L. ; Kayyem, J. F. ; Gozin, M.; Blackburn, G. BRm. Chem. Sq200Q 122, 6767.
129pike, A. R. ; Ryder, L. C. ; Horrocks, B. R.; Clegg, W. ; Connolly, B. A. ; HoultonChAem. Eur. J.2005 11, 344.

10 Economou, A. ; Fielden, P. R., Analyg03 128,205-212.

131 Mylonakis, A. ;Economou, A. ; Fielden, P. R. ; Goddard N. J. ; Voulgaropoulogléctroanalysis2004 16, 524531.
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Fe(ll) pris en"sandwich" ente deux cycles cyclopentadiényf&onélectroactivité est simple
et caractérisée par un systeme monoélectronique révelsitsiede ce processug transfert
électroniques’effectue formellement sur le centre métallique entrainant 'oxydation @) Fe
en Fe(lll) pour formetion ferricinium. Nous avons pu étre en possessiam motif ayant,
entre autre, une fonctionnalisation chimique assez 'at¢&ket un potentiel d’oxydation
assez bas.

Le troisieme candidatargement étudié au sein de notre équmessede un potentiel
d’oxydation siié entre les potentiels des deux premieasd@lats. Le TEMPO, radical
nitroxyle non aromtique, est parmi les radicaux les plus stables chimiquement et

électrochimiquemefht>'361%7,

La stabilité de cette entité ainsi que ses propriétés
électrochimiques etparamagnétiques intéressantes @etrmis son utilisation dansde
nombreuses applicationBar ailleursjl est important de souligner que seulTEMPO est
électroactif dans I'eau contrairemeantxdeux autres sondes.

¢38138140 5, monocouaks auteassemblées

Encouragé par les résultatbtenus a laboratoir
de molécules contenant le motif TEMP@cemment caractérisées par des techniques
électrochimiquesnous nous sommseégalemenintéresss a intégre cette sondedans notre

dispositif.

1.3.3.Choix des espaceurs :

De nombreux travaux ont mis en évidence que la nature de I'espaceur choisi avait une
influence importante sur les caractéristiques structurales de la mondébutiaelongueur
d’espaceur est également un paramétre impdtfailte par le type (van daiaals, liaison
hydrogéne,...) et le nombre d’interactions formées avec ces voisins, il va induire une
organisation et une stabilité plus ou moins importante de la mono¢ttéheComme les
forces de van der Waals deviennent de plus en plus importantes l@dqugueur de la

chaine crott, l'utilisation d’alcanethiol-fFCH,),-SH de taille suffisante améliore I'ordre et la

132\Wang, J. ; Foster, N. ; Armalis, S. ; Larson, D. ; Zirino , A. ; OlsenAKa). Chim.Acta1995 310,223 31.

13 Collman, J. P.; Devaraj, N. K.; Chidsey, C. E.Izapgmuir 2004 20, 1051.

133 Collman, J. P.; Devaraj, N. K.; Eberspacher, T. P. A.; Chidsey, C. Eallgmuir,2006 22, 2457.

1% H. O. Finklea, N. Madhirij. Electroanal. Chem2008 621, 129.

1% Finklea, H. O. ; Haddox, R. MBhys. Chem. Chem. Phy2001, 3, 3431.

137 Niermann, N. ; Degefa, T. H. ; Steinhoff, H ; SpellerPBys.Rev. B:Condens. Matter Mater. Phy£006 74, 235424/1
138 pléveque, O; Seladji, F; Gautier, C. Dias, M. ; Breton, T. ; Levillain, EGhem. Phys.Chep2009 10 ,2401.

139 Alévéque, O. Blanchard, PY. ; Breton, T. ; Dias, M. ; Gautier, C. ; Levillain, Electrochem. Com2009 11, 1776.
190 Gautier, C. Alévéque, O. ; Seladji, F. ; Dias, M. ; Breton, T. ; Levillain,EectrochemCom, 201Q 12, 7982

141 Bryst,M. ; Walker, M.; Bethell, D.; Schiffrin, J.; Whyman, R.,Chem. Soc. Chem. Commu®99 737.

12 Jiman, A.,An Introduction to UltrathinOrganic Films: From LangmuiBlodgett to SelAssemblyBoston,1991
3Marcus, R. A., Advances in Chemistry Series BI§5 138.

