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Liste des abréviations

AFM : microscopie a force atomique

AIBN : azo bis-isobutyronitrile

ATC : acide trichlorocyanurique

ATG : analyse thermogravimétrique

ATRP : polymérisation radicalaire par transfert d'atome
Boc : tert-butyloxycarbonyle

BTCA : acide butan-1,2,3,4-tétracarboxylique
CAN : cérium ammonium nitrate

CCM : chromatographie sur couche mince

CMI : concentration minimale inhibitrice

coll. : collaborateur

CTA : agent de transfert de chaine

CUuAAC : cycloaddition d’'un azide et d'un alcyne, catalypéele cuivre (I)
DFT : théorie de la densité fonctionelle

DIPEA : diisopropyléthylamine

DMAEMA : 2-(diméthylamino)éthylméthacrylate
DRUV : ultraviolet par réflectance diffuse

€g. : équivalent

ESI : ionisation par électrospray

h : heure

Hp : hématoporphyrine

HpD : hématoporphyrine dérivé

H,TPP : 5,10,15,20-tétraphényl porphyrine
H,TTP : 5,10,15,20-tétratolyl porphyrine

IR : infrarouge



J : constante de couplage

LCSN : Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles
m/z : rapport masse sur charge

MAA : acide méthacrylique

MALDI : désorption-ionisation laser assisté par matrice
MCPDB : méthoxycarbonylphenyl dithiobenzoate

MEB : microscopie électronigue a balayage

min : minute

M.O. : micro-ondes

PACT : photochimiothérapie antibactérienne

PDT : photothérapie dynamique

PEI : polyéthyléneimine

PET : polyéthylene téréphtalate

PHMG : polyhexaméthylene de guanidine

PMNP : polymyxine nonapeptide

PNIPAAM/PU : poly N-isopropylacrylamide/polyuréthane
Pp IX: protoporphyrine 1X

ppm : partie par million

PS : photosensibilisateur

R : rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire

s : singulet

S : singulet élargi

d : doublet

dd : double doublet

t: triplet

g : quadruplet

gt : quintuplet



m : multiplet

SM : spectrométrie de masse

TA : température ambiante

T : température de fusion

TFA : acide trifluoroacétique

H,TMPyP : 5,10,15,20-tétra N-méthylpyridinium porphyrine
TMS : tétraméthylsilane

TPP-NH, : 5-(4-aminophényl)-10,15,20-triphényl porphyrine
TPP-NO; : 5-(4-nitrophényl)-10,15,20-triphényl porphyrine
TPPS-NH, : 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-sulphonatophémgdjphyrine
TTP-OH : 5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tritolyl porphyrine
UFC : unité formant colonie

uma : unité de masse atomique

UV : ultraviolet

VIH : virus de 'immunodéficience humaine

¢ : coefficient d’absorption molaire

A : longueur d’'onde

v : nombre d’'onde

®@ (*O,) : rendement quantique en oxygéne singulet






Introduction générale







Introduction générale

Depuis une vingtaine d'années, la recherche etldeeloppement de nouveaux actifs
antibactériens a pris un essor considérable pqond¥e efficacement aux besoins actuels de lutte
contre la prolifération microbienne (désinfectaniextiles..). Parmi ceux-ci, les matériaux et plus
précisément les surfaces antibactériennes ontu®tkattention de nombreuses équipes. Ainsi, la
modification de surfaces synthétiques (nylon, PETau naturelles (coton, laine).par divers agents
aux propriétés antibactériennes connues, commanesoniums quaternaires, les N-halamines, le
chitosan et les sels dargent a fait I'objet de homx travaux. Les photosensibilisateurs
tétrapyrroliques tels que les porphyrines représgnine nouvelle classe d’agents antibactériens car
leur activité bactéricide est induite par la lureiéisible. En raison de cette propriété particelides
chercheurs se sont intéressés aux application®pimibgiques de ces composés. Plus récemment,
cette particularité a été utilisée pour prévenirdieveloppement des bactéries en particulier les
bactéries pathogénes et pour éviter les phénonemanulti-résistance des bactéries vis-a-vis des
bactéricides classiques tels que les antibiotiguaghotothérapie antibactérienne (PACT) consiste a
induire un effet bactéricide sous I'action de leniére visible en présence d'un photosensibilisateur
Le microorganisme est détruit par une espece w@attixiqgue produit au cours de ce processus,
I'oxygéne singulet. Plus récemment encore, notrerktoire s’est intéressé a des photo-antibiotiques
solides par I'élaboration, a partir de cellulosedetporphyrines naturelles ou synthétiques, desfilm
photobactéricides actifs aussi bien sur les bastéiGrarhque sur les bactéries a Gram

Dans le cadre du programme d’élaboration de nsatériphotobactéricides entrepris au
Laboratoire de Chimie des Substances NaturelleSK)Cnous nous proposons dans le présent travail
de fixer de maniére covalente, par un dérivé "#Ba&Zine" ou par des réactions de type "Click-
Chemistry" et "couplage peptidique", des porphyinaturelles ou synthétiques sur le coton. Enfin,
pour évaluer l'activité antibactérienne de ces mawx supports, la mise en place d'un nouveau
protocole de photoinactivation de deux bactériesétes,Staphylococcus aureybactérie a Grai

etEscherichiacoli (bactérie a Graiy a été réalisée.
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Nous nous proposons dans cette partie biblioggaghte présenter d’'une part le contexte
général avec un bref historique sur les bactétiés @eveloppement actuel des surfaces cellulosique
antibactériennes. D’autre part quelques générafitésles porphyrines, la PACT et les surfaces

photobactéricides seront décrites.

1- Les bactéries, 350 ans d'histoire...

Méme avant la découverte des micro-organismesuspectait déja I'existence et le role de
ceux-ci dans les maladies. Le philosophe romainéaes(a peu prés 98-55 av. J-C) et ausidkle le
médecin Girolamo Fracastoro (1478-1553) avaientgéuy que des étres vivants invisibles
provoquaient les maladies. Les premieres obsenstam microscope ont été sans doute réalisées
entre 1625 et 1630 sur des abeilles et des charamgr Francesco Stelutti a I'aide d’'un microscope
probablement fabriqué par Galilée. En 1665, le peehessin d’'un micro-organisme a été publié par
Robert Hooke danMlicrographia Cependant c’est Antonie van Leeuwenhoek qui &relssans le
savoir des bactéries, qu'il appela "animalcules’fecason propre microscope en 1676Aussi
importantes qu'aient été les observations de vasuwenhoek, la microbiologie n'a eu que peu
d’intérét pendant les 200 années suivantes. Letdgivda théorie de la génération spontanée et les
études, sur le role joué par les micro-organismass d’apparition des maladies, ont conduit

finalement a ce qui est appelé maintenant "I'age dé la microbiologie".

Entre 1857 et 1885, les travaux de Louis Pastede &obert Koch ont révolutionné la microbiologie
médicale. Pasteur a démontré I'implication des saanganismes dans les processus de fermentation
(réfutant la théorie de la génération spontanddgue role en tant d’agents infectieux. Il a égadat
congu des milieux de culture, des procédés deuwtisin des micro-organismes comme |'autoclave et
la pasteurisation. Robert Koch, quant a lui, a auispoint avec ses collaborateurs les techniques de
culture des bactéries sur milieu solide. Il a tilé&aur le choléra, la maladie du charbon (anthetx

la tuberculose. Il a pu démontrer de fagon claireime bactérie pouvait étre I'agent responsablael’u
maladie infectieuse et il a proposé une série dtufais, confirmant le réle étiologique d’'un micro-

organisme dans une maladie.

Si les bactéries étaient connues a la fin dusi&le, aucun traitement antibactérien n’exisaitore.

En 1929 Alexander Fleming a découvert que le chgnqui Penicillium produisait une substance, la
pénicilline, premier antibiotigue qui pouvait cdlar avec succes les infections bactériennes. La
découverte de cette molécule a stimulé la recheddugtres antibiotiques. Selman Waksman a pu
isoler en 1944 une nouvelle substance, la streptomay produit par I'actinomycet8treptomyces

griseuset capable de traiter avec succes la tubercul@sg.découvertes ont conduit a la recherche

M porter J.R.Bacteriol. Rey.1976 40, 260-269.



d’autres antibiotiques (d’origine bactérienne ousgiethese) dans le monde entier pour répondre aux
problémes des maladies infectieuses. Dans les ari®®®), I'idée que ces maladies ne constituaient
plus un danger pour la santé publique, est devehselete. De nos jours, la population mondiale est
continuellement confrontée a de nouvelles malatiéctieuses et a la réémergence de maladies
anciennes que l'on pensait avoir éliminées (coman¢uberculose, la dengue ou encore la fiévre

jaune). Entre 1940 et 2004 ont été signalés damstele 335 cas de maladies émergentes (figufe 1).

1 @23 @45 @67 @s-11

Figure 1 : Origine géographique des cas de mal@miesgentes entre 1940 et 20684.

Le probléme est d'autant plus préoccupant queisi®&duans, le nombre de vecteurs (tels que
les insectes par exemples) devenus résistant asticides augmente aussi et que ces maladies
émergentes récentes, sont presque toutes des esqnuaadies pouvant a la fois toucher 'lhomme et
I'animal). Le nombre d'apparition de ces maladigsesque été multiplié par 4 depuis 50 ans, et plus
encore depuis les années 1980. La figure 2 illlatré@partition des agents pathogenes responsables

des 335 cas recensés de nouvelles maladies énesgent

54

Figure 2 : Répartition en % des agents pathogéspsmeables des maladies émergeffles.

2 Jones K.E., Patel N.G., Levy M.A., StoreygardBalk D., Gittleman J.L., Daszak Mature 2008 451, 990-994.



Depuis plusieurs années, en raison de I'émergeéaaas maladies, la recherche de nouveaux
agents antibactériens et des sources potentigltdeation bactérienne s’est largement développée.
En effet, le milieu hospitalier (appareils chirw@ix, zone a maintenir stérile, cathéters), l'indeis
agro-alimentaire (emballages) et textile (vétemésthniques, blouses médicales, vétements de sport,
literie...) sont trées demandeur de nouvelles teclgietopour prévenir une éventuelle contamination
bactérienne. A une autre échelle, le bioterrorigmae la conception d’armes biologiques (plus
dangereuses que les armes chimiques) avec I'titlisde virus, bactéries, champignons ou toxines
constitue également une source éventuelle de cordtion. Ces exemples montrent le large éventalil

de la demande actuelle du développement de nousedifsx antibactériens.

De nombreux travaux se sont orientés vers I'élatmrade nouveaux moyens de lutte pour éviter
'apparition des phénoménes de multi-résistancas diffferent des antibiotiques classiques utilisés
jusqu’a présent. En particulier, depuis une dizalfannées I'élaboration de nouveaux matériaux
(nanopatrticules, surfaces...) antimicrobiens estleim gssor. Parmi ces matériaux, ceux a base de
cellulose représentent un intérét tout particuter raison de son origine naturelle, sa ressource
inépuisable et de la valorisation d'agro-ressourdgzres avoir défini ce polymeére nous nous
attacherons a faire une mise au point bibliographigur les différentes surfaces cellulosiques

antibactériennes développées actuellement.

2- Les surfaces cellulosiques antibactériennes

La cellulose, polymére naturel renouvelable les@bondant a la surface de la terre, est un
polysaccharide végétal constitué de I'enchainemfemités glucose reliées entre elles par des siso

osidiques3-(1-4), dont l'unité répétitive est le motif celiolse (figure 3).

OH OH
OH o OH o OH
HO HO HO
HO 0 0 0 0
HO HO OH
© OH © OH O
OH | OH | n4  “OH
|

Unité cellobiose

Figure 3 : Représentation schématique de la cetlulos

Depuis plus d'un siecle la valorisation de ce puaye a fait I'objet de hombreux travaux. En
particulier, la recherche de matériaux cellulosgyaehaute valeur ajoutée possédant des propriétés
bien spécifiques telles qu'antibactériennes, ddeptmn aux UV, similaires aux insecticides, de

retardement au feu, ainsi que médicinales représeémé nouvelle orientation de la chimie de ce



polysaccharid€! Les substrats cellulosiques, plus particuliérentesittextiles et tissus, représentent
un excellent environnement pour la croissance dgoagrganismes ainsi qu’'un matériel de choix
capable de retenir les bactéries, champignonses¥fi Afin de conférer aux matériaux, une activité
antibactérienne durable et permanente dans le faimpsdes approches les plus efficaces dans leur
élaboration est I'incorporation de composés biczige sein de la surface du matériel au moyen d’'un
greffage chimique, évitant ainsi tout phénomeneetirgage du composé actif. La fonctionnalisation
de substrat cellulosique par divers agents angébiacts, comme les ammoniums quaternaires, les N-
halamines, les polyméres de guanidine, le chitdearantibiotiques, les sels d’argent et autreamet

ou encore des photosensibilisateurs a été repdatgsla littérature.

2-1- Les sels d’ammoniums quaternaires

L'activité antibactérienne des ammoniums quateesajRN",X") est connue depuis la fin des
années 1968 En raison de leur fort potentiel antibactérieryrléaible toxicité et I'absence de
réaction cutanée secondaire, ces composeés fomutsujobjet, 50 ans apres, de nombreux travaux.
L’activité antibactérienne de ces composés esteffeeht dépendante de la structure globale
moléculaire et/ou de la longueur de la chaine alRgkte derniére présente une partie hydrophobe qui

est compatible avec la bicouche phospholipidiquiceembrane bactérienne cytoplasmique.

Le mécanisme général de I'action antibactérienneedecomposé® peut étre décrit en quatre étapes :
» Adsorption des charges positives des ammoniumslesucharges négatives a la surface
cellulaire des microorganismes, par intéractiootédstatique,
« Diffusion au sein de la paroi bactérienne gracelarigue chaine alkyl lipophile,
» Liaison puis désorganisation de la membrane cysoqitzue,

» Perte des constituants cytoplasmiques causantriad@ada bactérie.

Abel et coll™ ont reporté en 2002, la modification de surfacghilpsiques telle que le papier filtre

par l'utilisation d’'un substrat aminé, le DABCO44diazabicyclo[2.2.2]octane).

Bl (a) The regents of the University of California, PGTO 106481996 (b) Ciba-Geigy, PCT, WO 96/25548995; (c)

Courtaulds Fibers, PCT, WO 96/0535894 (d) Buschmann H.J., Denter U., Knittel D., Schayer E.,J. Text. Inst.
1998 89, 554.

™ Lim S.H., Hudson S.MCarbohydr. Polym.2004 56, 227-234.

Bl (a) Salton M.R.J.J. Gen. Physiol.1968 52, 227S-252S ; (b) Hugo W.B., Frier Myppl. Microbiol, 1969 17, 118-127 ;
(c) Tomlison E., Brown M.R., Davis S.SJ, Med. Chem.1977 20, 1277-1282 ; (d) Denyer S.Rnt. Biodeterior.
Biodegrad, 1995 36, 227-245 ; (e) Mc Donnell G., Russel A.Dlin. Microbiol. Rev, 1999 12, 147-179.

61 (@) Hugo W., Franklin T.J., Snow G.ABjochemistry of Antimicrobial ActionChapman and Hall: Londod981; (b)

Block S.S. Disinfection, Sterilization and Preservatiofth ed. Lea & Febiger: Philadelphi®§91

[l Abel T., lolani J.L., Engel R., Filshtinskaya M.eMonian A., Melkonian K.Carbohydr. Res2002, 337, 2495-2499.
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Figure 4 : Modification de la cellulose par difféte substrats de DABCO modiffé.

Le greffage des divers composés cationiques a ipefiobtention d'une surface
polycationique (figure 4). Les différents matérianmt été testés sur un panel de sept bactéBes ;
cereus, M. luteus, S. aureus, E. coli, E. aerogeBesloacaeet P. vulgaris Les résultats ont montré
que toutes les surfaces présentaient des acthité@sdifférentes. En effet, les surfaces possédant
groupement polaire (DABCO cationique) en positiemtinale ou une chaine lipophile a 8 carbones
n'ont présenté peu ou pas d'activité vis-a-vis loiestéries testées. En revanche, les surfaces agec d
chaines a 10, 12 et 18 carbones ont été bactéisitteles bactéries a gramndis que I'activité sur
les bactéries a grana été variable. Pour les surfaces ayant une clait® carbones, une activité
bactéricide est observée sur toutes les souchdgrieanes. Ces premiers résultats ont mis en

évidence l'influence de la longueur de la chaipeghile sur I'activité maximale antibactérienne.

Apres avoir élaboré des surfaces synthétiques aatéliennes a base de nylon ou de polyéthyléne
téréphtalate (PET), Klibanov et cilont, en 2003, fonctionnalisé du coton par la pblyiéneimine
(PEI) portant des ammoniums quaternaires afin diabtune activité antibactérienne et antifongique.
De la méme facon, Cen et Né8tont développé une technique de dérivatisatioitétreent physique
par la méthode plasma) de surface polymérique étigtie (PET) et cellulosique (papier filtre) afia d
créer des groupements ammoniums hexylpyridiniungu(@ 5). Une trés bonne activité
antimicrobienne suk. coli, dépendante du pourcentage en ammoniums quagsnairété mis en

évidence.

® Lin J., Qiu S., Lewis K., Klibanov A.MBiotechnol. Bioeng2003 83, 168-172.
Bl Cen L., Neoh K.G., Kang E.TLangmuir 2003,19, 10295-10303.
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Utilisant également le traitement plasma pourdacfionnalisation du substrat, Jampala et

l. [10]

col ont reporté [I'élaboration de fibres cellulosiquedptées d’excellentes propriétés

antibactériennes.

La technique de polymérisation radicalaire, seldfémknts processus, a également fait I'objet de
plusieurs travaux. Ainsi la méthode par transfatame (ATRP), développée par MatyjaszewsKi
pour la polymérisation du 2-(diméthylamino)éthylthazrylate ou DMAEMA (figure 6), utilisant le
bromure d’acide du 2-bromoisobutyrique comme itetia actif, a été efficacement employée. Elle a
permis I'élaboration de surfaces cellulosiques @dast de bonnes propriétés antibactérienneg& .sur
coli et antisporulantes s&. subtilis

Br—“—'—Br
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Figure 6 : Utilisation de 'ATRP pour la fixation dBVAEMA sur le papier filtré!!

Roy et coll* ont étudié, quant a eux, une autre méthode dev@oigation radicalaire, le
transfert de chaine réversible addition-fragmeoa{RAFT) utilisant le S-méthoxycarbonylphenyl
dithiobenzoate (MCPDB) comme agent de transfertcdaine (CTA) et I'azobisisobutyronitrile
(AIBN) comme initiateur actif, pour la polymérisati du DMAEMA (figure 7). Les propriétés
biologiques ont montré une activité bactéricidaéspntative suk. coli, fonction de la longueur de la

chaine alkyle et du taux d’'ammoniums quaternaire§és a la surface du polymere.

(10] Jampala S.N., Sarmadi M., Somers E.B., Wong A.C.end3 F.S.L.angmuir, 2008 24, 8583-8591.
(11 | ee B.S., Koepsel R.R., Morley S.W., Matyjaszewski%un Y., Russel A.JBiomacromolecule004 5, 877-882.
2 Roy D., Knapp J.S., Guthrie J.T., PerrierBBamacromolecule2008 9, 91-99.
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o) DMAEMA
o MCPDB

S, Initiateur (AIBN)

Cellulose-CTA N n
/\
C.H, B Cellulose-pDMAEMA

Cellulose-pDMAEMA /N\ n
quaternarisée l H

Figure 7 : Elaboration de surfaces cellulosiquesdsiides fonctionnalisées par la technique RAET.

Une derniére méthode de fonctionnalisation a stés utiliser un dérivé triazine, trés bien
connu des spécialistes du textile. Wang et'tbibnt préparé du coton antibactérien & activité llera

vis-a-vis deS. aureusportant des groupements benzyles multi-catiorsigfigure 8).

A~ LD
( Lt ) o\

oy Yo LD

ol \
Figure 8 : Coton modifié par des groupements besayielti-cationique&s

Une analyse comparative de ces résultats a mooiédeux facteurs semblent influencer
I'activité antibactérienne de ces surfaces catioesg
- la longueur de la chaine alkyle
- la charge globale de surface

Des études récentes ont montré l'importance dehkrge globale de surface en ammoniums

quaternaires, I'efficacité d’inactivation ne dépeaitipas de la longueur de la chaine alkyle.

(131 Hou A., Zhou M., Wang X Carbohydr. Polym.2009 75, 328-332.
41 Madkour A.E., Dabkowski J.M., Nusslein K., Tew G.Nangmuir 2009 25, 1060-1067.
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2-2- Les N-halamines

Une autre voie explorée pour le développementutdiaces antibactériennes cellulosiques a
activité durable consiste a préparer des surfaégeénérables a partir de composés chlorés N-
halamines. Ces composés présentent un large splecttésinfection et leur capacité antimicrobienne
est attribuée a la propriété oxydative de la limibalamine, N-Cl ; ils ont été largement utilisépuis
les années 1980 dans le traitement des eaux. um e vue mécanistique, I'action bactéricide de
ces composés a été étudiée dés la fin des ann@e§°1@insi leur mode d'action repose sur un
ensemble de réactions chimiques entrainant lefenrdrtirect de I'halogene électropositif du composé
N-halamine vers des récepteurs appropriés de laledlactérienne. Ce procédé peut effectivement
détruire ou inhiber le systeme enzymatique ou noditlle de la cellule en causant la mort de la
bactérie. L’action régénérable de ces composédlesirée sur la figure 9. Aprés destruction des
micro-organismes, la liaison N-Cl est réversibletrteansformée en liaison N-H qui peut étre a son

tour rendue a nouveau active par un traitemenhtbeation.

Mort bactérienne
kT

\
— N—H +CI"+ OH
/

Chloration

\
N—Cl + H,0
/

Figure 9 : Traitement antibactérien régénérablesatit des composés N-halamines.

On distingue trois classes de composés N-halamilessamines N-halamines, les amides N-
halamines et les imides N-halamines. En ce quiemecl'activité antibactérienne, imide > amide >
amine alors que pour la stabilité I'ordre est iséeramine > amide > imide. Ceci s’explique par les
effets électroniques, la force de la liaison N-Xamsidérablement influencée par les groupements R
et R (notons la structure N-halamine avec la formuleégale : N(RR,)-X avec X=CI). SiRet R
sont des groupements donneurs d’électrons (caaméses N-halamines), la charge de I'azote
augmente ce qui renforce la liaison N-X augmentainsi la stabilité du composé. L'activité
antibactérienne s’en trouve diminuée car la linénatlu Cl devient difficile. En ce qui concerne des
groupements électro-attracteurs (cas des amidiesidds N-halamines), la fonction antimicrobienne
s’en trouve augmentée alors que la stabilité diminCes caractéristiques deviennent plus flexibles

pour des surfaces polymériques possédant des rNetifdamines.

Sun et Qiart*® ont présenté en 2004 la synthése de celluloseifometisée par des imides et amides
N-halamines a motifs hydantoines et des aminesl&ivtiaes a motifs imidazolidinones (figure 10).
Le pouvoir bactéricide des dérivés imides et amglest montré supérieur a celui des aminesEsur

coli.

(31 Kaminski J.J., Bodor N., Higuchi T, Pharm. Scj.1976 65, 553.
(281 Qian L., Sun G.J). Appl. Polymer Sci2004 91, 2588-2593.
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HC > HC DMDMH greffé
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R reffé
N - N ’
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H,C™ Ny ~CH, H:C N\ CH,
H ¢

Figure 10 : Dérivés N-halamines hydantoines etamtidinones fixés sur des fibres cellulosigti&s.

Utilisant également des dérivés N-halamines afmbtidantoine, Huang et cdifl ont décrit

la fonctionnalisation de fibres cellulosiques (figuil1) possédant une activité bactéricideEswoli et
S. aureus

O Re o) Re 0
O—=Cell O—=Cell
RA_(//\A Cellulose-OH RA—(/ Chloration R%—w 7
— > _
HN N HN N ~ — N N
\n/ \n/ Inactivation cl T
bactérienne
o} o) 0 e} BN
Cell Cell
R;=R,=CH; ou R;=CHj;,R,=C;H, ou R,=CH,,R,=CH,; ou

R,=CH,,R,=C,H, ou R,=R,=pentaméthyléne Cellulose antimicrobienne

Figure 11 : Préparation de cellulose antibactéeesiaborée par Huarg!

L'emploi d’'un dérivé combiné hydantoine et triazifichlorom-aminophenyl-hydantoinyd-
triazine ou DAPHT), également mis au point par Hiffha permis I'élaboration de cellulose & motif

imide et amide N-halamine (figure 12). Ces surfaoas été capables d'inactiver aussi bien les
bactéries graifE. col) que les bactéries grans. aureus

Cl

O—Cell O—Cell
CI—<>‘ _\N CI—<>‘ :\<N CI—<>‘ :\<N
N_< N N cl
NH

NH _ N~
O Cellulose-OH 0 Chloration o
_— > ‘—_‘
Inactiv_ation
DAPHT HN NH HN NH bactérienne N N\
Y Y of Y cl
o 0

Figure 12 : Synthése et fixation du DAPHT sur deet cellulosique®

(17 Liang J., Chen Y., Ren X., Wu R., Barnes K., Worle.SBroughton R.M., Cho U., Kocer H., Huang T.B4. Eng.
Chem. Res2007, 46, 6425-6429.

(8 |ee J., Broughton R.M., Akdag A., Worley S.D., Huan§.,Fibers Polymers2007, 8, 148-154.
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L'équipe de Huang™ a également reporté I'élaboration de fibres cedligues
fonctionnalisées par des dérivés imide N-halamine métif imidazolidinone. Un acide
polycarboxylique, I'acide butan-1,2,3,4-tétracadmue ou BTCA a été utilisé comme agent de
greffage. L’inactivation des deux souchBs coli et S. aureuss’est avérée étre particulierement

importante.

Comme dans le cas des ammoniums quaternaireschaiqee de polymérisation radicalaire est
largement utilisée pour la fonctionnalisation deds cellulosiques par des dérivés N-halamines mais
la méthode utilisant le cérium (IV) comme initiateactif est privilégiée. Ainsi, Sun et cf! ont
décrit la préparation de coton cellulosique antiéaen fonctionnalisé par des N-halamines acyclque
provenant de la polymérisation du méthacrylamidgu(é 13). Les surfaces ont alors montré des
propriétés biologiques remarquables, antibactéeien@. coli et S. aureul antifongiques C.

tropicalis) mais également antivirales (virus MS2).

H
N\,
NH, ,\|‘H2 N NH,
' | |
c=0  C=0 c=0 Cc=0
OH vallvwwijsz vallvwwijsz
—>Ce4* w; Coton cellulosique
- . N
o] Mort bactérienne biocide
Il
OH H,N—-C OW OW
A \ =0 c=0 c=0 Cc=0
Coton | lll H | ,l‘
cellulosique NH, p NH, PaN
H Cl

Coton cellulosique greffé
Figure 13 : Coton cellulosique bactéricide fonatialisé par des N-halamines acycligif8s.

Utilisant la méme méthode de greffage, Sun et Yamnt étudié la fonctionnalisation de
textile cellulosique par polymérisation du 2,2,&&améthyl-4-pipéridyl méthacrylate ou TMPMA
(figure 14). Ces surfaces ont présenté un effe€bale permanent et rechargeable sur les solehes

coli, S.aureusetS. epidermidis

[ Cellulose ] [ Cellulose ]
CH CH CH CH
2 Ce* /HNO, [ /2 [ /2 Chloration P9 [ 9
g —  — > H.C—C ch—c—( — ch—c—( ch—c—(
= ¥ Y T Y TS
@
o o NH
d

TMPMA u u \ N

= cl cl

Tissu p-TMPMA antimicrobien

Figure 14 : Préparation et chloration du poly TMP&i&ffé sur du coton cellulosiqifé!

1% Ren X., Kocer H.B., Worley S.D., Broughton R.M., Huan§.,Carbohydr. Polym.2009 75,683-687.
2% | yo J., Sun Y.J. Polym. Sci. Part A: Polym. Cheri006 44, 3588-3600.
21yao0 J., Sun Y.Ind. Eng. Chem. Re8008,47,5819-5824.
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P2

Une autre classe de N-halamines a également @é&ét il s'agit des chloromélamines. Ces
composés sont des amines N-halamines portés suwyau triazine dont leur stabilité et leur activité
antibactérienne sont comprises entre celles d'umeeaet d'un amide de N-halamine classique. Peu
d’exemples de surfaces cellulosiques antibactéenmodifiées par des chloromélamines sont
retrouvés dans la littérature. Cependant, Sun le8ont décrit la fixation du 2-amino-4-chloro-6-
hydroxys-triazine (ACHT) sur du coton cellulosique afin dei conférer des propriétés
antibactériennes (figure 15). Les surfaces ontsafwesenté une activité bactéricide permanente et

durable vis-a-vis des deux souches modéles quéesanli etS. aureus

NH NH NXCI

2 2 )\
N)QN N)QN Chloration N~~N

Cellulose-OH

P’ -~ — ~
N Mort bactérienne Cell—0 N OH

Cl OH Cell—0O N OH

ACHT X=HouCl

Figure 15 : Préparation de coton cellulosique actiérien modifié par des chloromélamités.

2-3- Les polymeéres de guanidine

Les polymeres de guanidine s’apparentent a degpas#s polycationiques hydrosolubles
présentant un large spectre d'activité contre fetdries & Gram positif et Gram négatif ainsi ga’'un
faible toxicité vis-a-vis des cellules animalesut.enode d’action a été largement étudié au détait de
années 198B% L’action létale des polyméres de guanidine sucdiles bactériennes a été proposée
comme étant basée sur une perte irréversible deditt@mnts essentiels de la cellule bactérienne, se
traduisant comme la conséquence directe de I'tilbérde la membrane cytoplasmique.

Utilisant ces propriétés létales, I'élaboration slefaces antibactériennes fonctionnalisées par des

24 ont développé le greffage de

polymeres de guanidine a ainsi été entreprise. Gatawoll
polyhexaméthyléene de guanidine sur des fibres losiyues (figure 16), par polymérisation
radicalaire utilisant la méthode au cérium (IV)esglycidyl méthacrylate comme intermédiaire. Ces
surfaces originales ont montré une excellente haii® sur E. coli. De plus, le mécanisme de
destruction bactérienne a pu étre mis en évideacéApM (Atomic Force Microscope) confirmant

I'altération de la membrane cytoplasmique.

(22 (a) Braun M., Sun Y.J. Polym. Sci. Part A: Polym. Chera004 42, 3818-3827 ; (b) Sun Y., Chen Z., Braun Md.
Eng. Chem. Re2005 44, 7916-7920.

(23] (a) Broxton P., Woodcock P.M., Gilbert B.,Appl. Bact.1983 54, 345-353 ; (b) Broxton P., Woodcock P.M., Heatl
F., Gilbert P.J. Appl. Bact.1984 57, 115-124.

41 Guan Y., Xiao H., Sullivan H., Zheng ACarbohydr. Polym.2007, 69, 688-696.
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Figure 16 : Polymérisation radicalaire de polym#eeyuanidine modifié sur la cellulo$8.

2-4- Le chitosan

Le chitosan, polysaccharide constitué de I'enamaimt d’'unités D-glycosamine liées entre
elle par des liaisong (1-4), est la forme désacétylée de la chitine. klnple désacétylation alcaline
(solution de NaOH, 40%) de la chitine permet I'olbien du chitosan (figure 17). Ce polymere peu
codteux, biodégradable et non-toxique, en fait@mmosé de choix en vue de possibles valorisations

aussi bien chimiques que biologiques.

OH OH
o NHAc o NHAc
HO
0 o OH NaOH, 40% o N OH
HT Ho o — H1 Ho 0
NHA NH,
OH OH
n n
Chitine Chitosan

Figure 17 : Préparation du chitosan & partir dehltine.

Les fonctions amines libres de ce polymére peuserprotoner en milieu légérement acide
donnant ainsi un composé qui peut s’apparentersalsxd’ammoniums quaternaires, faisant un bon
candidat comme biocide polycationique. Ces fonsti@ammoniums conférent au chitosan des
propriétés biologiques trés intéressantes telléantjtbactériennes, anti-fongiques ou encore anti-
virales”™ |l présente notamment un large spectre d'inadtimabactérienne, les concentrations

minimales inhibitrices (CMI) obtenues sur différesisouches sont présentées au tableau 1.

[°l Rabea E.I., Badawy M.E-T., Stevens C.V., Smaggh&t@urbaut W.Biomacromolecule003 4, 1457-1465.
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Tableau 1 : Concentration minimale inhibitrice dita$an sur différentes souches bactérieffes.

Souche bactérienne CMI (ppm)
Gram”*

Bacillus cereus 1000
Corynebacterium michiganensis 10
Micrococcus luteus 20
Staphylococcus aureus 20
Gram”

Agrobacterium tumefaciens 100
Erwinia sp. 500
Erwinia carotovora subsp. 200
Escherichia coli 20
Klebsiella pneumoniae 700
Pseudomonas fluorescens 500
Xanthomonas campestris 500

Le mécanisme exact du mode d'action antibactémiest pas totalement appréhendé mais

plusieurs hypotheses sont avanceées :

- la structure polycationique du chitosan permepeleser qu’il pourrait intéragir avec les composant
anioniques prédominants (lipopolysaccharides ou LétSprotéines a la surface des micro-
organismes) ; en résulte une perméabilité difféeatusant la mort de la cellule bactérienne, ieduit

par la perte des constituants intracellulaffes.

- le chitosan pourrait former, en surface de lad#s une membrane polymére empéchant I'entrée

des nutriments dans la cellldg.

- le chitosan de faible poids moléculaire pourestrer au sein de la bactérie, se lier avec 'ARQN e
donc empécher la transcription des ARMm et la ®sehdes protéines, étapes indispensables au bon

fonctionnement de la celluf&: 2%

- les substances électronégatives pourraient Sleisavec le chitosan au sein de la cellule euferg

désorganisant I'activité physiologique de la baetét provoquant sa mdrt!

En raison de ses propriétés antibactériennes cennee chitosan est largement utilisé pour
I'élaboration de nouvelles surfaces antibactérientg-Tahlawy et colf" ont étudié en 2005 la

fixation du chitosan sur la cellulose par lintedigére du BTCA (acide butan-1,2,3,4-

28 Lju X. F., Guan Y. L., Yang D. Z., Li Z., Yao K..DJ. Appl. Polymer Sci2001, 29, 1324-1335.

271 (a) Vaara M., Vaara TAnti. Agents Chem1983 24, 114-122 ; (bYoung D.H., Kauss H.Plant. Physiol, 1983 73,
698-702; (c) Helander I. M., Nurmiaho-Lassila E. L., Ahaénen R., Rhoades J., Roller $if. Jour. Food Microbiol.
2001 71, 235-244; (d) Lim S. H., Hudson S. ®arbohydr. Res2004 339, 313-319.

(28] () zheng L. Y., Zhu J. F., Sun K. $ater. Sci. Eng.200Q 18, 22—-24 ; (b) Liu H., Du Y., Yang J., Zhu i@arbohydr.
Polym, 2004 55, 291-297.

291 Hadwiger L.A., Kendra D.F., Fristensky B.VZhit. Nat. Technol. N.Y. : Plenum Pre$985 210.

B% Zheng L. Y., Zhu J. F., Carbohydr. Poly2003 54, 527-530.

Bl El-Tahlawy K.F., El-Bendary M.A., Elhendawy A.G.utison S.M.Carbohydr. Polym.2005 60, 421-430.
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tétracarboxylique). Ces surfaces élaborées ont mhame activité antibactérienn8.(subtilis B.

cereusP. aeruginosgE. colietS. aureuset antifongique@. albican3, durable et permanente.

Liu et coll®? ont développé la fonctionnalisation de la cellalpsr le chitosan utilisant comme agent

de greffage le couple poly N-isopropylacrylamidéypoéthane (PNIPAAM/PU), fixé par

polymérisation radicalaire (figure 18). Une actvintibactérienne similaire a été observéEsuroli
etS. aureus

/ | | | |
HN HN HN HN
| | | |
o=¢c o¢ o¢ 0% PNIPAAm / PU
| | | |«
| |
Cellulose

Figure 18 : Dérivatisation de la cellulose pachéosan via poly N-isopropylacrylamide/polyurétea®NIPAAM/PU)EZ

Utilisant la polymeérisation radicalaire (largememployée pour fixer des actifs antibactériens
sur des supports polymériques), Nasr et &blant développé la synthése de terpolymére, sousefor

d’émulsion, a base de styrene, butyl acrylate yatidyl méthacrylate dont la structure est donnée su
la figure 19.

CH, COO(CH,),CH,

I I
—(CH2—(|D-)X—(CH2—CH)y—(CH2—CH)Z—
C—0—CH;-HC——CH,
& N

)
Figure 19 : Terpolymére & base de styréne, butylate et glycidyl méthacrylaté®

Le résultat de la réaction mettant en jeu I'énmuisde terpolymére latex (1), le coton

cellulosique, le chitosan et le polyéthylenegly(BEG) est suggéré sur la figure 20. Ce greffage
original du chitosan a permis I'élaboration de relles fibres antibactériennes présentant une bonne
activité surk. coli et s’avérant efficace dans la protection aux taia UV.

B2 Ljy B., Hu J., Meng Q., J. Biomed. Mater. Res. Pa\pl. Biomater.2009 89B, 1-8.
3 Nasr H.E., Sayyah S.M., Essa D.M., Samaha S.HieRaM., Carbohydr. Polym.2009 76, 36-45.
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Figure 20 : Utilisation du systéme terpolyméreatex/PEG pour la fixation du chitosan sur des §hlrellulosique&3

Une nouvelle voie de fixation a également faibjai d’'un intérét tout particulier. En effet,

Alonso et colf®¥

ont étudié le greffage du chitosan sur des filmedhilosiques mettant en jeu une
technique physigue non toxique, l'irradiation UVugitisant I'acide citrique comme agent de greffage
Le mécanisme proposé est représenté sur la figureC@s surfaces fonctionnalisées de coton ont
démontré d’excellentes propriétés antibactérienses E. coli et de remarquables propriétés

antifongiquesR®. chrysogenuin

NH}

o N o 5 HO
PN L m o—
HO OH oH 0
o)
_ MNeWwPO, o OH
Irrad|at|on uv
o)
NH3 le)
Cellulose Chitosan ~Tho ©

Figure 21 : Greffage du chitosan sur la celluladiesant acide citrique, NaPO, et irradiation UV

2-5- Les antibiotiques

Depuis plus de soixante ans, les antibiotiques lsogement répandus dans le milieu médical
pour la lutte contre les infections bactériennksxiste plus de 10 000 molécules antibiotiquessmai
seule une centaine est efficace et utilisable éraffeutique. La plupart des antibiotiques sontyited
par les procaryotes (notamment les actinomycetes)champignons (17 % des antibiotiques), les
végétaux supérieurs ou les animaux mais aussiepdichens. Cependant, la synthése de certains de
ces composés a ouvert une nouvelle voie dans ta dantre de nombreuses maladies, qualifiées

d’'incurables auparavant.

B4 Alonso D., Gimeno M., Olayo R., Vasquez-Torres $epulveda-Sanchez J.D., Shirai Karbohydr. Polym.2009 77,
536-543.
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Leur classification a été établie selon leur natimenique, étroitement liée & leur mode d’actiom, g
est d’ailleurs bien connu :
» action sur la paroi bactérienne en bloguant lal®s# de celle-ci (cas dpdactames comme
les pénicillines et céphalosporines).
e action sur la membrane cellulaire en agissant desclipides membranaires causant la
désorganisation de la bicouche phospholipidique lonanaire (cas des polymyxines).
» action sur '’ADN en empéchant sa réplication (cas sulfamides et des quinolones).
* action sur le ribosome bactérien interagissant 'AARN ribosomique, bloguant ainsi la
synthese des protéines bactériennes (cas des @eisiades phénicols, des cyclines ou encore

des macrolides).

L'utilisation d’antibiotiques dans certaines infiecis peut entrainer I'apparition de phénomenes de
résistances (émergence de bactéries multi-résisfamais aussi la présence de nombreux effets
indésirables (réactions allergiques, troubles difgestoxicité rénale ou sanguine par exemple).
L'équipe de Cassartd’ a développé la fixation d’un antibiotique de typkactame, plus précisément
I'ampicilline, sur des fibres cellulosiques que le coton. La figure 22 représente la stmecobtenue
apres estérification de I'ampicilline sur la celisg. Les résultats préliminaires ont montré uneitt

antibactérienne vis-a-vis de la souéhdaecalis

Figure 22 : Coton modifié par 'ampicilline & pragé antibactérienré®

2-6- L’argent et autres métaux

Les propriétés antibactériennes de I'argent sonhges depuis I'antiquité. A cet effet, il a été
utilisé pour la purification de I'eau. Ce métal esinnu pour avoir un large spectre d’inactivation
bactérienne mais peut étre également actif sur olk@snpignons et virus a partir de certaines
concentrations. Le mode d’action des ion$ Ast trés bien connu ; des taux micromolaires d'iag"

inhibent les enzymes de la chaine respiratoire mierferent dans la perméabilité membranaire

% Cassano R., Trombino S., Ferrarelli T., MuzzalupdTBvano L., Picci N.Carbohydr. Polym.2009 78, 639-641.
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notamment des protons et des phosphates, au rdeekaucellule bactérienne conduisant a la mort de

la bactérie.

A de plus fortes concentrations, des études ontné@ue ces ions interagissent avec les constguant
intracellulaires et les acides nucléigifsRécemment une nouvelle forme d’argent a émergé lave

développement des nanosciences, il s'agit des maicydes d’argent ol le métal est sous formé Ag

De nombreuses études reportent ['élaboration de opaaticules d'argent a propriétés
antibactérienned” Plusieurs exemples de surfaces cellulosiquesr(gstement les textiles de coton)
antibactériennes fonctionnalisées avec des namgylag d’argent, des sels d’argesbnt retrouvées
dans la littératur€® *! D’autres métaux comme le cuivre, le zinc, le cbbalencore le titane souvent
utilisés sous forme d’oxyde sont également destagamimicrobiens efficaces ; ces différents métaux
ont contribué au développement de matériaux caligles antimicrobiens et ont fait I'objet de

publications et brevet&”

2-7- Les photosensibilisateurs

Les molécules photosensibilisatrices représenteatautre classe de composés antibactériens
(figure 23). Les dérivés phénothiazinium (bleu adleitline O, bleu de méthyléne, vert de méthylene),
les dérivés de la fluorescéine (rose de Bengale)encore les macrocycles tétrapyrroliques
(phtalocyanines, porphyrines) sont les plus coretusurs propriétés antibactériennes ne sont plus a

démontref!

B¢l (a) Bragg P.D., Rainnie D.Xan. J. Microbiol, 1974 228, 883-889 ; (b) Schreurs W.J., RosenbergIHBacteriol,
1982 152, 7-13 ; (c) Semeykina A.L., Skulachev VIPEBS Lett. 199Q 269, 69-72 (d) Ghandour W., Hubbard J.A.,
Deistung J., Hughes M.N., Poole R.KRppl. Microbiol. Biotechnol.1994,28, 559-565 ; (e) Feng Q.L., Wu J.L., Chen G.Q.,
Cui F.Z., Kim T.N., Kim J.0.)J. Biomed. Mater. Re200Q 52, 662-668 ; (f) Dibrov P., Dzioba J., GosinKK.Hase C.C.,
Antimicrob. Agents Chemothe2Q02 46, 2668-2670 ; (g) Bard A.J., Holt K.BBjochemistry2005 44, 13214-13223.

(371 (a) Aymonier C., Schlotterbeck U., Antonietti L.aéharias P., Thomann R., Tiller J.C., MeckingGhem. Commun.,
2002 8, 3018-3019 ; (b) Sondi I., Salopek-Sondi B.Colloid Interface Sci2004 275, 177-182 ; (c) Alt V., Bechert T.,
Steinrucke P., Wagener M., Seidel P., Dingeldein@®mman E., Schnettler RBijomaterials,2004 25, 4383-4391 ; (d)
Baker C., Pradhan A., Pakstis L., Pochan D.J., ShlahJSNanosci. NanotechnoR005 5, 244-249 ; (e) Melaiye A., Sun
Z., Hindi K., Milsted A., Ely D., Reneker D.H., TéssC.A., Youngs W.J.J. Am. Chem. So2005 127, 2285-2291 ; (f)
Lok C.N., Ho C.M., Chen R., He Q.Y., Yu W.Y., Sun Hari P.K., Chiu J.F., Che C.Ml, Proteome Res2006 5, 916-924

; (g) Drogat N., Granet R., Sol V., Memmi A., Saad Klein Koerkamp C., Bressollier P., Krausz P.Nanopart. Res.
2010, sous presse.

[38] (a) Lee H.J., Yeo S.Y., Jeong S.H.Mater. Sci, 2003 38, 2199-2204 ; (b) Hipler U-C., Elsner P., FIOWWV.,J. Biomed.
Res. Part B : Appl. Biomater2006 77B, 156-163 ; (c) Chen C-Y., Chiang C-Mater. Lett, 2008 62, 3607-3609 ; (d)
Faletta E., Bonini M., Fratini E., Lo Nostro A., Reento G., Becheri A., Lo Nostro P., Canton P., Bagl®.,J. Phys.,
Chem. €2008 112, 11758-11766 ; (e) Tankhiwale R., Bajpai SG€lloid. Surface B2009 69, 164-168.

B9 Tomsk B., Simorsi¢ B., Orel B., Zerjav M., Schroers H., Simi A., SamardZija Z.Carboh. Polym.2009 75, 618-
626.

% (3) Antelman M.S., United States, Patent no 62282001 ; (b) Daoud W., Xin J.H., Zhang Y-HSurf. Sci. 2005 599,
69-75 ; (c) Yadav A., Prasad V., Kathe A.A., Raj ®adav D., Sundaramoorthy C., VigneshwaranBull. Mater. Sci.
2006 29, 641-645 ; (d) Charbonneaux T., Rochat S., dn8tates, Patent no 2006020832006 ; (e) Perelshtein 1.,
Applerot G., Perkas N., Wehrschetz-Sigl E., HasharGuebitz G.M., Gedanken AAppl. Mat. Inter, 2009 2, 361-366.

(41 (a) Devanathan S., Dahl T.A., Midden W.R., Neck2:G.,P. Natl. Acad. Sci. USA99Q 87, 2980-2984; (b) Wilson M.,
Int. Dent. J, 1994 44, 181-189; (c) Wainwright M., Phoenix D.A., Nard J., Wareing D.R.A., Bolton F.J-EMS
Immunol. Med. Mi¢.1997, 19, 75-80.
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Figure 23 : Exemples de photosensibilisateurs.

Ces agents ont la particularité de produire dpéaEs réactives (radicaux libres et/ou oxygéne
singulet) trés toxique pour toutes cellules vivargeus I'action de la lumiere visible. Cependast) s
le rose de Bengale et le bleu de toluidine O oatuéitisés afin d’élaborer des surfaces cellulosgqu
photoactivables. A cet effet, des films d’acétagecdllulose contenant les photosensibilisateurs ont
montré d’excellentes propriétés biologiques, avextdmps d’illumination variables, s8r aureusS.

aureusméthicilline-résistant (MRSAX. difficile, C. albicans bactériophag®X74 etE. coli*?

Les photosensibilisateurs les plus répandus, arigtép antibactériennes, sont les macrocycles
tétrapyrroliques tels que les porphyrines. Une rais@oint bibliographique de ces macrocycles, leurs
dérivés ainsi que leurs applications (comme la qthétapie dynamique antibactérienne) sera

présentée dans le chapitre suivant.

3- Les porphyrines : agent photobactéricide

3-1- Structure

Les porphyrines sont des macrocycles fortemenjugo@s constitués de quatre unités
pyrroliques liées entre elles par un pont méthldaromaticité (18 électrons) leur confere une
stabilité importante et une forte absorption dansisible. En outre, ces structures hétérocyclicages
comportent comme des diacides ou des dibasesyeteétre métallées par presque tous les métaux.
Dans le premier cas, la molécule est dite baseejlmans le second cas, elle est dite “métalléa".
réduction d'une double liaison pyrrolique condudidra a la formation de chlorines possédant trois
noyaux pyrroliques et une unité pyrrolidine. Lorsqdeux doubles liaisons sont réduites sur la

porphyrine, on parle alors de bactériochlorinesl'@mobactériochlorines (figure 24).

42 (3) Decraene V., Pratten J., Wilson ¥ppl. Environ. Microh.2006 72, 4436-4439; (b) Decraene V., Pratten J., Wilso
M., Curr. Microbiol., 2008 57, 269-273.
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Figure 24 : (a) Porphyrine base libre ; (b) Porpteybase métallée ; (c) Représentation du systeri& é&ectrons
aromatiques ; (d) Chlorine ; (e) Bactériochlorirff jsobactériochlorine.

Dans les années 1930, le chimiste allemand Fisther proposé pour la premiére fois un
systéme de nomenclature pour désigner les porms/ubstituées sur les positighpyrroliques
(figure 25b). Les atomes de carbone des positiagthkimes, aussi appelénésd, sont numérotés, 3,

y etd, et les carbone&pyrroliques sont notés 1, 2, 3,4, 5, 6, 7 et 8.