144UIman, A.,Chem. Rey1996 96, 1533.
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stabilité. 1l en ressort que des chaines alkyles (8 a 15 carbones) sont connues pour favoriser
l'organisation des monocouches et pour assurer une bonne stabilité de la lidisoa S

l'oxydation**®

1.3.4. Choix des groupes fonctionnels :

Les groupes fonctionnels ont étiestinésa reconnaitre le Bé& par complexation
L’emploi de sidérophores nous a permligbtenir des srfaces hydrophiles et ainsi geuvoir
adapter notre méthode a I'analyse de milieux agueux tels que les milieux physiologiques.

Par ailleurs, la fonadbn hydroxamate, qui fait partie d'un ensemblegdeupements
coordinants étudiés dans différents programmes de recherclae, esttre de notreavail.
Comme nous l'avons mentionné au premier chapi®hydroxamatesont connus pour
complexer trés efficacement les ions ferridéfemais trés peu d'informations sont cependant
disponibles au sujete leur immobilisation sur une surface conductrice

Notre choixs’est basé sur deux types de sidérophas@ant des exigencestériques
différentes. Dans un premier templs, mésylate de desferrioxamine®B (desféral),
sidérophore trihyjdbxamate commercial,oss forme d'une chaine linéaire, et dans un
deuxieme tempsn analogue du ferrichrome congétde trois brafiydroxamate, dont la
synthése a été récemmeantliséeau laboratoir&”® et a permis de mettre en évidence le
transport actif de ce type de sidérophore @ealbicans En revanchegls deux sidérophores
comprennent deux parties nécessaires pour I'élabaratliin capteur dee**:

X La partie de complexation du fer composée de trois groupements hydroxamates,

x Une fonction amine primaire qui rend le sidérophore modifiadd@s influerses

propriétés de complexation

%5 Nakai, H. ; Fujihara, H.J. OrganometalChem, 200Q 611, 566569.

16 pena, M. S. ; Zhang, Y. L. ; Thibodeaux, S. ; Warner, | Tdtrahedron Lett1996 37, 58415844,

147 Fischer, C. ; Sarti, G. ; Casnati, A. ; Guardigli, M. ; Sabbatini, N. ; Unga®h&n.Eur.J200Q 6, 10261034.
18 Quchetto, H. ; Dias, M. ; Mornet, RLesuisse, E. ; Camadro, J.Miporg. Med. Chem, 2005,1799.
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'
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desferrioxamine B

Sidérophore :é
ferrichrome

Schémall .7

[.4. Conclusion :

Depuis quelques années, il y a tegaind’intérét pour ces surfaces présentant des
propriétés particuliéres grace aux multiples possibilités de fonctionnalisation chimique des
groupements terminaux. Cependaiftest aussi important de noter dquy a plusieurs
paramétres a prendre en considéraiors de la modification d’'une surface d’or par une
monocouche autassemblée de thiol : solvatit™°, concentratiot?**% temps d’immersion,
température,..etc Un grand nombre d’études ont été dédiées a ce sujet et les relations entre
les propriétés de c&AMs et ces paraméds ne sont pas encore tous léfinis.

Nous nous sommes doimteressés combiner, dans un méme ensemineléculaire,
des fonctions hydroxamate et desondes rédox afin de former des especes
électrochimiqguement contr@éen solutionet afin d'obtenir deprécurseurs immobilisables
Les différentes structures qui ont été envisagées au cours dbés& combinent les
sidéophores au motifferrocéne TEMPOou bithiophéneDansun premiertemps la détection
en solutionest envisagée au moyen d'un réactif soluble. Damsdeuxiémetemps la
détection sera réalisée par I'intermédiaire des monocoucheasagmblée sur surface d’or.