La complexité des porphyrines synthétisées augmentane numeérotation systématique du
macrocycle a été adoptée en 1987 afin de simpliabmenclature de ces molécufés_es carbones
meésoportent alors les numéros 5, 10, 15, 20, les iposit: et des cycles pyrroliqgues sont notées
respectivement 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16, 19 et Z, 8, 12, 13, 17, 18 et enfin les numéros 21, 3222
ont été attribués aux quatre atomes d'azote (figfbicg

positions a-pyrroliques

\ position meso 7—8 2—3
=N\ s

2

S [N
19 [
= 1 182>\ 7
| NH HN. | | NHa  22HN ]
53~ 2 17, 6/ 9/8

N \ N

B \7/01 15§14/ \\11/10

positions p-pyrroliques 4=3 \13214

(@) (b) ()

Figure 25 : Nomenclature et numérotation des paipay.

(a) appellation générale ; (b) nomenclature dehgis¢(c) nomenclature systématique d'une porphyrin

43 Fischer H., Orth HDie Chemie des Pyrralsol. I-11l, 1934

4 Dixon H.B.F., Cornish-Bowden A., Liebecq C., LoeniKg.., Moss G.P., Reedijk J., Velick S.F., Venetiarfer
Vliegenthart J.F.GPure Appl. Chem1987, 59, 779-832.
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Le macrocycle porphyrinique, structure de géoraétarmalement plane, est flexible et peut
adopter dans certains cas des conformations noegl®e telles distorsions peuvent étre engendrées
par la protonation des deux atomes d'azote norobgdes, la présence de groupements volumineux
en positionméso a substitution des positiorfspyrroliques ou encore par la métallatihAinsi, la

présence d'un petit ion métallique tel que le NEHgendre la distorsion du cycle (figure 26).

il

(@

Figure 26 : (a) octaéthylporphyrine base libre platb) octaéthylporphyrine de Nickel non planef(ied).”¢!

Les macrocycles tétrapyrroliques sont trés largempeesents dans les milieux vivants. lls sont
métallés et généralement associés a des prot&eeanolécules participent a des processus naturels
d'oxydoréduction thermiques ou photo-thermiquesfigiare 27 présente quelques exemples de tels

pigments naturels (porphyrines ou macrocycles dgyichoisis parmi les plus représentatifs.

S Me

7
Chlorophyllea: R;= —7 R,=Me ; R,=phytyle /

7 Me
Chiorophylle b: R, = — ; R,=CHO ; R,=phytyle
Chlorophylle ¢ R, = e ; Ry;=Me ; R,=phytyle
Chlorophylled : R, =CHO ; R,=Me R, = phytyle

we Ve Ve e Me Me
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:': E Me k . .
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¥ ¢
Me: o Me

Figure 27 : Exemples de macrocycles tétrapyrrobquegurels.

Dans le monde animal, le transport des gaz respea (Q, CO,) est assuré par
I'hémoglobind?” protéine dont le groupe prosthétique est une gomy la protoporphyrine 1X

51 Jentzen W., Simpson M.C., Hobbs J.D., Song X., Emalelson N.Y., Medforth C.J., Smith K.M., Veyrat MMazzanti
M., Ramasseul R., Marchon J-C., Takeuchi T., Godda V&helmutt J.A.J. Am. Chem. Sqd 995 117, 11085-11097.
(461 Meyer E.F., Acta Crystallogr., Sect. B: Struct. Sk972 B28, 2162-2167.

47 perutz M. Pour la sciencel979 16, 71-85.
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métallée par du fer (II) qui porte le nom d’héme. hyoglobine, protéine de structure tres proche de
celle de I'némoglobine possédant également I'h@mene groupe prosthétique, participe au stockage
de l'oxygene dans les tissus musculaires ainsi gofa transport vers les mitochondries. Les
cytochromes constituent une autre classe de mgtatiines construites autour d'un noyau héminique.
Les cytochromes de la chaine respiratoire, commeytechromec par exemple, jouent le réle de
transporteurs d'électrons lors du processus dérasep cellulaire. Le cytochrome P450, métabolise
des composés xénobiotiques (substance possédanprdpgétés toxiques) en catalysant leur
oxydation ou leur réductioff! Nous pouvons également citer, comme exemple deocyzes
tétrapyrroliques naturels, la vitaming,Blont la structure est celle d'une corrine métgireun atome

de cobalt pouvant se trouver a divers degrés datioml

Chez les végétaux, les noyaux porphyriniques etslalérivés sont retrouvés dans différentes
molécules telle que la chlorophylle, pigment présiams toutes les plantes vertes. Ce que 'on nomme
couramment "chlorophylle" est en réalité un méladgelusieurs molécules de structures chimiques
tres proches. On distingue ainsi les chlorophydled, ¢ et d ainsi que quelques dérivés apparentés
comme les bactériochlorophylles. Les chlorophykest des macrocycles qui, par absorption de
photons puis par transfert d'énergie, sont & llwgige la photosynthése. Ce sont des moléculedelont
squelette de base est celui d'un noyau de chlpossédant une chaine carbonée a sa périphérie et au

centre duquel est complexé un ion magnésium.

Enfin, les analogues de porphyrines appelés égaletperphyrinoides” sont illustrés sur la figure 28
Il s’agit de corroles, de corrines, de porphyrifdsconfusent”, d’hétéroporphyrines et I'ensemble de
macrocycliques apparentés de plus grande taiketaios incluant jusqu’a 16 unités pyrroliques, les

hexadécaphyriné®”

Corrole Corrine Porphyrine N-confuse

n
Sapphyrine Hétéroporphyrine, X =0 ou § Porphyrine étendue Texaphyrine

Figure 28 : Dérivés de porphyrine.

48 Milgrom L.R., The Colors of Life : an Introduction the Chemistry of Porphyrins and Related Compou@sfyrd Univ
Press, UK1997, 249-260.
9 Sessler J.L., Seidel DAngew. Chem. Int. EQ2003 42, 5134.
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3-2- Propriétés spectrales

3-2-1- Spectroscopie UV-Visible

Afin d’évoquer leur trés forte coloration, les maaycles tétrapyrroliques ont été nommés
"porphyrines”, du gre€porphura” (pourpre). L’intense coloration des porphyrinesvpent de leur
systéme fortement conjugué a 18 électronees molécules absorbent dans le domaine du eisibl
présentent un spectre d'absorption trés carai@estésultant de transitioms~>n* et qui est fonction
de la structure et de la présence ou non d’un métapectre UV-visible des porphyrines se compose
d’'une bande intense ¢ 10 L.mol*.cm') entre 390 et 430 nm (proche UV) appelée band8alet
ou bande B et de quatre bandes de moindre intemsit@lus grandes longueurs d’ondes (entre 500 et

680 nm) nommées bandes Q (figure 29).

Soret

A Qv

05

Qlll

350 450 550 650 750
A(nm)

Figure 29 : Spectre UV-visible caractéristique @ymorphyrine base "libre" : la,fiPP (dans CHG).

La région du spectre située dans le domaine dblejggénéralement sensible aux variations
de structure, renseigne sur la substitution du atgcte. En effet, les quatre bandes Q, numérotées d
| & IV en partant des énergies les plus bassesntvt#urs intensités relatives varier notablement e
fonction de la nature et de la position des sulmiis® Quatre types de spectre se distinguent et sont

appelés étio, rhodo, oxorhodoetphyllo (figure 30)>"

5% Gouterman M.J. Mol. Spectrosg1961, 6, 138-163.
B Smith K.M.,Porphyrins and Metalloporphyrind 975 p 910, Elsevier Amsterdam.
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Figure 30 : Profil des bandes Q pour les quatmcjpaux types de spectres

d’absorption de porphyrines bases libres.

Le type éio est principalement rencontré dans le cas de pdr@g/s-substituées par au
moins 6 groupements, ou dans le cas de la pluparndsearylporphyrines. Si ces dernieres portent
un substituant saturé (par exemple une chaineedliyla place de l'aryle, elles auront généralement
un spectre de typehyllo. La présence de groupements riches en électr¢cearbonyl...) en position
p-pyrrolique génere un profil de spectre de typedo alors que la présence de deux de ces mémes
groupements en positighpyrrolique sur deux pyrroles opposés conduit plat@n spectre de type
oxorhodo Dans le cas des porphyrines métallées ou praomeerésence de la bande de Soret est
toujours observée mais les intensités relativesbdades Q sont fonction de la nature du métal et de

son degré d’'oxydation. Ces derniéres sont nomméstgy en partant des grandes longueurs d’onde

(figure 31).
o L
B
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B
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Figure 31 : Bandes Q de spectre d’absorption d'ttyfgorphyrines métallées par,
(a) Ni(I1y ; (b) PA(Il) ; (c) Cd(l).

3-2-2- Résonance magnétique nucléaire

Depuis les premiers travaux de Becker et Edll.létude de la résonance magnétique

nucléaire (RMN) des porphyrines a fait I'objet d'grand nombre de publications.

52 Becker E.D., Bradley R.BJ, Chem. Phys1959 31, 1413-1414.
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3-2-2-1- Spectroscopie RMN du proton

Comme tous les composés aromatiques, les porgsynrossédent un courant de cycle
important affectant ainsi I'ensemble des protonsvicrocycle. La résonance magnétique nucléaire
du proton (RMN 'H) appliquée aux macrocycles porphyriniques fourdiés spectres trés
caractéristiques. En effet, le courant de cycleeg&par le champ magnétique (imposé par I'appareil)
induit un important céne d’anisotropie magnétiquentdl'axe est perpendiculaire au plan du
macrocycle (figure 32). Ainsi, les protons a l'ingfir de ce céne sont blindés alors que les protons
situés a I'extérieur, dans le plan de la molécsbet fortement déblindés. Le spectre RMN est alors

étendu sur une large zone de plus de 15 ppm.

Champ
induit

cone de\blindage N
Y cone de
déblindage

Courant de
cycle induit

- cone d“ekblindage

Champ
appliqué

Figure 32 : Céne d'anisotropie magnétique d’'unepwrine.

Le spectre RMN'H de la porphine (porphyrine sans aucun substifuast constitué de 3
singulets a -3,76 ; 9,74 et 10,50 ppm. Ces sigsamx attribués respectivement aux protons liés aux
atomes d’azote, aux protons des positigrgyrroliques et aux protons méthine (positiom@so.
Puisque ces derniers sont liés a des carbonestiefisearent déficients en électrons, ils sont plus
déblindés que les protonspyrroliques. De plus l'unicité des signaux dest@ns S-pyrroliques

s'explique par la tautomérie des protons NH interffigure 33).

B3 Craig J.M.,The Porphyrins Handbookpl. 5, Ed. Kadish K.M., Smith K.M., Guilard RL999
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Figure 33 : Spectre RMH de la porphine dans CDCI

Dans le cas de porphyrinesésesubstituées, les substituants affectent davantage
déplacements chimiques des protons du macrocyelalgns le cas de porphyringsubstituées. Il y
a un blindage des protons périphériques et unritidalie des protons internes dus a une diminution du
courant de cycle. L'introduction d’'un métal modiigalement sensiblement le spectre. On observe
ainsi des variations de déplacements chimiquespd&sns périphériquesgs-{pyrroliques oumeésgd

selon la nature, le degré d’oxydation du métal.

3-2-2-2- Spectroscopie RMN du carbone

Le spectre RMN du carbone (RMRC) du macrocycle porphyrinique se compose de trois
zones ; les carbon@sésoqui résonnent entre 95 et 120 ppm, les carbgpsroliques vers 130 ppm

et les carbones-pyrroliques vers 145 ppm.

Le signal correspondant aux carbomgsyrroliques est généralement élargi et assez éfatidCeci

est la conséquence directe de la tautomérie deésngréNH internes. Ce phénomene peut également
affecter dans certains cas la forme des signauxcdésonesg-pyrroliqgues. Un abaissement de
température (-60°C) permet de ralentir la tautoen&t a cette température on observe pour les
carbones:-pyrroliques deux pics correspondant chacun a guatrboneS? Notons par ailleurs qu'en

RMN *°C, la résonance des noyaux est relativement paibfeaux courants de cycle.

3-2-3- Spectrométrie de masse MALDI et ESI

Les porphyrines étant trés faiblement volatiles, techniques classiques d’ionisation ne sont
généralement pas adaptées. Il est nécessaireds#ulibts méthodes de désorption directe comme le

MALDI (désorption-ionisation laser assisté par necafy dont le principe est illustré sur la figure 34

54 Abraham R.J., Hawkes G.E., Hudson M.F., Smith KMChem. Soc., Perkin Trans.1875 3, 204-211.
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Figure 34 : Principe de la technique MALBY

La technigue MALDI permet le passage en phaseugazde molécules ionisées intactes a
hauts poids moléculaires. Le produit a analysetang& & une matrice, est adsorbé sur un support
métallique. Le dépdt est ensuite irradié par dgsulsions lasers courtes (quelques nanosecondes)
dont la longueur d’onde correspond a une bandesdigbion de la matrice. L’énergie délivrée par le
laser est absorbée de maniere sélective par lacenawnduisant & un phénomene de désorption et
d’ionisation. Une faible partie de I'énergie absmlest transmise sous forme d’'énergie cinétique et
d’énergie interne a la substance analysée ce oovopue I'éjection d'espéces moléculaires
essentiellement intactes. Les ions produits somégdement [M+H], [M-H] " ou peuvent étre issus de
processus de cationisation [M+Li[M+Na]*, [M+K]". La nature de la matrice est importante. En
effet, elle doit étre soluble dans les mémes stdvgne la substance étudiée de facon a obtenir un
dépbt homogene. En outre, elle doit présenter orte fibsorption a la longueur d’'onde du laser.
Méme si I'aciden-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) est une matrioaramment employée pour
I'étude des porphyrines, il existe cependant uranga assez étendue de composés pouvant étre

utilisée comme matrice en fonction des caractgrist des porphyrines étudi&8s.

Le mode ESI (ionisation par electrospray) est,aussi, utilisé pour de telles structures et
permet d’obtenir I'ion moléculaire. L’ionisation pé&lectrospray consiste a introduire une solution
d’échantillon dans un capillaire soumis & un hateptiel électrique. Les ions formés sous pression
atmosphérique sont alors canalisés dans un ensefdolgantillonneurs vers I'analyseur ou régne un

vide poussé.

3-3- Méthodes de synthése

Compte tenu du vaste éventail d'applications deacratycles tétrapyrroliques, la

méthodologie de synthése de ces structures ouude dmalogues a connu un grand développement

5% Rusconi F., Schmitter J.MAnalusis Magazinel 998 26, 13-17.
B¢ Karas M., Bachmann D., Bahr U., Hillenkamp Iit, J. Mass Spectrom. lon Processk387, 78, 53-68.
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depuis plus d’'un demi-siécle. Nous nous proposans de qui suit de faire un bref inventaire de ces
méthodes d’élaboration.

3-3-1- Synthese deésaporphyrines

3-3-1-1- Condensation de pyrrole sur des aldéhydes

En 1935, Rothemund” décrit pour la premiére fois la synthése d'une pynipe symétrique
substituée en positioméso En faisant réagir, sous atmosphére d'azoteatiéthet le pyrrole dans le
méthanol a diverses températures, il a obtenu, alectrés faibles rendements, laéso
tétraméthylporphyrine. Dans les mémes conditioréraipires, en utilisant différents aldéhydes, il a
synthétisé diverses porphyrines portant comme sudsts des groupes propyle, butyle, phényle ou
encore 4-méthoxyphényle. En 1941, Rothemiifldaméliore les trés faibles rendements obtenus
jusqu'alors. Ainsi, apres réaction dans une ampscédiée, du pyrrole et du benzaldéhyde dans la
pyridine & 220°C, il a obtenu lmésetétraphénylporphyrine avec un rendement de l'ocdre5%
(figure 35).

cHO N Pyridine
—_—
v W A

benzaldéhyde pyrrole

5%

Figure 35 Méthode de Rothemund appliquée a la synthése miésatétraphénylporphyrin&®!

Calvin et coll®™ ont montré quiil était possible dans les mémedlitons de doubler le
rendement en ajoutant au milieu réactionnel déttde de zinc. De cette facon, ils sont parvenus a
synthétiser lanésetétraphénylporphyrine métallée avec un rendementi®s. Ces travaux sont les
premiers d'une importante série de publicatioritatrades effets de la présence de métaux suipee ty
de réaction.

En 1967, Adler et Longd® ont amélioré significativement la synthése de ppriples par
condensation d'aldéhydes et de pyrrole. En condensabenzaldéhyde et le pyrrole dans l'acide

propionique a reflux dans un réacteur ouvert & lifaie, ils ont formé lanésetétraphénylporphyrine

1571 Rothemund P.JJ. Am. Chem. Sod935 61, 2912-2915.

1581 Rothemund P.J., Menotti A.Rl, Am. Chem. Sod941, 63, 267-270.

5% Ball R.H., Dorough G.D., Calvin MJ. Am. Chem. Socl946 68, 2278-2281.

6% Adler A.D., Longo F.R., Finarelli J.D., Goldmachey Assour J., Korsakoff LJ, Org. Chem.1967 32, 476.
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avec un rendement supérieur a 20%. La méthode efAdingo, grace a ces conditions de réactions

plus douces, a permis d'accéder a un éventail bapysus large dméseporphyrines symétriques.

En 1975, Little et colf" ont adapté cette méthode a la synthésmésoarylporphyrines substituées.
Cette méthode dite des "aldéhydes mixtes" condistendenser, dans l'acide propionique a reflux, du
pyrrole avec deux aldéhydes différents (figure 38).stoechiométrie des aldéhydes initiaux permet

d'accéder & des porphyrines mono, di ou trisuléstitu

C H;COOH, reflux
n >=O + (4-n) >=
air, 30 min

1<n<3

avec R=R,0uR,
selon la stoechiométrie
des composés de départ

5-12%

Figure 36 : Méthode des aldéhydes mixtes.

En 1985, Gonsalves et cBff ont montré qu'un mélange de pyrrole et d'alkylydé en
présence d'acide trifluoroacétique en quantitéytajae conduisait a un porphyrinogene pouvant étre
oxydé enmésetétraalkylporphyrine avec un bon rendement. EHiqpant cette méthode, Lindsey et
coll.® ont synthétisé un grand nombre deésetétraarylporphyrines. Ainsi, en utilisant du
dichlorométhane sous courant d'argon et en préskaciele de Lewis en quantité catalytique, ils ont
obtenu, aprés oxydation par une quinone (2,3-diokBg6-dicyanopara-benzoquinone ou DDQ), la

tétraphénylporphyrine avec un rendement de 46%r@ig7).

/\ /L TFA ou BF,(OEY),
e, >
N N0
H

porphyrinogéne 46%

Figure 37 : Méthode de Lindsey.

Depuis 1986, un tres grand nombre de porphyripegiiques a pu étre synthétisé suivant ce
protocole, les conditions douces de la méthode idesky autorisant aussi I'emploi d'aldéhydes

thermiquement peu stables. Les rendements optimatété obtenus pour des concentrations en

%1 | ittle R.G., Anton J.A., Loach P.A., Ibers J.A.,Heterocycl. Chem1975 12, 343-349.
621 Gonsalves A.M.A.R., Pereira M.Ml, Heterocycl. Chem1985 22, 931-933.
63 Lindsey J.S., Hsu H.C., Schreiman |.Tetrahedron Lett.1986 27, 4969-4970.
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réactifs de 'ordre de 1DM, c'est & dire en milieu dilué en présence dentiggecatalytique d’acide de
Lewis (TFA ou BR-Et,0).

Une autre approche de synthése denésetétraphénylporphyrine a été étudiée au sein dee ro#
laboratoird®¥! Basée sur la méthode de Lindsey, ce systéme arigiitisant Iiode comme catalyseur
acide, a la particularité d’employer réactifs dvzants non distillés et de plus repose sur une oaéth

non conventionnelle, I'activation micro-ondes (figt88).

H

QCHO + \/—\ N)/ I,, CH,Cl,
M.O.

benzaldéhyde pyrrole

p-chloranil

M. O.

35-47%

Figure 38 : Synthése deésetétraphénylporphyrine assistée par micro-ondes.

La condensation du benzaldéhyde et du pyrrole dandichlorométhane, a des fortes
concentrations (I M), a conduit & des rendements de I'ordre de 28-3Ges derniers ont été
obtenus pour des taux d’'iode compris entre 0,dhZ€&quivalents et des activations micro-ondes (30
°C, 100 W) variant de 5 a 8 minutes pour la preeiér d’'une minute pour I'oxydation par e
chloranil. Le meilleur rendement (47%) a été obtamac des concentrations en réactifs dé 0
(conditions de Lindsey) et un taux en iode de (QRivalents ; les conditions d’activation sont
identiques mais la premiere activation nécessiteemps de 20 minutes. Enfin, le meilleur résulsat e
obtenu pour des concentrations élevéed (D en réactifs, un taux d’iode de 0,2 équivalesttsine
activation micro-ondes modifiée (35 °C, 300 W). @prseulement 2 minutes de réaction (2 x 1
minute), le rendement obtenu est de 35%. Cette adétalternative, amenant & de rendements
raisonnables (35-47%), représente une évolutiotaioerde I'aspect fondamental dans la synthése de
macrocycles porphyriniques.

Une derniére méthode de synthése en absence dmtsalfait I'objet de plusieurs travaux. Petit et

coll 1!

ont les premiers décrit une synthése de tétrappe@mhyrine sous micro-ondes en I'absence
de solvant en utilisant comme catalyseur de laesibu de I'argile. Les rendements de ces systémes n
dépassant pas 7 a 8%, cette méthode n’a pas @dpjg#e. Une autre approche développée par Drain
et coll® a consisté a faire réagir le pyrrole et I'aldéhgtephase gazeuse & haute température. Les

rendements peuvent atteindre 20% dans certaingnaés la méthode reste limitée aux aldéhydes

4| ycas R., Vergnaud J., Teste K., Zerrouki R., SolKvausz P.Tetrahedron Lett.2008 49, 5537-5539.
(6% petit A., Loupy A., Maillard P., Momenteau Neynth. Commun1992, 22, 1137-1142.
%81 Drain C. M., Gong X.Chem. Commun1997, 2117-2118.
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volatils. La synthése sans solvant de porphyrinesianc que peu évoluée durant ces dix derniéres

années.

La synthese des porphyrines a grande échelle neredéutilisation de solvants et de catalyseurs
toxiques pour I'environnement, une méthode altéveah récemment été développée au sein du
LCSN. Selon cette approche, lesesotétraarylporphyrines sont obtenues sans solvatitcega
I'utilisation de charbon actif (prétraité & I'acidgtrique) utilisé comme promoteur acifié.Cette
méthode écologique est transposable a grande €dwmllelle est simple a mettre en oeuvre, rapide,
efficace et économique.

R R

Q (J

H
N Charbon actif traité
R—< >—CHO + £\ 7 >
\ / 200 °C, 30 min.

sans solvant

J QO

R=-CH, rdt = 40% R R

R=-OCH, rdt = 33%
Figure 39 : Synthése sans solvant, catalysée paaldon actif traité, de tétra-arylporphyrines éjnques.

Lesmésoporphyrines symétriques comme la tétratolyl- éétea-anisylporphyrine (figure 39)
sont ainsi obtenues avec d’excellents rendemeetpédctivement 40% et 33%). Des porphyrines
monofonctionnelles, portant notamment des substisuglycosylés, ont également été obtenues.
Quelle que soit I'approche suivie, la préparati@s mhésoporphyrines non symétriques a partir de
pyrrole conduit invariablement a la formation d'onélange de porphyrines, nécessitant un fastidieux
travail de purification.

3-3-1-2- Condensation de dipyrrométhane sur deséahdies

Au début des années 1960, Woodward et MacDdffaloht synthétisé deméseporphyrines
p-substituées par réaction d'un dipyrrométhane nbstgué sur les positions 5 et 5' avec un Bis'-
formyldipyrrométhane. La méthode de MacDonald, censous le nom de méthode "2 + 2", conduit
dans un premier temps a la formation d'un porplogéme qui est, dans un second temps, oxydé par
I'air (figure 40).

671 vVignaud Y., Granet R., Krausz B.,Porphyr. Phtalocyal0, 2006 937-941.
681 (a) Woodward R.B.Angew. Chem196Q 72, 651-662 ; (b) Woodward R.B2pre Appl. Chem1961, 2, 383-404 {c)
Arsenault G.P., Bullock E., MacDonald S.F.Am. Chem. Sod96Q 82, 4384-4389.
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catalyseur acide

\

OZ
X X

R R=alkyle, aryle

X=substituant B-pyrrolique

Figure 40 : Procédure générale de la méthode delMaald.

Les méthodes généralement employées pour la ptépades dipyrrométhanes consistent,
par exemple, a faire réagir un aldéhyde aliphatgrele pyrrole par I'intermédiaire d’'un réactif de
Grignard® Une autre méthode d'obtention de dipyrrométhanés anise au point par Vigmofd,
réalisant la condensation directe du pyrrole stfémints aldéhydes dans un mélange THF/acide
acétigue. Finalement, Lindsey est parvenu a syis#rét "one-flask" plusieurs mése
dipyrrométhane&! I'aldéhyde réagissant avec un excés de pyrrols satalyse acide (TFA ou BF

ET,0) a température ambiante.

L'utilisation de dipyrrométhanes a été par la stiés largement étudiée et appliqguée a la synttiése
mésaporphyrines, plus particulierement a la synthésenéseporphyrinedrans Ainsi, au cours des
dix derniéres années, Lindsey a réalisé une étwgle détaillée de cette réaction qui conduit
généralement a la formation d’un mélange isoméricjgérans. Ce mélange est d0 a l'acidolyse
d’'intermédiaire réactionnel, puis a la recombinaigtes unités libérées. Ce processus d’échange,
appelé "scrambling”, est fréquemment observé l@slal condensation de polypyrraf@s.Le

mécanisme est représenté sur la figure 41.

[69] Casiraghi C., Cornia M., Rassu G., Del Sante C., SPaffietrahedron1992 48, 5619-5628.

(70l Vigmond S.J., Chang M.C., Kallury K.M.R., Thompson Wetrahedron Lett.1994 35, 2455-2458.
"1l ee C-H., Lindsey J.STetrahedron1994 50, 11427-11440.

(21 Smith K. M., Porphyrins and metalloporphyrins, Edsevier,1975 29-58.
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A

groupement en position c¢is

Figure 41 : Mécanisme du phénomene de "scrambling”.

Lindsey a montré notamment qu'il était possiblebt@nir spécifiquement unérans
porphyrine en utilisant des dipyrrométhanes encémtmomme le mésityldipyrrométhdf@.Il a
obtenu de cette fagon la 5,15-bis(mésityl)-10,Z§4bméthylphényl) porphyrine avec un rendement

de 48% sans observer la formation de l'isorséréfigure 42).

1) TFA, CH,Cl,
+ 2) DDQ

48%

Figure 42 : Adaptation de la méthodlacDonald "2+2" a la synthése de traméseporphyrines.
3-3-2- Syntheése de porphyrin@gssubstituées

3-3-2-1- A partir d’unités monopyrroliques

Cette méthode de synthése repose sur le mémeapgrigénéral avec le pyrrole modifié en
position B. L'une des principales stratégies de synthése lafipée, utilisant des unités

monopyrroliques, a été la tétramérisation de pggalon substitués en positiomsen présence de

731 Littler B. J., Ciringh Y., Lindsey J. SJ, Org. Chem.1999 64, 2864-2872.
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composés assurant la formation des ponts méthiriesi,ATreibs et Haberlé’¥ ont obtenu
I'octaméthylporphyrine par réaction de 3,4-dimétlggiole avec le formaldéhyde dans l'acide acétique

en présence de pyridine avec un rendement de 1gesgf43).

/ \ Q CH,COOH / pyridine
+
N

=

77%
Figure 43 : Synthése de I'octaméthylporphyrine.

Une autre approche importante passe par la coati@mgle pyrroles substitués en position 2
et/ou 5 (figure 44).

R R R R
s gt
N CH,NMe, HoOC N CH,OH
H H
A B

Figure 44 : Pyrroles substitués.

Sieldel et Winkler'”™ ont synthétisé de cette facon plusieurs porphyrifeabstituées en
chauffant, & sec ou en solution, des pyrroles st au compod®. Par ailleurs, la condensation de
pyrrole de typeA suivie d'une oxydation par l'air a permis d'ohtel@is porphyrines symeétriques avec
de bons rendements. Ce type de réaction n'a doemécdultats satisfaisants que si les deux position

S-pyrroliques sont substituées.

En 1996, Smith et colf® ont présenté une nouvelle méthode permettant diobée partir d'unités
monopyrroliques, des octaalkylporphyrines syméggjisomériquement pures portant deux types de

substituants différents (figure 45).

[l Treibs A., Haberle NLiebigs Ann. Chem1968 718, 183-207.
[® Sjedel W., Winkler F.Liebigs Ann. Chem1943 54, 162-201.
[l Nguyen L.T., Senge M.O., Smith K.M., Org. Chem.1996 61, 998-1003.
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Me Me

Et Et Me Me Et Et

/ \ / \ K;Fe(CN),
+ e
MeOH
Me,NH,C CH,NMe, N

N Et Et
H H

19%
Figure 45 : Synthése de la tétraéthyl-tétraméthplpgrine.

lIs ont obtenu un rendement de 19% en effectwargédction en présence dgH€(CN) dans
le but d'éviter la redistribution des sous-unitggrgdiques qui en milieu acide conduit & un mélange

complexe de porphyrines.

3-3-2-2- A partir d’unités di et tripyrroliques

Cette voie utilisant des intermédiaires de typpymlométhane ou dipyrrométhéne n'est
adaptée qu'a la synthése de porphyrines centrosgoed ou ayant une symétrie dans l'une ou l'autre
moitié de la molécule. Ainsi Fischer et cofl. ont synthétisé, dans les années 1920-1930, de
nombreuses porphyringssubstituées a partir de dipyrrométhenes dansalesnss organiques acides

a des températures supérieures a 200°C (figure 46).

R CH,
~ AN
H,C . R
\ NH  HN
Br
Br CH,

Figure 46 : Dipyrrométhénes utilisés par Fischer.

En 1960, Woodward et MacDonalff® ont utilisé comme précurseurs des unités
dipyrrométhane. La méthode "2+2", que nous avousitdéprécédemment pour la synthésardeso-
porphyrines, est souvent préférée a celle de Rigahe ses conditions réactionnelles plus douces. C
dernieres années, une nouvelle approche nomméé &3t apparue. Celle-ci consiste & condenser un

tripyrrane sur un diformyl-pyrrole (figure 47).

'l Fischer H., Friedrich H., Lamatsch W., Morgenri§thTechn. Hochschule, Munchen. Ark928 466, 147-178.
38



MeOOC

/ \

CHO
OHC N

H
1) TFA, CH,CI,
MeOOC 2) EtN

+ R S
3) DDQ
/ \ /\ /\
HOOC N N N COOH
H H H

Figure 47 : Exemple de synthése par la méthode™'3+1

35%

Par cette méthode, il est possible de former degphgrines f-substituées mono-

fonctionnalisées ou di-fonctionnalisées sur le m@greole avec des rendements de l'ordre de 3%%.

3-3-2-3- A partir d’unités tétrapyrroliques

Pour former le macrocycle tétrapyrrolique des pgripes, la derniére possibilité stratégique
consiste a cycliser des intermédiaires tétrapyuels linéaires. Cette approche est développéelgour
synthése de porphyrin@ssubstituées qui ne possédent pas de syni@tiéous ne ferons que citer &
titre d’exemple la synthese de I'isocoproporphyridda maniére dont sont construites les séquences
peptidiques ou nucléotidiques, I'intermédiaire &@aboré au cours d'une synthése multi-étapest Il es

ensuite cyclisé, puis oxydé pour donner la porpleyattendue.

BN

3-3-3- Obtention de porphyrineg-substituées a partir de pigments

animaux ou végétaux

3-3-3-1- Pigments d’origine animale

Certains macrocycles tétrapyrroliques naturels/@etiétre isolés a partir du monde vivant.
Dans ce cas, ce sont des porphyrjfiesibstituées. Ainsi, la protohémine (isolée a pdeisang) plus
connue sous le nom de chloroporphyrine de fer, @8} le dérivé porphyrinique le plus abondant dans
les organismes animaux car il constitue le groupsthétique de 'hémoglobine et de la myoglobine.
Elle est généralement isolée a partir de sang. iaoporphyrine IX est obtenue par simple
démétalation de la protohémine IX. La mésoporpleytX et 'hématoporphyrine IX sont obtenues

par modification des bras vinyliques (figure 48).

(8 Sessler J.L., Genge J.W., Urbach A., Sansoi@yRllett, 1996 2, 187-188.
%1 (3) Smith K.M.,Porphyrins and MetalloporphyrinsSmith K.M. (Ed.), Elsevier, Amsterdart975 29-58 ; (b) Clezy
P.S. Aust. J. Chem199], 44, 1163.
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HO.
7 Me 7 Me Me Me

Me: / Me: / Me: Me:
OH
Me Me Me Me Me Me Me Me
HooC
hooc COOH hooc COOH Hooc COOH COOH
protohémine IX protoporphyrine IX mésoporphyrine IX hématoporhyrine IX

Figure 48 : Structures de la protohémine et dérivés

- La méthode de Fischéf”!

Proposée par Fischer en 1955, cette méthode emtaieelassique pour I'obtention de la protohémine.
Elle consiste a chauffer du sang défibriné en mnilieide, puis a isoler la protohémine (par filtati
ou centrifugation) lors du refroidissement du mgkari_a purification est réalisée par recristallsat

ce qui permet d’obtenir 2,8 a 3,6 grammes de péstohe pure par litre de sang.

- La méthode de Labbe et Nishid&

Labbe et Nishida ont proposé une autre méthodeebssr 'usage de chlorure de strontium, afin
d’éliminer la majorité des protéines par filtratiarchaud. La protohémine cristallise dans le fikma
cours de refroidissement, puis elle est purifiéajaurs par recristallisation. Les rendements akgen

par cette méthode sont sensiblement les mémesegueobtenus par la méthode de Fisher.

3-3-3-2- Pigments d’origine végétale

D'autres dérivés tétrapyrolliques naturels sootés du régne végétafl Par exemple les
chlorophyllesa et b, sont extraites des feuilles des végétaux supéridunsi la méthanolyse de la
chlorophyllea fournit la chlorine-e6 triméthylest&? D’autres dérivés porphyriniques ont également
pu étre obtenus par modification chimique de laphylle a, notamment la phylloporphyrine XV

diméthylester et la pyrroporphyrine XV diméthylestéigure 49)24

(8% Fischer H, Org. Synth. Collyol. lll, 1955 442-443.

Bl abbe R.F., Nishida GBiochem. Biophys. Acta6, 1957, 437.

821 |nhoffen H.H. Naturwissenschafted968 55(10), 457-462.

831 willstatter R., Utzinger M.Justus Liebigs Annalen der Chenti®11, 382, 129-194.

[84] (a) Willstatter R., Asahina YJustus Liebigs Annalen der Chemi®1Q 373, 227-238; (b) Fischer H., Seidel W., Le
Thierry L., Justus Liebigs Annalen der Chenti®33 500, 137-202; (c) Drogat N., Barriere M., Granet®ul V., Krausz P.,
Dyes Pigment2011, 88, 125-127.
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Me Me

Me Me:
Me Me Me: Me
Me COOMe H COOMe
MeOOC MeOOC MeOOC HooC
phylloporphyrine XV pyrroporphyrine XV chlorine eb purpurine-18
diméthyl ester diméthyl ester triméthyl ester

Figure 49 : Macrocycles tétrapyrroliques issusadehlorophyllea.

3-4- Domaines d’applications

Le champ d'application des macrocycles tétrapgues est tres vaste; catalyseur
d'oxygénation de substrat organique, dégradatiomaté&re organique, photodécomposition de I'eau,
ou encore matériaux pour l'optoélectronique etesgstmimant le processus de photosynthese. Ces
composeés, tres souvent photosensibles intéresgamengent fortement les chercheurs pour leur
application en photothérapie. Nous présentonsuelques exemples d'applications choisis parmi les

plus significatifs.
3-4-1- Applications chimiques

En raison de leur structure électronique partaliles porphyrines ont souvent un caractére
photosensible, ce qui en fait de bons candidatsrmmphotosensibilisateurs de choix. En outre, les
guatre azotes donneurs dirigés vers l'intérieuntcrocycle plan conférent un trés fort effet clelat
aux porphyrines. En présence de métaux, elles furrdes complexes trés stables qui sont de
puissants systemes oxydoréducteurs. Par ailleews structure macrocyclique constitue un squelette
rigide et stable, pouvant étre substitué par debmeux groupements fonctionnels. Les propriétéa et |
modularité des porphyrines ont attiré I'attentias ¢himistes, ouvrant les portes de vastes domaines
de recherches, comme les oxydations thermiques,olgglations photo-induites, la catalyse

biomimétique ou la conversion de I'énergie lumireus

3-4-1-1- Oxydations thermiques catalysées par les

métalloporphyrines

Le métabolisme des organismes vivants est assurep systemes a cytochromes P450. Ces
enzymes sont susceptibles de catalyser un tresl ggambre de réactions. Dans leur activité de type
monooxygénase, ils oxydent une large palette destiaib, réalisant entre autres, I'époxydation

d'alcénes et I'hydroxylation d’alcanés. L’oxydant utilisé est le dioxygéne et le seul spusduit est

8% Mansuy D., Berg J.MBioinorganic catalysisReedijk J. Ed., Dekker M., Inc., New York993 395-468.
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'eau, on comprend donc l'intérét industriel quwilaurait & mimer une telle réactivité. La chimie
biomimétique met & profit la connaissance que rewens de ces enzymes pour concevoir des
catalyseurs de grande utilité. L'activité monooxygge des cytochromes P450 peut étre reproduite a
l'aide de modéles métalloporphyriniqu&s.Les plus couramment employées, parce que les plus
efficaces sont lesiésoporphyrines de fer ou de mangan&8eEn tant que catalyseurs biomimétiques,
les métalloporphyrines présentent une souplesddisiition remarquable. En effet, ces catalyseurs
sont efficaces avec une large gamme d’oxydantsergément peu dangereux et peu codteux.
Modifiable en plusieurs sites, la structure desatf@giorphyrines a permis la conception de diffézent
générations de catalyseurs. lnaéseporphyrines substituées par quatre groupemenissagentiques
(phényles ou tolyles) se sont avérées relativemgsigtantes aux conditions oxydantes, conduisknt a
premiére génération de catalyseurs (FeTPPCI et &I par exemple). Les catalyseurs de seconde
génération ont une durée de vie accrue par l'atibe de groupes aryle halogénés. Par rapport aux
mésaporphyrines précitées, les catalyseurs de trosig@nération ont démontré leur efficacité
supérieure ; ces porphyrines sont substituées eratersent sur les phényles, mais aussi sur les
pyrroles par des groupements électro-attractedwsr(f chlore, nitro, sulfonates...). Enfin, des
systemes porphyriniques chiraux ont été dévelopgess le but de proposer des catalyseurs

stéréosélectifs pour la synthese asymétrique.

3-4-1-1-1-Epoxydation d’oléfines

Groves et colf® ont publié en 1979 les premiers travaux d’oxygénathermique catalysée
par des métalloporphyrines. Utilisant I'iodosylbeng (PhlO) comme donneur d’oxygene, ils ont
décrit I'époxydation d'oléfines (figure 50) en peése de tétraphényl ou tétratolylporphyrines
ferriques (respectivement FeTPPCI et FeTTPCI).

(o]

__Po 3%
FeTPPCI

__Phio o 84%
FeTTPCI

o]

__Pho 77%
FeTPPCI

Rendements calculés d'aprés la
consommation de PhlO.

Figure 50 : Quelques exemples d’époxydations cedaly par des porphyrines de fer (fff).

(881 Mansuy D.Pure and Appl. Chem1987, 59, 759-770.
871 Montanari F., Casella LMetalloporphyrins Catalysed Oxydation€pwer Accademic, Dordrech,994.
8 Groves J.T., Nemo T.E., Myers R.$. Am. Chem. Sqc979 101, 1032-1033.
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D’un point de vue mécanistique, ces métalloporpleg forment transitoirement un dérivé

oxo-métallique qui est a l'origine du transfert’atome d’oxygéne (figure 5%§!

[+]

Y e
\ /

Figure 51 : Schéma du cycle catalytique mettarjeemne porphyrine de fer (I1l) dans I'époxydatitialcénes®

3-4-1-1-2-Hydroxylation d’alcanes

La conversion des alcanes en alcools est un moseasdustriel difficile pour lequel les
métalloporphyrines sont des catalyseurs de chesyrant l'insertion d'oxygéne par I'activation des
liaisons C-H & des températures douted es résultats obtenus par Groves sont présenték su
figure 521

OH
PhIO
—_—
FeTTPCI 31%
OH

o}
BrCCl,/PhlO
——— + +
FeTTPCI
: HI :

Br
24% 36% 18%

PhIO
FeTTPCI

30%

Rendements calculés d'aprés la
consommation de PhlO.

Figure 52 : Hydroxylation d’alcanes catalysée pafr HPCl.

La régiosélectivité avec laquelle la décalinetsstroxylée suggére la formation d’un radical
alkyle, ce qui est en accord avec le cycle catahgtiprésenté sur la figure 53. Grace a I'utilisaties
métalloporphyrines de troisieme génération, deslemments d’oxydation d’alcanes linéaires (en

alcools secondaires et cétones) & hauteur de 80&idoatteints?

9 Groves J.T., Myers R.Sl, Am. Chem. Sqcl983 105, 5786-5791.

1% Filatov M., Harris N., Shaik SAngew. Chem. Int. Ed1999 38, 3510-3512.

B Groves J.T., Nemo T.EJ, Am. Chem. Sqcl983 105, 6243-6248.

2 Mansuy D., Battioni P Bioinorganic catalysisReedijk J. Ed., Dekker M., Incl993 395-468.
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Figure 53 : Schéma du cycle catalytique généramtatticaux alkyle§3

Des catalyseurs d’oxydations asymétrigues ont ddgeloppés a partir de systéemes
métalloporphyriniques chiraux. Il s’agit de porpigs binaphtyles, a anses de panier ou encore de
porphyrines glycosyléd¥! Ces porphyrines constituent une cupule chirale cafialyse une

conversion de maniére stéréosélective.

3-4-1-1-3-Clivages oxydatifs

D’autres conversions oxydantes de groupes fonutienont été réalisées avec des catalyseurs
tels que les porphyrines sulfonées métallées pderdou du manganése (MnTPP¥)Par exemple,
[l

Haber et coll™ ont étudié la co-oxydation du styréne et de liggtaldéhyde (figure 54).

o o
A =
O HO O
=
)1 MnTPPS I
+ + O2 —_— + +

Figure 54 : Co-oxydation du styréne et de I'isobaiyéhyde catalysée par MnTPE%.

Utilisant comme oxydant le dioxygéne atmosphérigette réaction catalysée par la MNnTPPS

a ouvert une voie intéressante pour la conversesmtifines terminales en aldéhydes.

3-4-1-2- Oxydations photo-induites

Sous l'influence de la lumiére, 'oxygéne, en prée d’'un photosensibilisateur, est capable
d’'oxyder de nombreux composés organiques. Ces tigydaont lieu selon deux modalités
(mécanismes | et Il) et s’effectuent en présence dblorant naturelR) susceptible d’étre excité par

absorption d’un photohv. Portée dans un état excite¥), la molécule ne demande qu’a dissiper son

%3 Groves J.T., Viski P.J. Am. Chem. Sqcl989 111, 8537-8538.

[94] (a) Mansuy D., Battioni P., Renaud J-P., GuerinJlPChem. Soc. Chem. Commui85 3, 155-156 ; (b) Maillard P.,
Guerquin-Kern J-L., Momenteau M.etrahedron Letf.1991 32, 4901-4904.

[95] (a) Labat G., Seris J.L., Meunier BAngew. Chem. Int. Ed. Engll99Q 29, 1471-1473; (b) Meunier BChem. Rey.
1992, 92, 1411-1456.

%81 Haber J., Ktosowski M., Pottowicz J., Mol. Cat. A: Chem2003 201, 167-178.
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excédent d’énergie, et son devenir aprés I'exoalimineuse peut étre décrit par le diagramme de
Perrin-Jablonski (figure 55). Son retour a I'étandamental peut se faire selon les processus
photophysiques radiatif (fluorescence) ou non téddidissipation d’énergie calorifique), concurrent
de la réaction photochimique. Mais si le photodalisateur est une porphyrine, une conversion
intersysteme par inversion de spin électroniquelaiba la formation d’une porphyrine a I'état tepl
%p* 7l Celle-ci peut se désactiver par les processusophgsiques (phosphorescence, dissipation

d’énergie calorifique) et, surtout par réactionstpbhimiques selon deux mécanismes.

o -
Sy 2 Cl
— = > > Cl: Conversion interne
P CIS: Conversion intersystéme
:,I: RV: Relaxation vibrationnelle
3¢
P
'ql 7
5 s = = )
< Cl as s .
S o= 1 1
¢ - " frmmmmn - —
' o
2 = = s ¥
S e @ =
< (] 2 .
>2 2 o ¢
ara < 5
3 .
S - o
S =
re 0
1 +
(@

Etat électronique fondamental Sp

Figure 55 : Diagramme de Perrin-Jablonski.

- Le mécanisme radicalaire photo-induit (type I)
Ce mécanisme implique un transfert d’électron dotgensibilisateur vers une molécule de substrat,

initiant une réaction radicalaire dont la chainepdapagation est assurée par la présence d’'oxygéne
moléculaire. Les produits obtenus seront nombreuxles peroxydes formés sont instables, ce qui
conduit a des processus de dégradation ou de pebatién. Par ailleurs, la porphyrine dans son état
triplet peut céder un électron a l'oxygéne, donnant I'arsaperoxyde @,") qui peut former des

adduits.

- Le mécanisme photochimique (type II)
Ce mécanisme implique quant a lui le transfert efgie au dioxygene moléculaire. Il passe alors de

son état fondamental (état triplé®,) a un état excité (état, singuleé,) qui est extrémement
électrophile.'O, réagit avec les molécules du milieu, ce qui exm@iga courte durée de vie dans le

milieu (de 'ordre de la nanoseconde).

®7 Jori G., Spikes J.DPhotobiochemistry of porphyrindopics in photomedicinéSmith K.C. Ed., Plenum Press, New
York, 1984
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Un exemple typique d’adduit formé par I'oxygénegsilet a été I'ascaridole, synthétisé par les
végétaux. Il s’agit de I'endopéroxyde-1,4 issu a@ehoto-oxydation de d-terpinéne, sensibilisé par
les chlorophylles (figure 56A). Ce type de réactmndonné lieu a des travaux sur |'oxydation
photosensibilisée d’'oléfines. Une des réactionplies étudiées a été I'hydropéroxydation des odsfin
avec migration de la double liaison (figure 568)Un autre exemple d’adduit formé par I'oxygéne
singulet est I'endopéroxyde d'acétate d'ergosté(fijure 56C)°? Depuis, I'utilisation des

porphyrines comme agent d’oxydation photochimigpemnis de nombreuses synth&&¥5s.

hv/ 0O,
_—
Chlorophylle
A

R4 Rs Ry HOO

- 72 s
R5 7 R4 Photosensibilisateur R5 ~ Ra
B
Me,’ Me

hv/ 0O,

Photosensibilisateur

AcO

Figure 56 : A- Formation de 'ascaridole, B- Hydrapé/dation des oléfines, C- Formation de I'endopgde d’acétate

d’ergostérol.

3-4-1-3- Vers la photodécomposition de I'eau

Les porphyrines peuvent étre utilisées pour cdimvéénergie solaire en dihydrogene,
carburant propre et renouvelable par photodéconiposile I'eau. Ce processus a fait I'objet de
nombreux travaux en raison de son impact potedities le domaine des énergies renouveldiied.
consiste a exciter par la lumiére visible un phetasbilisateur porphyrinique (S) qui va céder un de
ses électrons a une substance relais (le méthyhéoe, MV) et décomposer I'eau catalytiquement
pour fournir du dihydrogéne. A l'autre extrémité ldechaine, un donneur (D) est oxydé en cédant un

électron au photosensibilisateur (figure 57a).

%8 Schenck G.OAngew. Chem1957, 69, 579-599.

%9 Ohloff G.,Pure Appl. Chem1975 43, 481-502.

(2% Mansour E.M.K., Maillard P., Krausz P., Gaspard@annoti C, J. Mol. Cat, 1987,41, 361-366.
(101 | ehn J.M., Kirch M., Sauvage J.P., ZiessellR.Recherchel98Q 11, 205.
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. a) Production de dihydrogéne
Lumiére D: domneur d'électzon (tridthanolamme, Cystéine)
D*: forme oxydée du donneny
S: photosensibuisatenr  Métat fondamental
§* forme photo-excitée
7 forme oxydée

D
D s s
MV méthylviologéne
MV Pt: Platine wtilisé comme catalysenr
D+ s+
MVQ:_) -
Pt 8/‘ 112 H, + HO

H,0
Lumiére b) Preduction de dioxygene
N A: accepteur d'électron (Cobalt)
— A = forme réduite
. S S: phot ibilisateur & 'état fond:
A S " forma photo-excitée: S™ forme oxydée
RuQ; catalyseus
A" s+ nucz(-\moim*
112 H,0

Figure 57 : Systémes utilisés poamhotodécomposition de I'ez(a) Production de dihydrogen(b) Production de

dioxygéne.