Les différentes molécules cibles soa$sembléedans le tableasuivant:

149 Ravenscroft, M. S. Finklea,H. O.,J. Phys. Chem1994 98, 3843.

%0 Orlowski, G.A. ; Chowdhury, S; Kraatz, H.B. Langmuir,2007, 23, 12765.

1 Bain, C. D.; Troughton, E. B.; Tao, Y. TEvall, J.; R. G. NuzzoJ. Am. Chem. So989111, 321.
12 Chidsey, C. E. DScience1991, 251, 919.
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|.Synthese des précurseurs immobilisables et complexants du fer(lll)

[.1. Introduction

Ce chapitre décrit la synthede deuxséries de sidrophores destinés a la déttion de
cations F¢(lll). Ces ligands sont constitudsanalogues déa desferrioxamineB (DFOB) et
du ferrichrome

La présentatioret la synthése deanalogues de la DFQBsubstitué par plusieurs
sondes électroactivggerrocene bithiophéne efTEMPO), sont exposés dans la premiere
partie du chapitre.

La deuxiéme partiest consacrée a la synthése aeslogues du ferrichromBansun
premier temps,nous décrivons la premiére approche sinthese des analoguehl
ferrichrome.Dans un second tempsous présentons la deuxieme approchsy¢hése de
deux moléculesnalogues du ferrichromet’ et L7’ substitué par une chaine alcanethiol
avec ou sansithiophéne

l.2. Synthese des analoguesde la desferrioxamine B

La DFOB est un exemple de molécule complexante utilisé denslomaine
médicat®® Cette molécule est un sidérophore (cisire capable de complexer fer)
contenant trois motifs hydroxamatee sidérophoreridroxamiqueforme avec le fer(lll) des
complexesextrémement stabledans lesquels l'ion ferrique haut spin se trouve dans un
environnement octaédrigtré’>®. La DFOB présentedes propriétéscomplexantes avec
d’'autres iongnétalliques tels que I'étain (IIgalium (I1), aluminium (1), le nickel (I), le
zinc (ll), le cuivre (ll), le plomb (Il)... Elle est ainsi utilisédans les traitements
d’intoxications chroniques ou aigués liéed'@mpoisonnement par le fer, 'aluminium et
guelgues métaururs. Elle a été&galementutilisée avec du gallium 67 comme agent de
contraste en imagerie médicale.

La DFOBa été utiliséeen tant que matiere premiere a des différents types de digand
décritsci-dessousElle posséde par ailleurs une fonction amine primaire ce qui permet une

dérivatisation facile. De nombreux dérivés de ceérefhore ont fait I'dojet de plusieurs

133Kiss, T. ; Farkas, EJournal of Inclusion Phenomena and Molecular Recognition in Cheri€i9g 32, 385403.
1% Neilands, J.B.pansMicrobial iron metabolismAcademic PressNew York.1974
1% Raymond, K.N; Carrano, C.JAcc. Chem. Res1979 12. 183.
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travaux danga littérature parmi lesquels un dérivé fluorest&nte NBD-DFOB®’, un dérivé
photoactivabl&® ou bien encore des conjugués DFOB acide nalidixique et acide
anthraquinone carboxylique capable de cliver IABNCes composés ont permis de montrer
que la dérivatisationedla DFOB n’affectait pas ces propriétés de complexatisra-vis du

fer (II1).

En pratiquela DFOB est trés peu soluble dans les solvants organiques, poul cela
sembdit judicieux d'introduire les différentes unit&ectroactivesn une seule étape dar
DFOB. Dans cette optique, nous avons considéré un schéma synthétique dortléétape
couplage peptiqgue entre I'amine primaire da DFOBet les sondes électroactives porteuses
d'une fonction ester activE€Schémalll.l). En effet, les couplages peptides sont des
réactions simples et efficaces (hauts rendemebties sont menées dans des conditions
douces et sont compatiblegea une large gamme de solvagitsle groupements fonctionnels.
De plus, ces réactions sont hautement sélectivpsratettent généralement une purification
aisée des composés obtenus. C'est pourquoi elles trouvent dm gllissd'applications en

chimie médicinale ou dans la recherche biomédicale.