Un tel systéeme peut également étre envisagé poumolucticn de dioxygene a partir d’ei
(figure 57b)*°% Dans ce cas, au lieu d’étre réduite photochimiqueenieau est oxydée. Excité par
lumiére, le sensibilisateur (S) s’oxyde en cédamt électron a I'accepteur (A). Son retour a I'
fondamental réduit est obtenu par I'oation du dioxyde de ruthéniurfe métal achéve un cyc

catalytique par oxydation d’eau, formant ainsiilexgigene
3-4-2-Porphyrines et dispositifs photoniqu

Ces derniéggs années, les macrocycles tétrapyrroliques megtaliénonse sont révélés étre
d'excellents candats pour la conception de dispositifs moléculgnestoniques. Dans ce domaine
champ d'application des macroces tétrapyrroliques est vastélaboration de cristaux liquic,*°%
exploitation des propriétés d'optique non linéaite matériaux résiant de l'assemblage
porphyrines pour le développement de systéme dencmigation optique, de stockage de donnée
encore la conception de composants optoélectromn Avec comme principal enjeu ul
miniaturisation toujours plus importante des corants électroniques, un des principaux objectif
la microélectronique est la conception d'interrupge de fils, de transistors ou encore de pc
logiques électroniques moléculaires. Plusieurs @kesn de fils moléculaires constitués d
enchainement lirsére de porphyrines orété décrits dans la littératureindsey et Wagne *°¥ ont

quant a eux élaboré un fils moléculaire photoniqumé par I'enchainement mése«arylporphyrines

(292 Milgrom L.R., The Colors of Life: an Introduction the Chemitry of Porphyrins and Related CompounOxford
Univ. Press, UK1997 151.

(1031 (3) Goodby J.W., Robinson P.S., Teo B.K., Cladis FMol. Cryst. Lig. Cryst.198Q 56, 303309 ; (b) Gregg B.A., Fo
M.A., Bard A.J.,Chem. Commun1987, 15, 1134-1135 ; jcShimizu Y., Miya M., Nagata A., Ohta K., MatsurauA.,
Yamamoto |., Kusabayashi £hem. Let, 1991, 1, 2528 ; (d) Liu C.Y., Pan H.L., Tang H., Fox M.A., Ba#dJ., J. Phys.
Chem. 1995 99, 76327636 ; (e) Wang Q.M., Bruce D.V Angew. Chem., Int. Ed. Engl997, 36, 15(-152.

(104 Wagner R.W., Lindsey J.Sl, Am.Chem. Soc1994 116, 9759-9760.
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de zinc liées entre elles grace a des ponts éth@eeBl photonique comporte a une de ses extrémité
un chromophore de type dipyrrométhene de bore apsttue I'entré du systeme et a l'autre extrémité
une porphyrine base libre (figure 58). L'absorptitum photon par le chromophore situé a l'entrée
engendre I'émission d'un autre photon a la sodiél.dLe rendement en transmission d'énergie est d

I'ordre de 76% pour ce dispositif.

Absorption Emission
lumiere bleue lumiere rouge

Figure 58 Exemple de fils moléculaire constitué de porphysine
3-4-3- Modélisation de I'effet d’antenne du systémieotosynthétique

Essayer de mimer le transfert des électrons faatit au processus de la photosynthése chez
les plantes permettrait de mieux comprendre cetipeéindispensable chez les végétaux et en
I'occurrence de la nature. L'étude de I'organisatspatiale de multi-porphyrines pour tenter d'étudi
la migration d’'un état excité le long d’'une chaie chromophoregt essayer de modéliser les
antennes collectrices d’énergie lumineuse du systgmotosynthétique s’avere donc prometteuse. En
effet, les chlorophylles de ces antennes sont téésnen cercle, parallelement les unes aux aaiues,
sein de complexes polypeptidiques les maintenaplaae. Réussir a organiser des porphyrines selon
un modele semblable au systéme naturel pourraitgténe de savoir si I'orientation des chlorophylles
au sein des complexes collecteurs joue un réleopidgrant dans I'efficacité de la nature a réaliser
transfert d’énergie rapide et avec un minimum deepeSolladié et coff® se sont intéressés a la
synthese de dendriméres multiporphyriniques. Ladiél du concept proposé a été montrée par
I'étude d’'une nona-porphyrine & espaceurs nuclépsid (figure 59). Un transfert d’énergie a 4
électrons des porphyrines périphériques de Zrnv@iy la porphyrine base-libre centrale a été mis en

évidence.

(151 () Flamigni L., Talarico A.M., Ventura B., Sooamb&., Solladié N.Eur. J. Inorg. Chem200§ 11, 2155-2165 ; (b)
Solladié N., Sooambar C., Herschbach H., Strub J®ize E.,Van Dorsselaer A., Talarico A.M., Vent®a Flamigni L.,
New J. Chem2005 29, 1504-1507.
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Figure 59 : Nona-porphyrine arborescente a espaceintéosidiques.

3-4-4- Applications thérapeutiques des porphyrines

3-4-4-1- La photothérapie dynamique des cancers

La photothérapie dynamique (PDT pdeinoto-Dynamic Therapyest une méthode curative
basée sur [l'utilisation d'un agent photosensibiéisa, de type porphyrine par exemple, rendu
cytotoxique par exposition a la lumiére en présatecdioxygeéne. Cette technique originale de par son
principe, présente I'avantage de ne provoquer gueop pas d’effet secondaire par rapport aux autres

thérapies anticancéreuses que sont la chimiotleécapia radiothérapie.

Technique thérapeutique originale et innovante dasér la destruction sélective des cellules
tumorales au sein d'un tissu par I'action combid&en photosensibilisateur et de lumiere, la PDT
peut étre utilisée pour deux applications ; uneliegjion thérapeutique mais aussi une application
diagnostique. Rappelons que sur la plan thérapeytitilumination d’un tissu présentant une tumeur
enrichie en porphyrine induit des réactions chiragjoxydatives entrainant des altérations celldaire
irréversibles aboutissant a la destruction du tiesud en préservant les tissus sains dépourvus de
photosensibilisateur. Par ailleurs, les porphyrimeuvent également étre utilisées pour les
diagnostiques ou photodiagnostiques. Dans ce cphd®sensibilisateur excité par une lumiére de
longueur d’'onde appropriée émet une fluorescentanalyse de cette émission de fluorescence
permet de cibler avec précision les lésions némmplas avec une grande sensibilité. Le principeede ¢

deux applications est représenté sur la figure 60.
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Figure 60 : Représentation schématique du prinapa ghotothérapie dynamique.

L’efficacité de la PDT est principalement attribué la formation d’oxygéne singulet. La
cytotoxicité de celui-ci est due a son extrémetadpbilie, il s’additionne sur les liaisomsde toutes
les biomolécules I'environnant (phospholipides meamhires, acides aminés, bases nucléidtids).
Cette extréme réactivité explique la trés courteéeude vie de I'oxygéne singulet (de l'ordre de la
nanoseconde) et son court rayon d’action qui sidignson site de formatidi”! expliquant I'extréme
difficulté a le quantifier dans les milieux biologies. La mort cellulaire survient a la suite déolés
nucléaires (ADN et protéines) ou de lésions mendiras infligé a certains organites cytosoliques

(mitochondries et lysosomes¥

Les molécules utilisées en PDT des cancers songntséement des photosensibilisateurs
tétrapyrroliques. Les photosensibilisateurs phoigtes de "premiere génération" regroupent
I’'hématoporphyrine (Hp) et ses dérivés que soréntibtoporphyrine dérivée (HpD), et surtout le
Photofrir® (peu sélectif). Ce dernier est un mélange comphazk défini. La mise au point d’une
nouvelle classe de photosensibilisateurs dits édeotede génération” s’est donc avérée indispensable
les recherches se sont tournées vers des photatisagurs de structure bien définie. Nouvellement
introduits en thérapie anti-cancéreuse, ces agemtsplus efficaces et moins contraignants quesleur
prédécesseurs. En effet, ces molécules absorbet@mint dans le rouge et s'éliminent plus
rapidement de I'organisme que le PhotdfrirCette seconde génération de photosensibilisateurs
comprend plusieurs familles de molécules telleslgsi@orphyrineso-THPP), les chlorines comme la
tétra-fnétahydroxyphényl)chloriner THPC) ou Foscah(commercialisée en 2002), les purpurines
(Purlytin®), les texaphyrines (Xcytrfh Lutrin®) ou encore les précurseurs de porphyrines endsgéne
(lacide 5-aminolévulinique ou 5-ALA, connu sousriem de Levulaf) que nous avons représentés

sur la figure 61.

(98] Sternberg E.D., Dolphin D., Briickner Cetrahedron1998 54, 4151-4202.
(107 weishaupt K.R., Gomer C.J., Dougherty TGancer Res1976 36, 2326-2329.
(%81 Maj M.S., Allison R.P.Arch. Biochem. Biophysl983 221, 467-476.
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Figure 61 : Structure de quelques photosensilglisatdits de "seconde génération".

La "troisieme génération" de photosensibilisateurst actuellement en cours de
développement. Ce sont des macrocycles (porphyrp@ghyrazines, chlorines et phthalocyanines)
substitués par des motifs de vectorisation et dsshge, qui dérivent de ligands naturels
spécifiguement reconnus par les cellules cancé&e@ss biomolécules peuvent étre des stéroides, des

sucres, des amines, des acides aminés ou desgseptid

Parmi les photosensibilisateurs étudiés, on re&dencomplexe estradiol-porphyrifi&”! le complexe
4-carboxyphénylporphyrine-acide foliqd&” les porphyrines et chlorines polyaminééd, les

porphyrines glycoconjugué€$? et les porphyrines & motifs peptidiqli€d. Quelques structures,

synthétisées au sein de notre laboratoire, soseptées ci-dessous (figure 62).

(1091 (3) James D.A., Swamy N., Paz N., Hanson R.N., RaBiBorg. Med. Chem. Lett1999 9, 2379-2384; (b) Swamy N.,
James D.A., Mhor S.C., Hanson R.N., Ray Bgorganic & MedicalChemistry,2002 10, 3237-3243; (c) El-Akra N.,
Noirot A., Faye J.C., Souchard J.Photochem. Photobiol. Sc2006 5, 996-999.

(110 gchneider R., Schmitt F., Frochot C., Fort Y., Loterd\., Guillemin F., Muller J-F., Barberi-Heyob MBjoorg. Med.
Chem,2005 13, 2799-2808.

111 (a) Sol V., Lamarche F., Garcia G., Enache M.,n&ta&R., Guilloton M., Blais J.C., Krausz PBioorg. Med. Chem.
2006 14, 1364-1377 ; (b) Garcia G., Sol V., LamarcheGfanet R., Guilloton M., Champavier Y., KrauszBtoorg. Med.
Chem. Lett.2004 16, 3188-3192.

(112 Kaldapa C., Blais J.C., Carré V., Granet R., Sol VillG&an M., Spiro M, Krausz P.Tetrahedron Lett200Q 41, 331-
335.

(1131 (3) Sol V., Blais J.C., Carre V., Granet R., Guillotddn Spiro M., Krausz P.J. Org. Chem.1999 64, 4431-4444 ; (b)
Chaleix V., Sol V., Guilloton M., Granet R., Krausz, Bur. J. Org. Chem.2003 1486-1493 ; (c) Chaleix V., Sol V.,
Guilloton M., Granet R., Krausz Pletrahedron Letf.2004 45, 5295-5299 ; (d) Bakleh M.E., Sol V., Estiewe@iet K.,
Granet R., Déléris G., Krausz Fetrahedron2009 65, 7385-7392.
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Figure 62 : Quelques exemples de photosensibilisatie troisieme génération synthétisés au LCSN.

3-4-4-2- Utilisation en tant qu’agents antiviraux

L'’ADN peut étre endommagé par les porphyrines. dffiet, les porphyrines cationiques
présentant une forte affinité pour '’ADN sont calesbde causer par voie chimique ou photochimique
des coupures simples ou doubles brin. Ainsi entamtiin vivo des virus par des doses
d’hématoporphyrine trés peu toxique pour les cedliaines, Perlin et c8ft” ont montré que certains
virus pouvaient étre inhibés. Les résultats less @ncourageants ont été observés avec le virus
influenza A et le virus deHlerpes simplere type 1. Le virus de I'immunodéficience humaiéH)
peut également étre inhibé par des métalloporpbgraationiques ou par certains dérivés d’amino ou
d’hydroxyphénylporphyrine. L'activité n’est dans cas pas photochimique mais semble étre liée a
linhibition de la rétrotranscriptase virdfé>

(114 per|in M., Mao J.C.H., Otis E.R., Shipkowitz N.Dyff R.G.,Antiviral Res.1987 7, 43-51.
(1191 (@) Ding L., Balzarini J., Schols D., Meunier B., BDercq E.,Biochem. Pharmacql1992 44, 1675-1679 ; (b) Dixon
D.W., Kim M.S., Kumar V., Obara G., Marzilli L.GSchinazi R.F.Antiviral Chem. Chemotherl992 3, 279-282.
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3-4-4-3- Utilisation dans le traitement de la cé&it

Maladie dégénérative de la rétine, la dégénéresceraculaire liée a I'age (DMLA) est une
maladie atteignant les vaisseaux sanguins pratiféaus la rétine. Cette pathologie atteint 2 % des
50-60 ans et jusqu’'a 25 % des personnes agéesusl@@I80 ans. Dans les cas les plus graves, les
vaisseaux anormaux non étanches proliférent sou&tilee altérant ainsi la vision centrale. Seule la
photocoagulation des néovaisseaux par un lasermitpge permet de la traiter, brdlant
malheureusement une partie de la rétine. Depui®,2@0vertéporfine nommée commercialement
Visudyné, est utilisée pour traiter cette maladie (figuB.&n effet, la vertéporfine en s’accumulant
naturellement et rapidement dans les vaisseaumig@ti permet aprés son activation par un laser
optique, l'obstruction des vaisseaux tout en émamgria rétine. Ce type de traitement peut étre

renouvelé plusieurs fois jusqu’a ce que le paseittguéri*®

Vertéporfine

Figure 63 : Structure de la Visudyhe

Les porphyrines trouvent également une applicatib@rapeutique dans la lutte
antibactérienne. Nous avons porté une attentiote tparticuliére a la photothérapie antimicrobienne

gue nous nous proposons d’examiner plus en détad & paragraphe suivant.

[116] Bressler N.M.Arch. Ophthalmol. (Chicagpp001, 119, 198-207.
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4- PACT et surfaces photobactéricides

Si l'effet photodynamique des porphyrines estdangnt reconnu en cancérologie, une autre
application a pu étre mise en évidence ces dem@reées, I'effet antimicrobien. Il s’agit du copice
de photochimiothérapie antibactérienne (PACTPtwto-Antimicrobial ChemoTherapyCe principe
basé, comme la PDT, sur l'utilisation combinée dasgbilisateur et de lumiere visible, est une
approche prometteuse pour I'inactivation des manganismes. D’'une organisation moins complexe,
les cellules microbiennes procaryotes ont étésatl en tant que modeles simplifiés des cellules
cancéreuses eucaryotes pour I'étude des mécanidengdhotosensibilisation par les porphyrines.
Néanmoins, les cellules bactériennes a Gram pesitif Gram négatif présentent de telles différences
ultrastructurales au niveau de leur enveloppe I@gg4) que I'étude des systémes microbiens est

devenue un domaine d’investigation a part entiere.

Gram* Gram-

Lipopolysaccharide

Proteing
Phospholipide | o)

M
/ ]Pemidaglycnne 8 Ietr:rl::lne
Membrane JPenldnglyoane
plasmique 3
Membrane
Phospholipide plasmique

Proteine " J

Lipoproteine

Figure 64 : Représentation schématique de I'enveldtérienne, Gram positif et Gram négatif.

4-1- Historique de la photoinactivation des celluke microbiennes

Ce n'est quau début des années 1980 que les gnentiavaux de photoinactivation
bactérienne ont été entrepris sur la souche G@taphylococcus aureusitiisée comme premier
modéle d'étude. Nitzan et Malik*” puis Jori et col*® ont montré que les bactéries, en phase
exponentielle de croissance, traitées par de faihbses de porphyrines et de lumiére sont inhieges
leur croissance stoppée. Alors qu'apres 2 heutes,de 99 % des bactéries sont détruites et qusapre
10 heures, aucune cellule viable n'est détectélufeustérile) en présence de porphyrines et de
lumiére, aucun effet significatif n’a pu étre ob&eforsque les cellules ont été placées a I'obtruri

confirmant la nécessité de la combinaison des daoteurs, lumiére et photosensibilisateur. Il a

(117 (3) MaliK Z., Gozhansky S., Nitzan YMicrobiol. Lett, 1982 21, 103-112 ; (b) Nitzan Y., Gozhansky S., MaHK
Curr. Microbiol., 1983 8, 279-284.

(1181 Bertoloni G., Dall’Acqua M., Vazzoler M., Salvato,Bori G.,Porphyrins in Tumor Phototherapflenum New York,
1983 177-183.
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également été démontré que les bactéries anaérebids sensibilisées en absence d’oxygéne
permettant de mettre en évidence I'importance ddgaux libres impliqués au cours du processus
photodynamiqué™® Quant aux bactéries Granexpérience surEscherichia colia montré une
résistance totale vis-a-vis des dommages photatsgar les porphyrines a moins que les cellules
soient traitées au préalable avec du toluéne onaames dans le but de désorganiser leur structure
membranaire exterrf®% Dans le but de comprendre et d’élucider le mécamimis en jeu lors de la
photoinactivation des cellules bactériennes, dedesdt sur les mycoplasmes (bactéries génétiguement
dépourvues de paroi cellulaire) ont montré une guretruction immédiate des cellules induite par les

porphyrines d’'une maniére comparable & celle delesleucaryote$?”

4-2- Les processus photochimiques

Le processus photochimique commence par l'illutidmadu photosensibilisateur par une
lumiére visible (figure 65). Cette irradiation indllabsorption d’'un photon d’énergievhpar le
photosensibilisateur puis entraine son passagévdawnd’énergie fondamentalg & un état singulet
excité noté § A partir de la, deux possibilités s'offrent auopbtsensibilisateur, retour a I'état
fondamental $avec émission de fluorescence ou bien, si la ddeéee de I'état singulet excité est
suffisamment longue (ce qui est souvent le cas [gsuporphyrines) passer dans un état excité triple
(noté T) par inversion de spin électronique au cours gitotessus appelé conversion intersysteme
(C.1.S). Dans ce cas, le retour a I'état fondamdraasition théoriquement impossible est trés.|eat
porphyrine peut se désactiver par phosphorescanes oéagissant avec son environnement selon le
mécanisme radicalaire photo-induit (de type 1) euniécanisme photochimique (de type Il), déja

décrits précédemment a la page 44, et de ce Y@hirea son état fondamental.

1191 yvenezio F.R., Di Vincenzo C., Sherman R., ReichmarDRgitano T.C., Thompson K., Reichman O.Hl.)nfect. Dis.
1985 151, 166-169.

(120 (3) Boye E., Moan JPhotochem. Photobigl198Q 31, 223-228; (b) Ehrenberg B., Malik Z., Nitzan, Mhotochem.
Photobiol, 1985 41, 429-435.

(121 Bertolini G., Viel A., Grossato A., Jori Gl, Gen. Microbiol, 1985 131, 2217-2223.
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Figure 65 : Mécanisme photochimique de la PB.

4-3- Mécanisme de la photoinactivation des celluldmctériennes

Ehrenberg et colt?® ont démontré par spectroscopie de fluorescence lGotivité
photodynamique antimicrobienne requiert la fixatdes porphyrines sur les bactéries. En effet, les
bandes observées a 613 nm et 677 nm pour 'HpDletien aqueuse, sont déplacées respectivement
a 631 nm et 692 nm lorsque celle-ci se trouve dansnvironnement lipidique tel que des vésicules
de lécithine. Aussi l'incubation dstaphylococus aurewtans un milieu enrichi en HpD, montre une
rapide fixation des porphyrines a la membrane [zt Dans ces mémes conditions, beaucoup moins
de porphyrines se fixent sur les membranes calbdalEscherichia coli A partir de cette expérience,
Nitzan et coll® ont conclu que la paroi des bactéries Grampéche la fixation des porphyrines sur
ce type de bactérie, résultat confirmé par le mie les sphéroplastes, obtenus en enlevant la
membrane externe et le peptidoglycane de bact&iasi, fixent les porphyrines. De plus, ces
éléments constitutifs spécifiques de la paroi dastdsies Gramempécheraient la fixation des
porphyrines au niveau de la membrane interne. 6ssreations ont permis d’affirmer que la fixation
des porphyrines au niveau de la membrane cytopipsmast indispensable a la photoinactivation des

cellules bactérienne.

Ces mémes auteurs ont alors proposé un mecanigynee(66) décrivant la photoinactivation des
cellules bactérienné¥! comportant quatre étapes :

- absorption de la porphyrine au niveau de la paaotdsienne,

- fixation de la porphyrine a la membrane intern@plgsmique,

- translocation de la porphyrine dans le cytoplasme,

11221 Bonnett R.New ScientistL989 55.
(23] Gross E., Malik Z., Ehrenberg Bl., Membr. Biol, 1987, 97, 215-221.
(1241 Malik Z., Hanania J., Nitzan YJ, Photochem. Photobiol., B: Bipl.99Q 5, 281-293.
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- photoinactivation des bactéries par les porphyrlides a la membrane interne ou par celles
présentes dans le cytoplasme.

T X Ty L
o e

Nasonpﬂou
B T I
Py ST Paroi

s ‘“:;- bactérienne
B iy Suh b L N et

e FIXATION e Membrane

\TRANSLOCATION bactérienne

Mésosome

Chromosome
Plasmide

Figure 66 : Mécanisme proposé pour la photoinatitiales bactérig&*!

Le premier effet noté dans les cultures traitéedes porphyrines et illuminées est une baisse
du taux de propagation des cellules, suivie d'wapde mort cellulaire et d’'une baisse notable de la
formation de colonie%!™ Cette inhibition des bactéries s'accompagne égaientiune baisse rapide
de la consommation de glucose marquée’¥l Des études par microscopie électronique a
transmission ont révélé gu’'aprés une heure de ptamtivation, la plupart des cellules traitées sont

incapables d’accomplir la synthéese de leur parciésgenne ainsi que leur division cellulaire.

Par ailleurs, durant le processus de mort celkyldér synthése d’ADN est immédiatement stoppée au
début de Il'interaction porphyrine-bactérie. Cetfthibition affecte également la synthése d’ARN et

donc des protéines. Les cellules bactériennesvaunvau traitement photodynamique sont incapables
d’effectuer la synthese ou la translocation dedaigllinase (enzyme exprimée par le chromosome

plasmidique) traduisant une réduction de la résigta la pénicilline.

Un autre site affecté par le traitement photodyg@miest la membrane plasmique. Un des résultats de
la photosensibilité des cellules bactériennes tdgemicro-organismes a Gramst I'apparition d’une
structure multi lamellaire (proche du septum déutelen division), le mésosonié® L’augmentation

du volume de cette structure mésosomale et dédadénce de son apparition dans les cellules dépend
fortement du temps de traitement. De plus, il adé&dontré que les réactions oxygéno-dépendantes
accrues par la photosensibilisation due aux poipégrinduit des désordres dans la synthése de la
membrane et dans la synthése de la paroi bactér&insi que la peroxydation des lipides insaturés
membranaires.

Les sites et les causes des dommages dans leedmdiciérienne induits par la photoinactivation des

porphyrines sont regroupés au tableau 2.

(125 Bertolini G., Salvato B., Dall'’Acqua M., Vazzoler Mlori G.,Photochem. Photobigl1984 39, 811-816; (b) Malik Z.,
Ladan H., Nitzan Y.Curr. Microbiol., 1988 16, 321-328.
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Tableau 2 : Sites bactériens mis en jeu lors géddoinactivation des bactérie&’!

Localisation Paroi Membrane Métabolisme
cellulaire Bactérienne Plasmique

Inhibition de la synthese

Synthése altéree (ADN, ARN, protéines)
Photo-dommage Inhibition de la formation de Inhibition de la consommation
provoqué septum en glucose

Formation de

meésosome Inhibition du transport de la

pénicillinase

Croissance cellulaire inhibée

: 1

Mort de la bactérie

En associant au photosensibilisateur un agentgkisisant la membrane bactérienne tel que
le PMNP (nonapeptide cationique issu de la polymgki Nitzan et Malik™®® ont pu mettre en
évidence la photoinactivation des bactéries a Grammme Escherichia coliet Pseudomonas
aeruginosa En effet, I'action de porphyrine associée au PMNN&htre une photoinactivation des
bactéries supérieure a 99 % apres une heure tenteait pour les deux souches étudiées. Des études
spectroscopiques de fluorescence ont mis en éwdénteraction porphyrine-PMNP et le complexe
(porphyrine/PMNP)-bactérie. La fixation des porphgs sur les cellules bactériennes, démontrée par
une bande de fluorescence déplacée a 622 nm @eitérdporphyrine, augmente avec une diminution
de pH du milieu. Le r6le du PMNP a également été em évidence, il est responsable de la
désorganisation structurale de la membrane (peilis&ion de la membrane externe) sans affecter
ses fonctions et plus précisément, il ne causdgplisération des constituants cellulaires impligué
dans son métabolisme. L'analyse par microscopigrélgique a transmission révéle une perturbation
de la division cellulaire, I'altération du cytophas, la désorganisation de la structure pariétale, |
synthese d’ADN et de protéines affectée. L’assmriaporphyrine-PMNP est donc responsable de
I'altération de la structure bactérienne suivien@dyse cellulaire conduisant a la mort de la bagté

lors du processus de photoinactivation.

Ces travaux réalisés sur les bactéries Gramh permis de mettre en évidence le réle d’'un fgen
désorganisant dans le phénoméne cytotoxique afincatapléter I'étude mécanistique de la
photoinactivation bactérienne. Ces résultats com@idaires ont permis de généraliser le mécanisme
proposé (figure 66) et les sites bactériens imghgftableau 2) aux différents types bactériensust p

précisément, le processus fondamental de la plaatibisation bactérienne par les porphyrines.

[126] Nitzan Y., Gutterman M., Malik Z., Ehrenberg Bhotochem. Photobiol1,992 55, 89-96.
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4-4- Développement de la PACT

Les bases fondamentales de la photoinactivation tdetéries par les porphyrines étant
posées, le développement de nouvelles moléculesl’practivation des micro-organismes a pris un
essor considérable dans le but d’apporter unenalige a la résistance ou a la multi-résistanceéwvis

vis des antibiotiques.

Les premiéres études de Merchat et 3&Fiont permis de mettre en évidence la relation &irae
activité, plus précisément I'importance de la ckangtte du photosensibilisateur dans I'inactivation
bactérienne en utilisant la tétra-(4-sulfonatopfiergorphyrine, la tétra-(N-méthyl-pyridinium)
porphyrine et I'hématoporphyrine comme porphyrineéaique, cationique et neutre respectivement.
En effet, les porphyrines anioniques et neutresam efficaces que contre les bactéries Gralwors
que l'inactivation de bactéries Gramecessite I'ajout d’un agent désorganisant la nmangbcomme

le PMNP. En revanche, les porphyrines cationiqeesaivent étre efficace vis-a-vis des deux types
bactériens sans ajout d’agent perturbant la membtamfigure 67 illustre les différentes porphyene

utilisées lors de cette étude fondamentale de @TPA

HO

COOH

COOH

(a) (b) (c)
tétra-(4-sulfonatophényl) hématoporphyrine tétra-(N-méthylpyridynium)
porphyrine porphyrine

Figure 67 : Porphyrines (a) anioniques, (b) neuttds) cationiques utilisés par Merchat et J6H.

Concernant les porphyrines non chargées, I'étatomérique intervient, en effet il a été
montré que la production d’'oxygéne singulet ess jitloportante sous la forme monomere que sous la
forme agrégat?® Pour les porphyrines chargées, le phénoméne diititens électrostatiques entre en
jeu. Les porphyrines chargées négativement subigdesmrépulsions électrostatiques avec les charges
négatives de la surface bactérienne alors que tephyrines cationiques jouent un role de
désorganisateur de membrane comme le PMNP. Eniancerne l'inactivité des bactéries Gram
les porphyrines anioniques et non chargées soapaides de perméabiliser la membrane externe
alors que les porphyrines cationiques désorgan&essi bien la membrane externe que la membrane

interne.

(271 (3) Merchat M., Bertolini G., Jori GJ. Photochem. Photobiol. B1996 32,153-157; (b) Merchat M., Spikes J.D.,
Bertolini G., Jori GJ. Photochem. Photobiol. BL996 35,149-157.
(1281 Gottfried V., Peled D., Winkelman J.W., Kimel 8hotochem. Photobigl1988 48, 157-163.
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A partir de ces résultats, plusieurs études porsantles photosensibilisateurs cationiques ont été
entreprises afin d’étudier la photoinactivation digerses souches bactériennes, notamment celles
présentant une multi-résistance cormteméerococcus seriolicidaActinomyces viscosuacinetobacter
baumannij Staphylococcus aureuséthicilline-résistant ou MRSA, par exemple, etmécanisme
d’action de ces compos&8! En particulier au sein de notre laboratoire, liat# photobactéricide de
quelques photosensibilisateurs a fait I'objet desjelurs travau®> Des porphyrines nitroglucosylées
ont montré une efficacité sur des bactéries Grlors que des porphyrines polyaminées, quanea ell

une importante activité vis-a-vis des Gran absence de PMNP (figure 68).

-NH-(CHZ)A-spermidine
R= ou
-NH-(CHQ)A-spermme

COOR

COOR

(b)
Figure 68 : Photosensibilisateurs nitroglucosy#sf polyaminés (b) a activité antibactérienne.

Basée sur le méme principe que la PACT, la phétaflie antifongique est devenue a part
entiere une application de celle-ci. En effet, ¢mentation de la résistance vis-a-vis d’agents
antifongiques amenant de graves infections pap#bkogenes du genfandidaou Aspergillusa
renouvelé l'intérét de la PACT dans le domaine aléutte contre les champignons. Les propriétés
antifongiques des porphyrines ont été démontrélel@@but des années 1980 pariB, utilisant
Saccharomyces cerevisiaemme organisme modele et permettant d’évaluatdesmages cellulaires
induits par la photoinactivation des cellules eyotrs. L'efficacité de la photothérapie antifongicu

notamment été reporté vis-a-vis @andida albicans** >

(21 (3) Wood B., Natress B., Kirkham J., Shore R., Broake®obinson C.JJ. Photochem. Photobiol..BL999 50, 1-7;
(b) Nitzan Y., Ashkenazi H.Curr. Microbiol.,, 2001, 42, 408-414 ; (c) Taylor P.W., Luzio J.P., Staptef®.D., Drug
Discovery Today2002 7, 1086-1091; (d) Tomé J.P., Neves M.G., Tomé AQavaleiro J.A., Soncin M., Magaraggia M.,
Ferro S., Jori G.J. Med. Chem.2004 47, 6649-6652; (e) Salmon-Divon M, Nitzan Y., MaZ., Photochem. Photobiol.
Sci, 2004 3, 243-429; (f) Spesia M.B., Lazzeri D., PascualRosavera R., Durantini Hmmun. and Med. Microbigl.
2005 44, 289-295; (g) Caminos D.A., Durantini H., Porphyr. Phthalocya.2005 9, 334-342; (h) Banfi S., Caruso E.,
Buccafurni L., Battini V., Zazzaron S., Barbieri Prlandi V.,J. Photochem. Photobiol. 2006 85, 28-38.

(130 (3) Sol V., Branland P., Granet R., Kaldapa C., ¥eiinB., Krausz P.Bioorg. Med. Chem. Left1998 8, 3007-3010 ;
(b) Sol V., Branland P., Chaleix V., Granet R., Gatdh M., Lamarche F., Verneuil B., Krausz Bigorg. Med. Chem. Left.
2004,14, 4207-4211.

(131 (a) Ito T.,Photochem. Photobigl1981, 34, 521-524; (b) Ito A., Ito TPhotochem. Photobigl1983 37, 395-401.

(1321 () Zoladek T., Nguyen B.N., Jagiello |., Graczyk Rytka J.Photochem. Photobigl1997, 66, 253-259; (b) Bliss J.M.,
Bigelow C.E., Foster T.H., Haidaris C.G\ntimicrob. Agent Chemother2004 48, 2000-2006; (c) Lambrechts S.A.G.,
Aalders M.C.G., Van Marle JAntimicrob. Agent Chemothe2005 49, 2026-2034; (d) Fuchs B.B., Tegos G.P., Hamblin
M.R., Mylonakis E.,Antimicrob. Agent Chemothe2007, 51, 2929-2936; (e) Cormick M.P., Alvarez M.G., Ravé/.,
Durantini E.N.,Eur. J. Med. Chem2009 44, 1592-1599.

(1331 Carré V., Gaud O., Sylvain 1., Bourdon O., Spiro Blais J., Granet R., Krausz P., Guilloton M., Photochem.
Photobiol. B :Biol, 1999 48, 57-62.
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Bien que sa détection directe par les techniquestsscopiques dans les cellules photosensibilisées
nécessite la résolution de plusieurs problémesniqals, il est maintenant admis que I'oxygéne
singulet est I'agent oxydant principal impliqué gda photosensibilisation de nombreux systémes
biologiques mais l'implication de radicaux libres doit pas étre négligéé? Une autre approche de

la photothérapie dynamique antimicrobienne est mgpaous la forme d'un nouveau concept, les

surfaces photobactéricides.

4-5- Les surfaces photobactéricides : un autre asgiede la PACT

En 1978, Bezman et cdif® ont démontré que des suspensions de culture leamctés
d’Escherichia colsont tuées en présence de billes de polystyrenegnpes par un sensibilisateur, le
rose de Bengale, lorsque celles-ci sont irradiéesdp la lumiére visible. Le phénomene responsable
de cette photoinactivation bactérienne reposeasdifiusion de I'oxygéne singulet dans I'air, mise
évidence par Kautsk{*® au cours des années 1930. Le dispositif expéraherermettant de

démontrer cette propriété de diffusion de I'oxygeémgulet est illustré sur la figure 69.

hv

X
Particule de silice Pz
imprégnée detrypaflavine H,N N NH,

+
Diffusion de 10, e
Trypaflavine

Oxydation du vert de malachite
sur les particules adjacentes

Figure 69 : Mise en évidence de la diffusion deytgene singulet par Kautsi®!

Des particules de silice imprégnées d’'un photabiisateur, la trypaflavine (colorant sous la
forme d'un sel d’acridinium) sont capables d'induiaprés irradiation lumineuse, I'oxydation du vert
de leucomalachite adsorbé sur les particules dee sldjacentes. Grace a cette photooxydation,
observée de facon plutdt originale, Kautsky a pualérer la photogénération ainsi que la propriété
de diffusion de I'oxygéne singulet. D'aprés cesestiations, Midden et Wan@®” ont introduit en
1983 une approche nouvelle de l'étude de la phétafiie dynamique antimicrobienne avec le

concept de surfaces photobactéricides. En effetpriit démontré que I'oxygene singulet pouvait

(34 (3) Kanofsky J.R., Hoogland H., Weiss SJJBiol. Chem.1988 263, 9692-9696; (b) Ergaieg K., Chevanne M., Gillar
J., Seux R.Sol. Energy2008 82, 1107-1117.

(1% Bezman S.A., Burtis P.A., 1zod T.P.J., Thayer MRhptochem. Photobigl1978 28, 325-329.

(1361 (3) Kautsky H., de Bruijn HNaturwiss, 1931 19, 1043; (b) Kautsky H., de Bruijn H., Neuwirth, Baumeister W.,
Berichte 1933 66, 1588-1600; (c) Kautsky Hlrans. Faraday Soc1939 35, 216-219.

(137 Midden W.R., Wang S.YJ. Am. Chem. Sqd 983 105, 4129-4135.
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diffuser jusqu'a 200 nm dans I'eau et jusqu’a 1 dems I'air, & pression atmosphérique, ce qui les a

conduit a I'élaboration d’un tel concept.

Dahl et coll*® ont démontré que des bactéries de t$pknonella typhimuriunet Escherichia coli
déposées sur des membranes filtrantes sont détpareun photosensibilisateur, le rose de Bengale
immobilisé sur des billes de verre (situées a mdihsnm), qui n’étaient pas physiquement en contact
avec les membranes (figure 70). La diffusion deygene singulet dans l'air de 0,65 mm a été
démontrée par cette expérience ; de plus sa dwédeda été estimée a 0,76 ms. La séparation
physique du photosensibilisateur et des bactéiimpliquant qu’aucune interaction entre les
sensibilisateurs excités et les bactéries ne peoir dieu, élimine donc toutes les réactions de

photooxydation aboutissant a une photobactérisiglien un mécanisme de type |.

hv

| Rose de Bengale

a- Lame de verre, b- Bille de polystyréne imprégme€&ose de Bengale, c- Suspension de soucheiban&déposée sur membrane
filtrante.

Figure 70 : Schéma expérimental de Dahl ettil.

Une définition du concept des surfaces photobiaaiés, appliquée aux photosensibilisateurs
tels que les porphyrines, a pu étre établie pamBtiren 1994*% Ce concept a pour principe de
produire des surfaces possédant une activité phctédiicide de la maniére suivante; si un
photosensibilisateur de type porphyrine par exepgse incorporé dans une surface solide, alors en
présence de lumiere visible, de I'oxygene singdierait étre généré a sa superficie. L'oxygene
singulet, qui rappelons le, est une espece réatikique pour les cellules vivantes, réagit avec un
grand nombre de biomolécules et dans ce cas, ibremdige ou détruit les cellules et les
microorganismes présents a la surface. Si I'oxyggingulet ne réagit pas avec une biomolécule
environnante, il retourne a son état fondamentakale maniére inoffensive. Ce concept permettrait
de réduire la population des bactéries au contactetbe surface comme le montre le schéma ci-

dessous (figure 71).

(138 Dahl T.A., Midden W.R., Hartman P.Ehotochem. Photobigl987, 46, 345-352.
(139 Bonnett R., Buckley D.G., Galia A.B.B., Burrow T., S&vB., PDT sensitisers: a new approach to clinical applicas
in Biologic Effects of Light 1993ung E.G., Holick M.F. (Eds.), de Gruyter, Berlif94,303-311.

62
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Figure 71 : Concept des surfaces photobactéricides.

De ce fait, un polymere ne réagissant pas avegd&ne singulet, offre la possibilité d’'obtenir
des surfaces ayant des propriétés photobactériéidesng terme et ne produisant pas de produit

secondaire toxique pour I'environnement comme teduyits chlorés par exemple.

Les premiers résultats consistant a élaborer defaceg photobactéricides avec des porphyrines
comme photosensibilisateurs ont été décrits parn8mh’® Des films de cellulose régénérée
(cellophane), d'une épaisseur de 50 um, imprégnésparphyrine tétracationique (tétra N-
méthylpyridinium porphyrine tétratosylate) ont mentine activité photobactéricide sur les souéhes
aureus E. coli, B. subtilisainsi queP. vulgarisaprés 50 h d'irradiation. Deux mécanismes possible
sont considérés, I'action directe de I'oxygene glaggénéré a la superficie du film sur les cefiule

bactériennes ou la libération lente du photosdisabéur dans le milieu environnant.

Afin de pouvoir appliquer efficacement ce concegmslle domaine médical (stérilisation de surfaces
et textiles en milieu hospitalier par exemple)mpirégnation du photosensibilisateur au sein d’'une
surface polymérique doit amener la propriété dectpermanente et durable, sans libération du
photosensibilisateur. Pour cela, I'alternative ieuwm adaptée serait la fixation du photosensiligisa

par greffage chimique et plus précisément par ageficovalent.

Bozja et coll**" ont décrit en 2003 la synthése de fibre synthétjitnmobactéricide ; un dérivé aminé
de la protoporphyrine IX a été greffé sur des Bbde nylon 6,6 modifiées par I'acide polyacrylique
(augmentant ainsi le taux de greffage en photos#isateur) par I'intermédiaire d’'un lien amide.
Apres irradiation lumineuse, les fibres protopomatigues (illustré sur la figure 72) sont capahies

détruire la souch8. aureus

(1491 () Bonnett R., Buckley D.G., Burrow T., Galia A.B.Bev8lle B., Songca S.PJ, Mater. Chem.1993 3, 323-324; (b)
Bonnett R. Galia A.B.B.Biotechnol. Biotec. Eq1994 8, 68-74; (c) Bonnett R., Evans R.L., Galia A.B.Brpc. Soc.
Photo-opt. Instrum. Eng1997, 3191, 79-88.

(141 Bozja J., Sherrill J., Michielsen S., StojiljkovicJ. Polym. Sci. Pol. Chenr2003 41, 2297-2303.
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@ PpiXmodifiée
e—————== Acide polyacrylique

/\/\ Fibre de nylon6,6

Figure 72 : Nylon 6,6 protoporphyrinique élaboré Bazja!**!

Ces résultats démontrent qu'un photosensibilisatiel type porphyrine, possédant des
propriétés antibactériennes connues, peut gardepaavoir de photoinactivation (notamment par la

production d’oxygene singulet) méme si celui-cigrstffé chimiquement sur un support polymérique.

Dans le méme ordre d’idée, des films plastiquesglifaxtéricides ont été élaboré récemment au sein

BN

de notre laboratoire & partir de la cellulose eacitle gra$*? La fixation de porphyrines
fonctionnelles sur le polysaccharide modifié a perfobtention de films plastiques. Des laurates de
cellulose mésearylporphyriniques et protoporphyriniques ainseqies chloroacétates de cellulose
pyridylporphyriniques cationiques élaborés ont ménine activité photobactéricide vis-a-vis des
souche<. colietS. aureusLa figure 73 présente, a titre d’exemple, lesatres chimiques ainsi que
les photographies de laurate de cellulose protépoimique et de chloroacétate de cellulose

pyridylporphyrinique cationique.

Figure 73 : Films plastiques photobactéricides|gadate de cellulose protoporphyrinique et (bpobhcétate de cellulose

pyridylporphyrinique cationique, mis au point pamolit.*4?

Dans le cas ou le photosensibilisateur est liénichiement au support polymérique, le
mécanisme de photoinactivation (précédemment pi€sela figure 66) n'est plus approprié puisque
le photosensibilisateur ne peut pénétrer la cebaletérienne. Le mécanisme d’action est différent d
celui pour les porphyrines en solution ; I'oxygesiegulet, lui seul, est responsable de la destucti

des bactéries.

(1421 (3) Krouit M., Granet R., Branland P., Verneuil Bralisz P.Bioorg. Med. Chem. Let2006 16, 1651-1655; (b) Krouit
M., Granet R., Krausz PBioorg. Med. Chem2008 16, 10091-10097; (c) Krouit M., Granet R., KralszEur. Polym. J.
2009 45, 1250-1259.
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5- Objectifs du travail

Dans la continuité des travaux effectués au seimatre laboratoire, sur la conception de
surfaces antibactériennes, nous avons souhaitéorélalies tissus photobactéricides a motifs
porphyriniques. En effet ces nouveaux types de niaabé porphyrinigues n'ont jamais été étudié
malgré le fort intérét qu'ils représentent dantutée antibactérienne, dans des domaines ausgsvari
que la chirurgie, les textiles techniques, I'emdogdl, les milieux stériles, le transport,

'ameublement...

Nous nous sommes ainsi intéressés au coton qoomestitué de cellulose, comme matériau polymere.
Avec pour finalité d’élaborer des tissus possédaet activité antibactérienne durable et permanente,
la meilleure alternative serait I'utilisation dueffiage chimique. Ce dernier permettrait la créatiom

lien covalent entre le composé actif et le polymere
Ainsi ont été synthétisés, dans un premier temps, tibsus triazinymésearylporphyriniques par
fixation de porphyrines aminées (neutre, anionigueationique) sur la cellulose avec un lien 1,3,5-

triazine (figure 74).

Nao,$ SO Na

QA QA I

H H SO,Na
N N
o \ o \
N§<N (a) N§<N (b)
O O
OH . OH
HO o) HO o)
OH OH
OH n OH n

(0]
OH
* o)
o%o HO
HO. o)

OH

Figure 74 : Surfaces cellulosiques triazimgsearylporphyriniques, de nature (a) neutre, (b) aigjoe et (c) cationique.
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Dans un deuxiéme temps, le greffagentisetritolylporphyrine sur de la cellulose modifiée
par réaction de "Click-Chemistry" nous a permis labbérer des tissus triazolymése

tritolylporphyriniques (figure 75).

Qo

0 - Q

@)

éN
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HO
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*
O
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Figure 75 : Surface cellulosique triazafgEsetritolylporphyrinique.

OH

Enfin, un dérivé de porphyrine naturelle (la ppmigphyrine 1X) a été couplé par un lien amide
a la cellulose fonctionnalisée via une réactionpdlymérisation radicalaire pour former des tissus

porteurs de motifs protoporphyriniques (figure 76).

R, = -H ou Cellulose-CO-

L~

H,C—C—CO—NH

0 CHO
© zCA/O &
CHO o
(|3H2 OH
ROC—C—CH, R = -OH ou Pp IX-NH-

Figure 76 : Surface cellulosique protoporphyrinique

Pour compléter ce travail, un protocole a été @seoour évaluer 'activité antibactérienne de
ces nouveaux matériaux, vis-a-vis des bactériesaanQStaphylococcus aureust des bactéries a

Gram (Escherichia coli.
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Chapitre IT Tissus cellulosiques
triazinyl méso-arylporphyriniques
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1- Introduction

Comme nous l'avons indiqué a la fin du chapitrécpdent, la premiére stratégie de fixation
des photosensibilisateurs sur le coton a consiatéaaher le macrocycle porphyrinique sur le suippor
par l'intermédiaire d'un dérivé 1,3,5-triazine,dide trichlorocyanurique (ATC). Le schéma général

est présenté sur la figure 77.

(X = Cl ou OH)

jl\ ’
N
~ A\
OH + P-NH, + j‘l\ N SN o— N
P _<
Cl N Cl N
NH—P
coton porphyrine ATC tissu triazinyl
cellulosique aminée porphyrinique

P = porphyrine

Figure 77 : Schéma général de I'élaboration dssgisriazinyl porphyriniques.

2- Stratégie de synthese

En raison de la trés forte réactivité de la triazvis-a-vis de nucléophiles tels que les
fonctions -NH ou -OH, nous nous sommes attachés a synthétmér,dtabord, des porphyrines
(anionique, neutre et cationique) substituées garpositionmésopar un groupement aminophényl
(figure 78). Deux méthodes de synthése ont étécteffes, la synthese deésearylporphyrines
monofonctionnalisées pour I'élaboration du composétre2 et anioniqued, et la synthése dmése

arylporphyrinedrans hétéro di-fonctionnalisées pour celle du comp@g®gique?.

La 5-(4-nitrophényl)-10,15,20-triphényl porphyrind résulte de la condensation du 4-
nitrobenzaldéhyde, du benzaldéhyde et du pyrrdenda méthode des "aldéhydes mixtes". Aprés
réduction, la porphyrine aminée neuftela 5-(4-aminophényl)-10,15,20-triphényl porphgirest
obtenue, conduisant par sulfonation a la porphyan@née anionique8, la 5-(4-aminophényl)-
10,15,20-trisulfonatophényl porphyrine. Dans unetreauapproche, la 5-15-bis(mésityl)-10-(4-
nitrophényl)-20-(4-pyridyl) porphyring est le résultat, selon la méthode "2+2", de ladeosation du
4-nitrobenzaldéhyde, de la pyridine-4-carbaldéhgtdéumésa(meésityl)-dipyrrométhand, lui-méme
obtenu a partir de mésitaldéhyde et de pyrrole. Mralkylation suivi d'une réduction permet
d'obtenir la porphyrine aminée cationiqué la 5-(4-aminophényl)-10,20-bis(mésityl)-15-(N-
méthylpyridinium) porphyrine.
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Figure 78 : Schéma rétrosynthéthique des préciggeuphyriniques aminés.
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Afin de mettre en évidence le lien porphyrinezing et ainsi nous assurer de la faisabilité
d’une telle stratégie, nous avons réalisé la syetliles composé@sa 1l Les composés, 9 et11 sont
obtenus par réaction de I'ATC avec la porphyrinetre2 ou cationique?7, suivi de I'addition de
pipéridine. Concernant le proddio, il est le produit de la réaction entre la porfmgranioniques,
'ATC et la forme sulfanilate de sodium de ['acidaulfanilique. Enfin, les tissus triazinyl
porphyriniquesl?, 13 et 14, respectivement porteurs de la porphyrine neatmt@nique et cationique
proviennent de l'intermédiaire porphyrine-triazidechloré, intermédiaire trés réactif et non isolé
(figure 79).