1% palanchéT. ; Marmolle E. ; Abdallah M.A. ; Shanzer, A. : Albrech&ary, A-N. , J. Biological Inorganic Chemistry
1999 4,188 198

157) ytton, S. D. ; Cabantchik, Z. I. ; Libman, J. ; Shanzer,Molecular Pharmacology1991, 40, 584590.

%8 Nelson, M. ; Carrano, C. J. ; Szaniszlo, PBibmetals 1992 5, 3746.

%9 Ghosh, M. ; Lambert, L.J. ; Huber, P.W. ; M.J. MillBiporganic and Medicinal Chemistry Lettel995 5, 23372340.
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ot NRaTe S

<
Schémall .1: Schémarétrosynthétigue

1.2.1. Synthése des analogues de la DFOB sans sonde @dox :

[.2.1.1. Synthése de thioacétylalcanoate de N -succinimidyle :

L’acces a I'ester active a consisté dansn premier temps, selon la méthode décrite par

Tremef®®

, aintroduire une fonction thioprotégéesur l'acide 1ibromododécanoiqupar
l'action 1.5 équivalents de la thioacétate de potassiumG@@ndant 30 min pour conduire
au composél avec un rendement d&6 % (Schémalll.2), puis das un second temps a
estérifierla fonction acide carboxylique avec leN-Hydroxysuccinimidg NHS) en présence
de dicyclohexylcarbodiimidéDCC) dans le THF a températuagnbiante et sous atmosphére

d’'azote, pour conduire au prod@iavecun excellentendement(90 %) (Schémadll.2).

10 Tahir, M. N. ; Théato, P.Muller,G.; Schroder, H. C, Janshoff, A Zhang,  Huth, J; Tremel, W.Chem. Commun.
2004 2848- 2849
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\/\/\/\/\/\)J\ \/\/\/\/\/\)J\
i

Schémalll.2

[.2.1.2. Couplage avec la DFOB:

En pratique, la réaction de couplage efarfonction aminalela DFOB et I'ester activé
2 se déroule dans le diméthylformamide amené a pH basique padain exces d’une base
organique (tréthylamine)qui permet de libérer la fonction amine de la DFOB qui se trouve
sous forme de sel de mésylaunus avonggalementchauffé le milieu réactionnel a 5C
afin augmenter la solubilitde la DFOB Apres recristallisation dans le méthanol, on obtient
une poudre blanched’ avec un rendement de 80(Schémalll.3).

et . LT
| R

Schéma lll.3

1.2.2. Synthese des analogues de la DFOB comportant un e sonde rédox :

[.2.2.1. Synthése d’'un analogue de la DFOB incorporant un motif
bithiophénique

a. Introduction
En 1994,Becher nit au point une nouvelle méthode dgthesepour accéder aux

dérivés TTF en utilisant le groupement cyanoéthyle comme groupe protecteur des fonctions
thiolates®®. Quelqus annés plus tard, cette nouvellméthodologia été exploitéau sein du

%1 svenstrup, N. ; N. Rasmussen,;Mansen, T.K. ; Becher, Bynthesis1994 809.

57



Chapitre Ill : Synthése des précurseurs immobilisables, analogues de la
ferrioxamine B et du ferrichrome

laboratoire non seulement pour le T mais elle a été également adaptée a d'autres
composés tels que le motif bithioph&Hé®* ou le motif 3,4-éthylénedioxythiophéne
(EDOT)!>'% Elle permet une déprotection sélectike l'une des fonctions thiolat@prés
addition du nombre d’équivalentapproprié d’hydroxyde de sodiunAinsi a partir du
bithiophene porteur de deuyroupementscyanoéthyle, l'acceés sélectif et quantitatif au
monohiolate est possible. Les thiolates agpénérépeuvent étre ensuite alkylpar un arge
panel decomposés halogénés qui permet l'accés a des molécules dissymétriffiesema

111.4).