—s —
NH N, R, N Cl NH,
T Y non isolé \“/ Y
N\(N N\(N
) [¢]
82R=R=_©,Ri=—u: > Rz 2.a;R:R1:—© 2:R=R1=~®
9 : idem 8 avec un motif R, = TPP-NH- 3-a: R=R,= _Q;sw 3:R=R;= O_

10 :R

—/0r —=/0r

v O
11:R Q = / N—CH etR, = 7NC>

coton 12 : R=R1=~©

coton13: R=R,= 50\1

coton 14: R=- Q = _<:/\H—LH!
—/0r

tissu triazinyl
méso-arylporphyrinique

N\(
o
OH
. o
HO
\ED%° '
Ho
OH °© n
OH

Figure 79 : Tissu cellulosique porphyrine-triazine.
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3- Syntheése des photosensibilisateurs aminés

3-1- Synthése de la mono-nitrophényl triphénylporpirine (TPP-NO,)

Nous avons utilisé la méthode des "aldéhydes sfixticrite par Littld™ présentée au

chapitre précédent (figure 80).

NO,
C Acide propanoique
1 + 3 + 4 / \ >
N Reflux, 1 h
H
H O H 0]

Figure 80 : Synthése de la TPP-NO

NO

QO I

2

o O

1
(7,2%)

Le produit attendu est obtenu par condensationpguole fraichement distillé et du
benzaldéhyde sur le 4-nitrobenzaldéhyde, en prigpsristoechiométriques, dans 'acide propanoique
a reflux, jouant le réle de solvant et de catalyska composé nitré est isolé avec un rendement de
7,2%. Ce rendement, certes modeste, reste néanmoinfiesrme a celui attendu pour ce type de
réaction et résulte de la formation des produitstdi et tétra-nitrés ainsi que de la polyméiimat

concomitante du pyrrole.

3-2- Synthése de la mono-aminophényl triphénylporpjrine (TPP-NH)

Une simple réduction de la porphyrine nitrée cgpondantel a été effectuée par le systéme

chlorure d’'étain/acide chlorhydrique en présenegide acétique a 70-80 °C (figure 81).

NO, NH,

QO I QO I

SnCl, / HCI, CH,COOH

70-80 °C,18 h

o O O

1 2
(80%)

Figure 81 : Synthése de la TPP-Npar réduction de la TPP-NO
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Aprés neutralisation avec une solution de sowelepimpose est isolé sans purification avec
un rendement de 80%. Ce résultat est conforme @ obkervé dans la littérature par Kruper et

coll 243

3-3- Syntheése de la porphyrine hydrosoluble anionige (TPPS-NH)

La porphyrine anionique hydrosoluble (TPPS.NEkt obtenue par la sulfonation par I'acide
sulfurigue des groupements phényles de la porpdyaminée2 (figure 82) au moyen d’une réaction

de substitution électrophile aromatique {SE

X Na0,S NH

QO I O

o - O o - O

5 Na0,S 3 SO,Na
(86%)

Figure 82 : Synthése de la TPPS-Nt#4r sulfonation de la TPP-NH

Apres neutralisation par le carbonate de sodiupréipitation dans le méthanol, le composé
3 est obtenu avec un rendement de 86%.

3-4- Synthése de la porphyrine aminée cationiqueans
3-4-1- Préparation du dipyrrométhane

Dans le but d’obtenir la porphyrine aminée catjoritrans 7 (figure 78), nous nous sommes
orientés vers la synthese thése(mésityl)-dipyrrométhand (figure 83) en utilisant la méthode de
Lindsey!™ décrite précédemment. Nous avons choisi de syséhéin dipyrrométhane encombré
pour éviter au maximum les phénoménes de scramidiatillés sur la figure 41), favorisant la

formation des isoméraganslors de la synthése de la porphyr/é’

(1431 Kruper W.J, Chamberlin T.A., Kochanny M.,Org. Chem.1989 54, 2753-2756.
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U TFA (0,2 éq.)
+ _—

NH TA, 30 min

(36%)

Figure 83 : Synthése dnése(mésityl)-dipyrrométhane.

Dans un premier temps, on fait réagir un excespyleole fraichement distillé avec le
meésitaldéhyde. Une quantité catalytique d’acid@ubioacétique est alors ajoutée et aprés dispariti
de l'aldéhyde de départ, le dipyrrométhahest isolé avec un rendement de 36%. A noter gale le
recristallisations successives ne nous ont pasipafiobtenir de meilleur rendement, conformément

aux résultats présentés dans la littérafdtre.

3-4-2- Obtention du composé aminé cationidu@ns

Le schéma général de synthése dedas porphyrine7 hétéro di-fonctionnalisée est présenté
sur la figure 84. Le précurseur porphyriniduest obtenu par la méthode classique de Linfi8egn
faisant réagir, en milieu Gi&l, & température ambiante, le dipyrrométhdnsur la pyridine-4-
carbaldéhyde et le 4-nitrobenzaldéhyde, dans dgsopions stcechiométriques. Le porphyrinogéne
intermédiaire est oxydé par fpechloranil pour mener a la porphyriseavec un rendement modeste
mais acceptable (18,2%) pour ce type de réactiéma lla formation ddrans di-nitro ettrans di-
pyridyl porphyrine. Ce résultat est comparable éxaeportés dans la littérature pour la synthése de
porphyrinetrans non symétrique hétéro di-fonctionnaliséd. Aprés une N-alkylation de I'extrémité
aryl pyridine par l'iodure de méthyle (3 heuresngitieu DMF a température ambiante), la porphyrine
cationique6 attendue est isolée avec un rendement de "J2%nfin le compos& a été obtenu,
comme le compose par réduction de la fonction nitro par le systésm&L/HCI/CH;COOH, avec un

rendement de 90%.

(144 Ravikanth M., Strachan J-P., Li F., Lindsey Ji®trahedron1998 54, 7721-7734.
45 Casas C., Saint-Jalmes B., Loup C., Lacey J., Meunjer Brg. Chem.1993 58, 2913-2917.
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TFA (1,8 éq.), CH,CI,
TA, 45 min

p-chloranil

TA, 90 min

| ! _ (18,2%)
porphyrinogéne

CH;l, DMF anhydre
TA,3h

SnCl, / HCI, CH,COOH
70-80°C,18h

(90%) (94%)

Figure 84 : Synthése detlansporphyrine?.

3-5- Caractérisations

Les porphyrines synthétisées ont été caractérpaespectroscopie UV-Visible, spectrométrie
de masse et RMN du proton.

3-5-1- Spectroscopie UV-Visible

Les spectres des composeés triphénylporphyriniGuéset trans porphyriniquesb, 6 et 7 ont
été réalisés dans le chloroforme alors que celyprdduit sulfoné3 a été effectué dans le méthanol.
Les spectres des porphyrines bases libres soypdeétio et présentent une forte bande d’absorption
(bande de Soret) vers 420 nm et quatre autres batidéensité plus faible vers 516, 552, 590 et 648

nm, notées respectivement QIV, QllI, Qll et QI. lrésultats sont reportés au tableau 3.
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Tableau 3 : Bandes caractéristiques des spectregitibe des composék 2, 3,5, 6 et7.

Amax (NM) ; coefficient d’absorption molaire(x 10° M™.cm?) & 25 °C.

Composés Soret QIvV Qlll Qll Ql g /g
12 420 (241) 516 (12,2) 552 (7,1) 591 (4,4) 647 (3,1) 1,42
2 421 (369) 517 (14,0) 554 (7,6) 591 (4,4) 648 (4,00 1,10
3P 416 (354) 514 (16,6) 552 (10,1) 590 (5,8) 648)4,8 1,21
5 419 (363) 515 (18,6) 550 (7,6) 590 (5,6) 648 (3,9) 1,44
6° 424 (158) 520 (14,2) 565 (11,7) 592 (6,7) 655)7,1 0,94
7 424 (76) 523 (14,0) 572 (7,2) 595 (5,4) 656 (4,7) 1,15

(a): CHCE, (b) : MeOH.

Le spectre de la porphyring (figure 85) présente une légere distorsion, papoe aux
spectres classiques de tyt@, des bandes | et Il conduisant a un spectre atgpagec une bande QI
d’'intensité supérieure a Ql¢; (s < 1). Cette inversion du rappait’s; a déja été observée dans notre

laboratoire pour des porphyrines hydroxylé&€!

Soret

Qv
Qi

0,5 \ Qll Ql

350 400 450 500 550 600 650 700 750
A(nm)

Figure 85 : Spectre UV-Visible du compd&édans le chloroforme (C = 9,35:401).

Pour la porphyrine sulfoné® un effet hypochrome est caractérisé par un dépiant de la
bande d’absorption de Soret (plus large) vers éel lpiar rapport au spectre du produit référehce
Cette caractéristique spectrale, accentuée enuxiigueux, témoigne d'un phénomeéne d’agrégation
(stacking) de type H, H-aggregate ou "face to f4¢8'L.e méme phénomeéne a été observé en solution

aqueuse sur des porphyrines glycosylées et catiesjgynthétisées dans notre laboraftifé*

(1461 Sygimoto T., Sada K., Tateishi Y., Suzuki T., eiYamaguchi K., Shinkai STetrahedron Lett2005 46, 5347-5350.
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Pour les porphyrines cationiqué®t 7, un important effet batochrome (déplacement dameuge) est
observé pour toutes les bandes d’absorptions ggoraau spectre du produit référereeNous
pouvons noter également une bande de Soret tmggeé{earactéristique des porphyrines cationiques),
conséquence d'un phénoméne d’agrégation égalemaig de type J, J-aggregate ou “"edge to
edge"™® Cette observation peut sembler contradictoire dmeprécédente, mentionnant un effet
hypochrome des porphyrines cationiques en solwgureuse, mais elle peut s’expliquer par le réle

prépondérant que joue le solvant sur les phénontagegation.

3-5-2-Spectrométrie de masse

Pour les composés neutte et anionique, les spectres MALDI (tableau 4) montrent le pic
quasi-moléculaire [M+H]attendu tandis que pour les composés cationifues, le spectre donne

I'ion [M-X] * ol X représente le contre-ion.

Tableau 4 : Spectrométrie de masse des comgaséga : MALDI, b : ESI).

Composés Masse monoisotopique calculée Masse de I'ion observé
(Da) (uma)
18 659,23 660,07 [M+H]
2° 629,26 630,11 [M+H]
3 935,07 936,09 [M+H]
4 264,16 263,03 [M-H]
5° 744,32 745,33 [M+H]
6° 886,25 759,20 [M-f]
7° 746,37 729,20 [M-OH]

(a): MALDI, (b) : ESL.

Le spectre de laans porphyrine cationique amin@eest présenté sur la figure 86.
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Figure 86 : Spectre de masse MALDI du compasé
3-5-3- RMN du proton

Les spectres de résonance magnétique nucléajpeothn des triphénylporphyrinds 2 et 3
ont été enregistrés a la fréequence de 400 MHz, acisloroforme deutéré pour les compo$gs et
dans le diméthylsufoxyde deutéré pour le com@d$#une maniére générale, le spectre RRtNde
cesmeésearyltriphénylporphyrines se compose de trois gesugle signaux (figure 87) ; les protghs
pyrroliques vers 8,80 ppm, les protons portés esatyles et les phényles entre 8,60 et 7 ppm ainsi

que les protons NH pyrroliques vers -2,80 ppm.

Figure 87 : Groupes des principaux signaux du sp&d¥IN'H (composéd-3).

L'étude détaillée des spectres RMN est présentée au tableau 5. Les progbpgrroliques
résonnent vers 8,90 ppm sous la forme d'un dogblgingulet ou sous la forme d'un singulet, sekon |
conformation adoptée par le macrocycle en fonatierla substitution du noyau aryle. Les protons,
portés par le noyau aryle, résonnent vers 8,40 gipvers 8,60 ppm pour les couplesgldt H; s avec
desJ; = 8,5 Hz pour le composé nittéalors que pour les composés amiéd 3, ils résonnent vers
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7,90 ppm et 7 ppm pour les couplessidt H; s respectivement, avec dés= 8,2 Hz. Ces différences
s’expliquent par le fait que les protongs€n ortho d'un groupement mésomere attracteur,(N&s

du composé) sont beaucoup plus déblindés par rapport awopsok ¢ ; contrairement a ceux qui
sont en ortho d’'un groupement mésomere donneus,(bik$ des compos@set 3) qui, quant a eux
sont blindés par rapport au couple de protoss Buant aux protons phényliques, pour les composés
1 et2, les protons ks résonnent a 8,21 pprd;(de I'ordre de 7 - 7,5 Hz) alors que les protong H
vers 7,75 ppmX = 7,3 Hz). Pour le compos® les protons phényliquessErésonnent a 8,20 ppm
avec desl; = 8,0 Hz (le proton en position 4 étant substitaé pn groupement sulfonyle) et se
trouvent déblindés par rapport au protosks lui résonnent quant a eux a 8,07 Biz< 8,0 Hz) ; ce
déblindage est du a la substitution des protonayiggies en position 4 par un groupement sulfonyle
qui exerce un effet mésomere attracteur sur le®mpscen ortho (couple 44). Enfin, les protons des

NH pyrroliques internes, se situant dans le céaidotropie de la porphyrine, sont fortement blgndé

a -2,80 ppm.
Tableau 5 : RMNH des porphyrines, 2 et3.
H 1° 2 P
Pyrrole
H, 8,89d(4,8)-886s 894d(4,7)-884d 8,98d(4,5)-892d
8,73d (4,8) (4,7)- 8,83 s (4,5)-8,83s
NHint -2,718 g, 2,15 g
-2,86 g,
Aryle
Hss 8,62 d (8,5) 7,04 d (8,2) 7,02d (8,2)
Hog 8,39.d (8,5) 7,99d (8,2) 7,89d (8,2)
Phényle
Hog 8,21d (6,8) 8,21d (7,6) 8,07 d (8,0)
Hs4s 7,76 d (7,3) 7,74 d (7,4) -
Has ; - 8,20 d (8,0)

(a) : CDCL,(b) : ds-DMSO; 8 en ppm, figure, (J en Hz).

Les spectres des porphyrineans 5, 6 et 7 ont été réalisés dans le chloroforme deutéré. Le
spectre RMN'H se compose de six groupes de signaux (figure B8) protongs-pyrroliques entre

8,80 et 8,60 ppm, les protons portés par les agtles pyridyles entre 9,70 et 7 ppm, les protoata
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portés par les mésityles vers 7,20 ppm, les prottass CH N-méthylpyridinium vers 5 ppm, les
protons des Cklortho et para portés par les mésityles entre & 8070 ppm ainsi que les protons NH

pyrroliques vers -2,60 ppm.

Mésityle

Ar-5

Figure 88 : Groupes des principaux signaux du sp&ivIN *H (composésrans5-7).

L'étude détaillée des spectres RMIN destrans mésitylporphyrines est présentée au tableau
6. Les protong-pyrroliques résonnent entre 8,90 et 8,60 ppm $ofisrme d’un doublet et singulet
ou sous la forme de plusieurs doublets et d'unutgigu encore sous la forme de plusieurs doublets
uniguement, selon la conformation adoptée par leroggcle en fonction de la substitution du noyau
aryle et pyridyle. Les protons,kl pyridyles résonnent a 8,95 ppk € 5,1 Hz), plutdt déblindés
(composéb) du a l'effet inductif attracteur de I'hétéroatorar o tandis que ceux des compo$es
(9,36 ppmJ; = 6,2 Hz) ef7 (9,67 ppm) sont d’autant plus déblindés car I'azhi noyau pyridyle est
chargé positivement, l'effet attracteur s’en trousagmenté. Pour les protons pyridylessH
I'observation est identique, ils résonnent a 8, [{J; = 5,1 Hz) pouls et a 8,73 ppmlg = 6,2 Hz)
pour6 et7, valeurs plutot élevées par la présence d’'un béteéme au sein du cycle. Pour les protons
aryles, les couples 44 résonnent a 8,55 ppm et les coupleg & 8,33 ppm avec dek = 8,4 Hz
concernant les produits nitrés. Pour le comphs®bservation est identique que précédemmeny ; il
a un blindage pour les deux couples de protons be@igcoup plus important pour legsH6,99 ppm)
que les Hg (7,91 ppm) avec de% = 8,2 Hz. Pour les trois composés, on retrouvesigsaux des
protons portés par le groupement mésityle, a sdesiH méta a 7,18 ppm, les H porté par leg CH
para a 2,56 ppm et les H porté par les;©Hho a 1,76 ppm. A noter que les protons du; GH
méthylpyridinium résonnent quant a eux vers 5 pjur pes composés cationiqué®t 7. Enfin, les
protons NH pyrroliques internes, se situant dartdiee d’anisotropie de la porphyrine, sont fortemen

blindés vers -2,70 ppm.
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Tableau 6 : RMNH des porphyrines, 6 et7 dans CDGJ.

H 5 6 7
Pyrrole
Hy 8,69 d (4,6) - 8,6845 8,87d(4,1)-8,78d 8,84d(4,7)-8,68s
8,63 d (4,6) (4,8)-8,69d (4,7) 8,61d (4,7)
8,64d (4,7)
NHint -2,73 g, -2,69 g, -2,58 g,
Pyridyle
Hos 8,95d (5,1) 9,36 d (6,2) 9,67 g
Hss 8,11d (5,1) 8,73 d (6,2) 8,73 d (6,2)
N-CH3 - 488s 5,03s
Aryle
Hss 8,55d (8,4) 8,55d (8,4) 6,99d (8,2)
Ho6 8,33d(8,4) 8,31d (8,4) 7,91d (8,3)
Mésityle
H méta 7,18 s 7,19 s 7,18 s
CHj; para 2,56 s 2,56 s 2,54 s
CH; ortho 1,76 s 1,74 s 1,73 s

Le spectre RMNH de latrans porphyrine5 est présenté sur la figure 89.

& en ppm, figure, (J en Hz).
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Figure 89 : Spectre RMM de latrans porphyrines.

4- Formation du lien porphyrine-triazine

Avant d’élaborer les tissus triazinyl porphyringgu et étant donné que lintermédiaire
triazinique est tres réactif et non isolable, nausns voulu nous assurer de la formation du cormplex
porphyrine-triazine. Pour cela, nous avons uti#igéactifs aminés différents pour la substitutiotale
du cycle triazine ; la pipéridine dans le cas deplpyrines2 et 7 et le sulfanilate de sodium pour la
porphyrine3. Avant de présenter la synthése et la caracténsakes produit8 a 11, nous nous

proposons de présenter brievement quelques asfeelaschimie de 'ATC.

4-1- L’acide trichlorocyanurique (ATC)
4-1-1- Propriétés

Les dérivés 1,3,5-triazine sont connus depuis dbutl du 19 siecle. Leurs domaines
d’application sont tres répandus et concernent diess les industries pharmaceutiques, textileduet
caoutchouc. lls sont également utilisés comme @ds8, colorants, explosifs ou encore agents actifs
de surface. La chimie des triazines a fait I'olfjetnombreuses revug¥! Parmi les dérivés triazine
connus, l'acide trichlorocyanurique revét d’'une maissance particuliére en raison de la réactivité

régiosélective en fonction de la température desies de chlore vis-a-vis de nucléophiles (figure 90

(147 (@) Smolin E.M., Rapoport Linter. New York, NY1959 (b) Mur V.1., Russ. Chem. ReWw964 33, 92-103; (c) Quirke
M.E., Katritzky A.R., Rees C.WComprehensive Heterocyclic Chemistig. Pergamon: New York, NY984 3, 457-530;
(d) Comins D.L., O’'Connor, Katritzky A.RAdvances in Heterocyclic Chemistiyd. Academic: New York, NY988 44,
243; (e) Bartholomew D., Boulton A.Zomprehensive Heterocyclic ChemistryBH. Pergamon: Oxfordl996 6, 575; (f)
Giacomelli G., Porcheddu A., De Luca ICurr. Org. Chem.2004 8, 1497-1519; (g) Blotny GTetrahedron 2006 62,
9507-9522.
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De plus, ce réactif est disponible commercialendetres faible colt et associé a des applications de

plus en plus attractives.

I )Ni )Ni )Ni
N| SN HNu,0°C N| SN HNu,, T N| SN HNg, 70°C N| SN
—_— L 5 ——2_amb_,, —_—
)\/)\ - HCl )\/)\ - HCl )\/)\ - HCI )\/)\
c” SN Sal c” N Tal Nuy” N7 al Nup” N7 N,

Nu = nucléophile comme ROH, RSH, RNH,

Figure 90 : Réactivité thermo-dépendante de I'ATC.

Le déplacement facilité des atomes de chlore AIEQ’ par une variété d’agents nucléophiles,
en présence d'un accepteur de chlorure d’hydrogeoemme les carbonates et bicarbonates de
sodium, les hydroxydes ou les amines tertiaires}, de ce réactif un composé de choix pour la

préparation de mono-, di- et tri-substitué 1,3i&zine.

Des regles empiriques, basées sur les observat@pgérimentales, ont pu étre établies; la
monosubstitution des chlores s’effectue a 0 °C oterapérature plus faible, la disubstitution a
température ambiante et enfin la trisubstitution plus hautes températures, 60 °C et au-dela. Ce
contrble de la substitution des atomes de chloesslg température, autrement dit cette réactivité
thermo-dépendante, améne un large éventail deljiiaésilans les synthéses multi-étapes. Ce modele
de substitution dépend également de la structurenutiéophile (basicité, facteurs stériques et

nucléophilie), des substituants déja présent scydke triazine et de la nature du solvant employé.
4-1-2- Quelques applications

L'intérét croissant de 'ATC en synthese organiglexplique dans sa capacité a activer des
réactions, mettant en jeu la transformation de mggeufonctionnels, telles que des réactions de
déshydratation, d’halogénation, d'interconversioa droupes fonctionnels (activation d’acides
carboxyliques ou réarrangement de Beckmann supxie®es), d’oxydation, de réduction ou encore

de protection-déprotection.

4-1-2-1- Déshydratation

En 1980, Olah et cdft?® ont reporté la préparation de nitriles & partmndides primaires
(figure 91) dans le DMF. Récemment, la conversierdivers formamides en isonitriles en présence

de base, activée par irradiation micro-ondes et AAC a été étudié&*”!

(1481 Olah G.A., Narang S.C., Fung A.P., Gupta B.GSnthesis198Q 12, 657-658.
(1491 porcheddu A., Giacomelli G., Salaris M.,Org. Chem.2005 70, 2361-2363.
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Cl

ATC, base +

P
~ AN -
H/N\fo —_— |N N| N — » R—N=C
H O N Cl

H

intermédiaire O-acyl

Figure 91 : Synthése d'isonitrile a partir de fomige activée par I'ATC.
4-1-2-2- Halogénation

Bien que Sandlef®” ait utilisé I'ATC pour la préparation de chlorurdalkyle & partir de
leurs alcools correspondants, Giaconm&tl a considérablement amélioré la réaction de clidoratar
I'utilisation simultanée de 'ATC et du DMF (figui@2). En 2003, Blotn{*? a également présenté la
préparation des chlorures de sulfonyle.

Cl

/]\ H Me
N7 /

Cl
N A
| + 7N > SNFTH — > R
b o I
Cl N Cl e
intermédiaire type Vilsmeier-Haack

Figure 92 : Chloration d’alcools par le systeme ADKIF.

4-1-2-3- Interconversion de groupes fonctionnels

L'activation des acides carboxyliqgues mettantenljATC est I'exemple le plus couramment
rencontré. A cet effet, I'intermédiaire 2,4,6-tiyluxy-1,3,5-triazine sous I'action de diverses agsin
de diazométhane ou encore d'azoture de sodium amipet’obtention d’amide8®® de

diazocétoneS> ou encore d’acyl azidéS® respectivement (figure 93).

R—{ amide

R'NH,
o}

c' o

0 o7 ™R o i
= NN )\ CHN, R diazo
* J|\ )\ o N7 o = cétone
- “ N < )j\ )I\ )\ )J\ ’
7
R” o

N O R

\J

NaN,
intermédiaire tri O-acyl

< acyl
R azide
N3

Figure 93 : Transformation d’acide carboxylique fiatermédiaire de I'ATC.

(150 sandler S.R.). Org. Chem.1970Q 35, 3967-3970.

(51 pe | yca L., Giacomelli G., Porcheddu Mrg. Lett, 2002 4, 553-555.

(152 Blotny G., Tetrahedron Lett.2003 44, 1499-1501.

(153 Rayle H.L., Fellmeth LOrg. Process Res. Dewt999 3, 172-176.

(%4 Forpes D.C., Barrett E.J., Lewis D.L., Smith M. Tetrahedron Lett.200Q 41, 9943-9947.
(1% Bandgar B.P., Pandit S.9etrahedron Lett2002, 43, 3413-3414.
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4-1-2-4- Oxydation/Réduction

De Luca et colt® ont préparé une variété d’aldéhydes, de cétondsetino aldéhydes N-
protégés par oxydation d’'alcools correspondantshod@ alternative & I'oxydation de Swern. La
réduction d'acides carboxyliques en alcools cowadpnts dans le systéme borohydrure de

sodium/eau en présence d’ATC a été reportée parrfi&f”

4-1-2-5- Protection/Déprotection

Une méthode efficace de protection sélective d@liprimaire par un groupement formyle a

été mis au point par De Luca et dbif! utilisant 'ATC et le DMF en présence de fluorate lithium.