Schémalll.4 : Protocole Génératle Déprotection et Fonctionnalisation d’'un Groupement

Thiolate

L'intérét de cette méthode est
x De permettre la ibération facile et sélective dehiolates en milieu basique, qui
pourront ensuite étre aisémentyddls a I'aide d’halogénusvariés ;
X Sa simplicité de mise en ceuyre
X L’obtention debonsrendemery;
X Sa nne reproductibilité

x L’élimination facile du gropement protecteur sous formead'ylonitrile

182 Fyjihara, H. ; Nakai, H. ; Yoshihara, M. ; Maeshima,Ghem.Commun, 1999 737.

183 Blanchard, P. ; Jousselme, ;Brére, P; Roncali, J.,). Org. Chem 2002 67, 3961.

%4 sanguinet, L; Alévéque, O; Blanchard, P, Dias, M.; Levillain, E.; RondeauD.,J. Mass Spectron2006 41, 830.
185 Jousselme, B.Blanchard, P; Ocafrain, M.; Allain, M. ; Levillain, E.; Roncali, J.J. Mater. Chem 2004 14, 421.
186 Jousselme, B.Blanchard, P; Levillain, E.; de Bettignies, R. Roncali, J.Macromolecules?003 36, 3020.
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Nous avonsalors adopté cette méthode dales premiéres étapes de la synthése du
dérivé 6. Ce derniera ététout d'abordobtenu enutilisant comme précurseur le 2;2'
bithiophene3, synthétisé a partir dulZromothiophenéSchémadll. 5). Ensuite,l'introduction
du groupement esteert-butylique d’'une part, et de la chaine alkgllautre part, est réalisée
en utilisant la voie de libération des thiolates en conditions douces mise au point au
laboratoire. Enfin, la saponification de la fonction ester conduit sélectivemaptés
hydrolyse acideau produitZ, ce dernieayantétéadivé au moyen diDCC/NHS pourarriver
a l'estersuccinimidyle8 (Schémall.5).

Lors de la séquence réactionnelle, la fonction acide est protégée par un grotgement
butyleet la fonction thiol graca unefonction acétate

J B -
s 3N i \ -~ H \_/

X

+ &
I\ //§ I\ //&

4

Schémall.5
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b. Synthése du 2,2’-bithiophéne :

Le 2,2:bithiophéne3 a été synthétisé selon la méthode de Kurfadachémadll.6),
cette méthode de synthése fait appel au couplage d’un magnésien et d’un bromothiophéne en
présence d'un catalyseur commali@ppp)Ch (dppp = 1,2diphénylphosphinopropane).

/ \

W T w

Schémalll.6

c. Synthése du 5,5'-bis(3 -cyanoéthylsulfanyl) -2,2’-bithiophéne

La synthése du 5,8is(3-cyanoéthylsulfanytR,2’-bithiophene 4 se fait avec de bons
rendements (supérieurg@%), a partir du bithiophéne. La premiére étapela formation du
dilithien par addition dex-butyllithium & basse température. Ensuite, I'ajout de soufre conduit
a un dérivé dithiolate, que l'on fait réagnsuiteavec du 3oromopropionitrile pour former le

produit dicyanoéthyld (Schémalll.7).

/I \ / \ 7\
\_/ \ /) \

-+

/ \ H
H _\/

Schémall.7

%7 Tamao, K; Kodama, S; Nakajima, I. ; Kumada, M. ; Mimato, A. ; K. SuzuKetrahedron1982 28, 3347.
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d. Déprotection du groupement cyanoéthyle

Conformément a la littératurks groupement-2yanoéthyle est le meillegroupement

protecteurde la fonctiorthiolate®81%°

, et dont ladéprotectiorestréalisée par I'hydroxyde de
césium. Cette déprotection du groupement cyanoéthyle s’est révélée rapide et surtout
guantitative

L’action d’'un seul équivalent d’hydroxyde de sodium sur le comggsérmet de libérer un

des deux groupes thiolate protégés par le groupe cyanoéttlgle un mécanisme de
élimination En effet, aprés monrmnctionnalisation du thiolate a l'aide dwomoacétatele
tert-butyle on obtient majoritairement le produit monosubstifjémélangé au produit
disubstitué. Ces deux produits sont obtenus avec des rendements resp8atifs eiell %

aprés séparation par chromatographie flash sur gel de(Siivémalll.8).

L
/ \ H / \ A

H \ / X /) \_/

Schémalll.8

e. Introduction d’'une chaine alkyle

Dans cette étape, nous avons d’abord vouhadhtire des chaines alcanethidb une
substitution nucléphile des groupements thiolasusdu composé sur la chainealkyle
bromée. Ce dernier a été préparé par réaction de dBjuivalent de thioacétate de

Mm% sur le 1,16dibromodécane avec un rendement BE %. Ensuite la

potassiu
déprdection des groupes cyanoéthglle composé en présence d’un équivalatihydroxyde
de césium, suivie d’'une réaction lit\dation avec 5 équivalentse thicacétatede S(10-

bromodécylefournit le thioestef avecun rendement d&5 %. (Schémadll.9).

188 Svenstrup, N; Rasmussen, K.M.Hansen, T.K; J. BecherSynthesis1994 809.

189 Blanchard, P., Jousselme, B., Frére, P., Roncali,3rg.Chem.2002 67, 3961.

9 Hudhomme, P; Le Moustarder, S.Durand, C; GallegePlanas, N; Mercier, N.; Blanchard, P; Levillain, E.: Allain,
M. ; Gorgues, A; Riou, A.,Chem. Eur. J.2001, 7, 5070.

" 7hai, L.; Pilston, R.L; Zaiger, K.L.; Stokes, K.K. ; McCullough, R.DMacromolecules2003 36, 61.
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Schémalll.9

f. Déprotection des esters

La transformation de la fonction estert-butylique en acidedans lecomposé6 a été
réalisée selon deux stratégies différentes. La premiére repose sur le tradentiester6
avec un excés de bromure de ZfAcpuis addition d’une solution aqueuse d'acide
chlorhydrique (1 M. Cependant, dans ces conditidaside 7 n’est obtenu qu’avec un faible
rendemeni(15 %). En revanchel'autre stratégie décrite p&hauvel’® permet dobtenir la
fonction acidecarbaylique, de maniére quantitativ@ar déprotectiorsélectiveen présence
d’acide trifluoroacétiquéTFA), laissant par ailleurle groupenentthioacétate intatt’. En
pratiquele composé est facilement hydrolysé par unewgan d'acide trifluoroacétiqué 50
% dans le dichlorométhane. Les solvants sont éliminés sous pression réduite et il est
nécessaire de reprendre plusieurs fois la poudre obtenue dans le dichlorométhane afin
d'entrainer le TFA résiduel. Dans ces conditions, I'acide carboxyligne subit aaune
réaction dedégradationet I'hydrolyse naffecte pas le groupement protecteur thiol Le
produit attenduZ est ainsi isoléavec un rendement quantitatif est ensuite caractérisé en
RMN du proton dans le DMS@, On observe notammera dlisparition du singulet 4.4
ppm typique du groupe protecteur (tg8hémalll.10).

Schémalll.10

2\Wy, Y-Q ; Limburg, D.C; Wilkinson, D.E.; Hamilton, S.GTetrahedron Letter200Q 41, 28472849.
173 Chauvel, E.N. ; Coric, P. ; LlorefBortés, C ; Wilk,S. ; Roques, B.P. ; Zaluski;®1J. Med. Chem1994 37, 13391346
" PFlatt, AK. ; Yao, Y. ; Maya, F. ; Tour, J.MI, Org. Chem 2004 69, 1752.
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