D’aprés les exemples cités, I'attractivité de cmposé en synthése organique n’est plus a démontrer.
Ses applications sont multiples notamment dansylghése de dendriméres et de complexes

supramoléculaires ou encore dans la synthése ee gbtide!*® **°l
4-2- Porphyrine neutre-triazine-pipéridine

4-2-1- Monomére porphyrinique

Le composé neutr@ est obtenu apres réaction entre la porphyrine é@inla triazine et la

pipéridine (figure 94).

O A
O A

1) ATC (1,2 éq.), DIPEA (1,2 éq.)
THF, 0 °C, 15 min

>

2) pipéridine (10 éq.), DIPEA (2,4 éq.) -
THF, reflux, 24 h O
NH N N
B
N

N A
NHZ Y

(78%)
Figure 94 : Monomeére porphyrine neugrriazine-pipéridine.

A 0 °C, I'ATC est ajouté a une solution porphyginé 2. Un atome de chlore est substitué

apres seulement 15 minutes pour former le prodcitlaré triazinigue monosubstitué (intermédiaire

(5 e | yca L., Giacomelli G., Porcheddu A.,Org. Chem.2001, 66, 7907-7909.

(57 Falorni M., Porcheddu A., Taddei Mietrahedron Lett.1999 40, 4395-4396.

581 pe |uca L., Giacomelli G., Porcheddu A.,Org. Chem.2002 67, 5152-5155.

(159 steffensen M.B., Hollink E., Kuschel F., Bauer Mmanek E.E.,). Polym. Sci. Part A: Polym. Cherf006 44, 3411-
3433.

(189 carofiglio T., Schiorlin M., Tonellato UJ. Porphyr. Phthalocya2007, 11, 749-754.
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tres réactif non isolé). La substitution complete @ycle triazine est réalisée aprés action de la
pipéridine, le compos8 est isolé avec un rendement de 8% utilisation d’'une base, ici la

diisopropyléthylamine ou DIPEA, a permis de neigaall'acide chlorhydrique libéré.
4-2-2- Dimére porphyrinique

Mettant en jeu la méme réaction que précédemriedimere porphyrinique a été synthétisé
(figure 95).

S - O O~ 0 QG o0

1) ATC (1,2 éq.), DIPEA (1,2 éq.)
THF, 0 °C, 15 min
2) porphyrine 2 (1 éq.), DIPEA (1,2 éq.)
THF, TA, 4]

>»
»

3) pipéridine (5 &q.), DIPEA (2,4 éq.)
THF, refiix, 3 h O O O O
O O v
2

NH, |

z_/<z

<

-

(72%)
Figure 95 : Dimére porphyriniqué

Le produit intermédiaire réactif monosubstitugnié apres 15 min a 0 °C, a cette fois-ci subit
l'attaque d’'un second équivalent de porphyrine @mid durant 4 jours. Le dimere fin&l, aprés
'action de la pipéridine sur lintermédiaire chéottriazinyl di-porphyrinique, est isolé avec un
rendement de 729"

4-3- Porphyrine sulfonée-triazine-sulfanilate de stium

Selon le méme principe que pour I'obtention du ameére et dimere neutre porphyrinique, le
composélL0 est obtenu (figure 96) a partir de la porphyrinkéonée3.

(181 carofiglio T., Varotto A., Tonellato UJ. Org. Chem.2004 69, 8121-8124.
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NaO,S SO,Na

NaO,S SO,Na

1) ATC (1,2 &q.), NaHCO, (1,2 éq.)
H,0, 0 °C, 30 min

>

2) sulfanilate de Na (10 éq.), NaHCO; (2,4 éq.) SO;Na
H,0, reflux, 24 h
NaO,S NH N, NH
Y
N

A
NaO,S 3 NH, Y

NH

N
SO,Na
10
(90%)
Figure 96 : Porphyrine sulfon&driazine-sulfanilate de sodium.

Le composé3 étant soluble dans I'eau, nous avons choisi ddise¢ala substitution
nucléophile de la triazine en milieu aqueux en gmés de sulfanilate de sodium et en utilisant le

carbonate de sodium comme base. Le compOsst isolé avec un rendement de 90%.

4-4- Porphyrine cationique-triazine-pipéridine

La réaction entre la triazine et la porphyrindardtiue7 est réalisée de facon similaire a celle

du compos® (figure 97). Le composé désité est isolé avec un rendement de 52%.

+
Nz

SN Q

+
=

OH\/ Q

1) ATC (1,2 éq.), DIPEA (1,2 éq.)
THF, 0 °C, 30 min

>

>
2) pipéridine (10 éq.), DIPEA (2,4 éq.)
THF, reflux, 24 h O
NH N _N
Y
N

’ D

1
(52%)

Figure 97 : Porphyrine cationiqdetriazine-pipéridine.

4-5- Caractérisations

4-5-1- Spectroscopie UV-Visible

Les spectres UV-Visible des compo$e9 et 11 ont été réalisés dans le chloroforme et celui

du composd 0 dans le méthanol (tableau 7).
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Tableau 7 : Bandes caractéristiques des spectregitibe des composéd 9, 10 et1l.

Amax (NM) ; coefficient d’absorption molaire(x 10° M™.cm?) & 25 °C.

Composés Soret Qv Qlll Qll Ql & /g
8 420 (723) 516 (18,4) 552 (11,8) 591 (6,1) 647 (4,6) 1,33
9 421 (1047) 517 (46,3) 553 (29,3) 591 (15,5) 647512 1,24
10° 415 (254) 519 (10,4) 557 (7,0) 586 (4,8) 641 (3,4) 1,41
17° 423 (146) 521 (12,7) 567 (11) 592 (8,2) 654 (6,6) 241

(a) : CHC, (b) : MeOH.

Les spectres obtenus sont caractéristiques detrepele typestio. Pour le compos&0, un
déplacement vers le bleu est observé comme paamposé3 (phénomene d’agrégation de type H).
Notons que les valeurs des coefficients d’absanptimlaire sont beaucoup plus importantes pour le
composé traduisant un effet hyperchrome. En effet, la @nés de deux unités porphyriniques liées

entre elles par un noyau triazine amene a un complautement conjugué.

4-5-2- Spectrométrie de masse

Comme pour les précurseurs aminés, I'analyse mamtrpic quasi-moléculaire [M+Hpour

8, 9 et10 et [M-OH]J" pour le composé cationiqué (tableau 8).

Tableau 8 : Spectrométrie de masse des comBp8¢&Oet 11

Composés Masse monoisotopique calculée Masse de I'ion observé
(Da) (uma)
8 874,42 875,14 [M+H]
9 1418,59 1419,22 [M+H]
107 1400,05 1401,09 [M+H]
11° 991,54 974,67 [M-OH]

(a) : MALDI, (b) : ESI.
4-5-3-RMN du proton

D’une maniére générale les spectres sont sinsl@resux obtenus pour les porphyrines bases
libres correspondantes avec deux groupes de sigaupplémentaires ; les protons de la pipéridine

pour8, 9 etllet les protons aromatiques du noyau sulfanyle pOur
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Les signaux caractéristiques sont :

- les protong-pyrroliques entre 8,60 et 8,95 ppm ;

- les protons pyridyles a 8,73 ppm pour le couple &t & 9,73 ppm pour le couple fainsi
gue les protons du GHN-pyridinium a 5,05 ppm pour le compdkg;

- les protons phényles entre 7,70 et 8,20 ppm psurdeposés-10 et les protons aryles entre
7,60 et 8,20 ppm ;

- les protons mésityles a 7,20 ppm pour les H n#&t&a54 ppm pour les GHpara et a 1,73
ppm pour les Cklortho concernant le compo$é;

- les protons pipéridyles entre 3,75 et 4 ppm posiHeet entre 1,60 et 1,70 ppm pour les, H
sous la forme d’un singulet concernant les comp8séet11 ;

- les protons sulfanyles a 8,22 ppm pour le comji@sé

Notons que pour le compo8¢les protons NH pyrroliques integrent pour 4 H tanatten évidence le

dimére porphyrinique.

L'étude détaillée des spectres RMM des complexes porphyrine-triazine est reportémlaleau 9.
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Tableau 9 : RMNH des porphyrines, 9, 10 et11

H 8 P 10 122
Pyrrole
Hy 8,95d (4,7)-8,84 8,96 d (4,7) - 8,94 8,93 s 8,85d (4,6)
d(5,1)-8,83s d(4,8)-8,83d 8,86 s 8,67 s
(4,8)-8,82s 8,62 d (4,6)
NHint. -2,75 g, -2,76 g, -2,89 g -2,60 g
Pyridyle
Hoe - - - 9,73 g
Hss - - - 8,73 s
N-CH; - - - 505s
Phényle
H,e 8,21d (7,7) 8,20 m 8,22d (7,9) -
Hsas 7,76 m 7,73 m - .
Has - - 8,07 d (7,9) -
Aryle 8,14 d (8,4) 8,21d (8,4) 7,85m 8,05d (8,2)
Has 8,0d (8,4) 8,08 d (8,4) 7,60 m 7,93d (8,2)
H2,6
NH 7,07 g, 745 - -
Mésityle i i i 7.20's
H méta i i i 254s
CH; para i i i 1735
CH; ortho
Pipéridyle
H, 3,84s 3,98 s - 3,76 s
Hg,y 1,66s 1,73s - 1,57s
Sulfanyle - - 8,22 m -

(a) : CDCL, (b) :de-DMSO; 6 en ppm, figure, (J en Hz).
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Le spectre RMNH du composé cationique pipéridyl triaziniglieest présenté sur la figure 98.

=
HO \ | O
CH;orthomésityl
(J oy “\Y“O
H métamésity| CH;paramésityl A AN
o H g.y-piperidy!
H g-pyrroliques Ha-pipéridyl /
H ridyl
2o PYIEY IJ_\ Hagaryl Hasaryl l ! .
l/// | || NH pyrroliques
H 6 pyridyl m “ N+-(_:H3 f ||uI . l
_" e b S || S .-\J ‘}: . — .-l"A._!.L ' 1 00 J'x_---""‘ v I"--)ll" N - e
10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 0 A 2 3 ppn

Figure 98 : Spectre RMM du composé cationiquil.

La synthese des compos®s 11 nous a permis de caractériser le lien porphyrniaeine.
L’intermédiaire porphyrinique triazinyl dichloré pochaque précurseur aminé va pouvoir étre engage

dans la réaction de greffage avec le tissu ceijlies

5- Tissus triazinyl porphyriniques

Afin d’élaborer des tissus de coton (constituéscelulose) porphyriniques, I'intermédiaire
réactif porphyrine-triazine dichloré est tout d'atbhdormé, comme décrit précédemment. Dans un
second temps, l'action du coton cellulosiguesitu sur ce dernier va permettre la fixation de la
porphyrine (figure 99). La réaction entre le mat#llulose-OH et 'ATC (substitué ou non) est

similaire a celle avec un motif R-NKsubstitution nucléophile).

(X = Cl ou OH)

X

4,
:<

Cl
OH + CI—</N_<N _— OA</N
N== N

4<

NH—P NH—P
coton intermédiaire tissu triazinyl
cellulosique porphyrine P - triazine porphyrinique

Figure 99 : Greffage du coton sur I'intermédiaiceghyrine-triazine.

91



5-1- Elaboration des tissus

L’élaboration des tissus a partir des précursammmeés est présentée sur la figure 100. Le
précurseur amin@, 3 ou 7 est mis en présence d’ATC a 0 °C ; aprés formaden’intermédiaire
porphyrine-triazine, le coton cellulosique (3,5 % 8m), préalablement traité en milieu basique, est
ajouté au milieu réactionnel. Pour les porphyri@est 7, le greffage est effectué dans le THF en
présence d’'une base (DIPEA), alors que pour lahyoime 3, le greffage est réalisé en solution
aqueuse en présence d'une solution saturé de NaHE®tissus triazinyl porphyriniqué, 13 et14
obtenus apres 24 heures sont fonctionnalisés parpdyrine neutr@, la porphyrine anioniqug et la

porphyrine cationiqué, respectivement.
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NH,

()
Q2

1) ATC (1,2 éq.), DIPEA (1,2 éq.)
THF, 0°°C, 15 min O O

2) coton, DIPEA (1,2 éq.) NH

THF, reflux, 24 h X\(/N\\(

\

NaO,$ SO Na
g

NaO,S NH,

1) ATC (1,2 éq.), NaHCO, (1,2 éq.)
H,0, 0 °C, 30 min O O

; N SO,Na
2) coton, NaHCO; (1,2 éq.) N. N
H,0, reflux, 24 h X\(\\g

NaQ;S SO;Na * ] HO
3 % *
HO Yo

\

1) ATC (1,2 éq.), DIPEA (1,2 é4.)
THF, 0 °C, 30 min O O

2) coton, DIPEA (1,2 éq.) N\(NH
THF, reflux, 24 h X/
X\

\

(X = Cl ou OH)
Figure 100 : Elaboration des tissus triazinyl pgrptiques.

Le taux de greffage des porphyrines sur le tisstéealéterminé par mesure de I'absorbance a
420 nm (bande de Soret) du photosensibilisatetanten solution. Les résultats de la quantitétd’ac
par carré de coton et du taux de greffage obteauslps cotond2, 13 et 14 a partir des précurseurs

aminés correspondar?s3 et 7 sont présentés au tableau 10.
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Tableau 10 : Dosage quantitatif par UV-Visible.

Porphyrine Quantité initiale Quantité d'actif Taux de greffage
L Cotons . L. 4
initiale en porphyrine aminée (par carré de cotorf) (%)
2 12 17,5 umol 10 pmol 57
3 13 11,2 pmol 8,2 pumol 73
7 14 14 pmol 7,5 pmol 54

(a) carré de 3,5 x3,5cm.

Les taux de greffage pour les cotons triazinyppgriniques varient de 54 a 73%. La quantité
d’'actif greffé est indépendante de la nature dedephyrine (7,5 a 10 umol). Ces valeurs sont a
corréler avec les rendements obtenus pour la éisation du lien porphyrine-triazine présentéssdan
le chapitre précédent. En effet, le meilleur renglehavait été obtenu pour le compd€490%) et le
meilleur taux de greffage a également été obtenu pe méme composé. La réactivité est donc
influencée par la nature de la porphyrine.

5-2- Caractérisations des surfaces

Les surfaces obtenues ont pu étre caractériséesppatroscopie IR par réflectance (ATR-
FTIR), UV-Visible par réflectance diffuse (DRUV),nalyse thermogravimétrique (ATG) au
laboratoire SPCTS de l'université de Limoges etmparoscopie électronique a balayage (MEB) au

service de microscopie électronique de I'univerdéd.imoges.

5-2-1- IR par réflectance (ATR-FTIR)

Afin de mettre en évidence le caractéere covalentla liaison porphyrine-cellulose par

I'intermédiaire du noyau triazine, les spectres AHRR ont tout d’abord été réalisés (figure 101).
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Figure 101 : Spectre ATR-FTIR ; (a) coton initiale) cotons modifiés.

Le spectre du coton initial (a) fait apparaitre $&gnaux classiques de la cellulose ; 3340 cm
(von), 1430 cnt (vch) et 1325, 1045 cth (vco, dco). Sur les cotons modifiés, des signaux trés
caractéristiques ont été observés ; 1726 et 1660pcmr le cotorl2, 1730 et 1655 cthpour le coton
13 et enfin 1636 et 1562 chpour le cotorl4. Ces valeurs sont relatives aux vibrations dediaides
fonctions amide ; en effet le dernier chlore duawyriazine est substitué par un hydroxyle (présent
dans le milieu réactionnel) amenant une fonctiontyge iminol qui est déplacée par tautomeérie vers

sa forme la plus stable, une forme amide cyclifgere 102).

H (. H
NN r} N Porphyrine \O\ N Porphyrine (0] N Porphyrine
~ \(/v‘\( ~ \( \( Y Y
N N N N N N

Y
Cellulose Cellulose Cellulose

Figure 102 : Création d'un amide triazinique patdeérie.

De plus, la présence d’un signal & 1352' coaractéristique du groupement iminium, pour le
coton14 confirme la présence du groupement pyridinium. ibsations de déformation des doubles
liaisons C=C aromatiques relatives aux macrocyptephyriniques sont également présentes dans la
zone 800-900 cih
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Ces observations permettent de confirmer le camctgvalent entre le photosensibilisateur et lercot

cellulosique par I'intermédiaire du lien triazine.

5-2-2- UV-Visible par réflectance diffuse (DRUV)

La spectrophotométrie UV-Visible par réflectandifude (DRUV) est principalement utilisée
pour caractériser des surfaces portant des chrasnegph Utilisant une sphére d'intégration en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE ou Tefft)n cette méthode permet de mesurer la lumiéresgifaprés

absorption par le chromophore. L'analyse DRUV eésentée sur la figure 103.

Soret
1 4
—— Coton 12
—— Coton 13
— Coton 14
A
0,5 Qv Qln
e W r Nl
~/ e - al
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\iw e \\g//—\\ N .
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S \\
0
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Figure 103 : Spectre UV-Visible par réflectance tigsus triazinyl porphyriniques.

Avec pour finalité la mise en évidence des porpteg a la surface du matériel cellulosique, la
spectroscopie UV-Visible a été réalisée pour leslpits 12, 13 et 14. L'analyse montre des spectres
similaires a ceux des compos2s3 et 7 en solution. Les principaux signaux correspondant
I'absorption du photosensibilisateur ont été obsenla bande de Soret dans la zone 420-430 nrs et le
bandes Q entre 510 et 650 nm. Les valeurs des raakabsorption des porphyrines libres en solution

comparées a celle des porphyrines supportées selllitose sont résumées au tableau 11.
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Tableau 11 : Données électroniques des maximaarptien en UV-Visible.

Composeés| Soret (nm) Q (nm)
28 421 517, 554, 591, 648
coton12 422 518, 555, 594, 649
3 416 514, 552, 590, 648
coton13 425 521, 559, 594, 650
7° 424 523, 572, 595, 656
cotonl14 425 520, 557, 595, 655

(a) : CHCL ; (b) : MeOH.

Les bandes maximales d’absorption du cdBrsont déplacées dans le rouge par rapport au
composé de référen@ Pour la bande de Soret, cette augmentation da 8t la conséquence du
caractére greffage covalent de la part du photdsiésateur. La porphyrine anionique subit des
phénoménes d’agrégation en solution de type "fadade" qui entraine un déplacement vers le bleu,

phénomeénes qui ne sont plus observables une fpapdnyrine supportée a la cellulose.

L’absorption entre 510 et 650 nm (bandes Q) im@lique la conformation plane du macrocycle a la
surface du polymere n’est pas affectée. Cependprlques observations sont a corréler a la
modification de I'état du photosensibilisateur @aa# d’un état libre & un état supporté) :
- réduction du rapport bande de Soret/bandes Q, dumea perturbation au niveau des
coefficients d’extinctions molaires)(
- élargissement des bandes d’absorption électrorflzarede de Soret et bandes Q), attribué aux
interactions entre électronsdu macrocycle aromatique et les fonctions hydmesylibres

présentes en surface du support cellulosique.

Ces différentes observations nous permettent digtane conformation possible du complexe

porphyrine-cellulose mettant en évidence les ictaras de type (figure 104).

Figure 104 : Conformation possible du complexe pgripk-cellulose.

97



Ces analyses montrent le changement d’état dwgdmasibilisateur (état supporté) et valident
les conclusions de I'analyse ATR-FTIR quant a kspnce du lien covalent entre les porphyrines et le
polymere. Ces observations sont similaires avdesetportées par Rahiman pour des porphyrines de

vanadium encapsulées au sein d’une structure méscmoa base de silit&!
5-2-3- Analyse thermogravimétrique (ATG)

Nous avons entrepris les analyses ATG sur leacesfcellulosiqgues modifiées. A cet effet,
nous avons enregistré les variations de masseuwas dn cycle thermique entre I'échantillon étudié
et un corps témoin inerte (dépourvu d’effets theums, ici I'alumine). Les températures auxquelles
interviennent ces pertes de masses constituennhfiemations importantes pour l'identification des
phénomenes physico-chimiques impliqués, inhérdatsructure du polymere. Les courbes ATG des
cotons modifiéd 2, 13 et14 sont présentées sur la figure 105.

—— Coton
---------- Coton 12
e COtON 13

R T T Coton 14
-40 3

Perte de masse (%)

-60 4

-80 4

-100

0 100 200 300 400 500 600
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Figure 105 : Courbes ATG des tissus triazinyl poristigues.

Les courbes montrent que les modifications chiesgantrainent des variations quant a la
stabilité thermique des surfaces. Jusqu’a 200&@ette de masse correspond, dans un premier temps,
a la déshydratation du matériel puis dépend dwasbhutilisé lors du greffage ; en effet pour letoos
12 et 14 (solvant organique utilisé) la perte de massepkst prononcée. L'utilisation d'un solvant
aqueux pour l'élaboration du cotdiB est surement a I'origine d’'une modification aunsde la
structure cellulosigue amenant des différences tgaasa stabilité thermique. Aux plus hautes

températures, la perte de masse s'effectue enephssétapes et s’explique par la décomposition du

[%2Rahiman A.K., Bharathi K.S., Sreedaran S., RajesiN&rayanan V.Inorg. Chim. Acta2009 362, 1810-1818.
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photosensibilisateur, la coupure du lien triazintaelécomposition totale ou destruction du malté
Globalement, le coton fonctionnalisé par les porpl®g est moins stable thequemnt que le coton
initial ; le fort degré de compactage des fibres cellulesgdu coton pur peut expliquer ce résu
Des résultats similaires, obtenus aprés greffagautidls composés comme des ammoni
guaternaires sur le coton, montrant la dimint de la stabilité thermgue ont également é
observés®

5-2-4- Microscopie électronique a balayagMEB)

La caractérisation par microscopie €éronique a balayage (MEB) des tissus triaz
porphyriniques été réalisée et les photograjs obtenues sont représentéesle figure 106.

Figure 106 : Photogphie MEE ; (a) coton initial, (b) cotod?2, (c) cotonl3et (d) cotorl4.

L’analyse des clichés mon que la modification chiique n’affecte pasignificativement la
structure des fibres cellulosiqt caraucun phénomene de déchirement ou (struction des fibres
n'est observéDe plus, la morphologie initiale fiboreuse du cot@@iameétre, aspe général) est

conservée.

(%3] Goel N.K., Rao M.S., Kumar V., Bhardwaj Y.K., Chaudh@rV., Dubey K.A., Sabharwal S.Radiat. Phys. Chem.
2009 78, 399-406.
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6- Conclusions

Trois nouveaux types de tissus cellulosiques aifsnohésearylporphyriniques ont été
élaborés. L'utilisation de I'acide trichlorocyamgue comme agent de greffage s’est avérée étre
particulierement intéressante en raison de sa bayawivité vis-a-vis de nucléophiles. De pluseett
stratégie nous a permis de nous affranchir d'utigadion chimique préalable du support cellulosique
Différentes porphyrines aminées (neutre, aniongfuEtionique) ont été synthétisées et grefféekesur
coton cellulosique pour obtenir des tissus porpligues aux propriétés différentes. Les différentes
analyses sur les tissus porphyriniques, partierd@nt 'ATR-FTIR et le DRUV, nous ont permis de
mettre en évidence le lien covalent (noyau trigzemgre le photosensibilisateur et la cellulose. De
plus, l'analyse en MEB a montré que le greffagemitple n’avait aucune influence sur l'aspect

général des fibres cellulosiques (aucune modificagtructurale du polymere).

Ces différents tissus ont été élaborés dans lddpbuvoir mettre en évidence une relation streetur
activité lors de I'évaluation de l'activité antitédenne de chaque produit et ainsi de pouvoir

déterminer la structure du photosensibilisateyue efficace.
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Chapitre IIT Tissus cellulosiques
triazolyl méso-
tritolylporphyriniques
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1- Introduction

Dans cette seconde partie, la stratégie de fixaties photosensibilisateurs a consisté a
attacher le macrocycle porphyrinique sur le cotan Eutilisation de la réaction dite de "Click-
Chemistry". Cette méthodologie a nécessité, lotmel premiére étape, I'activation chimique des
tissus de coton (contrairement a ce qui a été tdaarichapitre précédent). Le schéma général est

présenté sur la figure 107.

P-c=cH /_<
OH — & N3 - N\N/N
coton coton azidé porphyrine tissu triazolyl
cellulosique acétylénique porphyrinique

Figure 107 : Schéma général de I'élaboration dssisi triazolyl porphyriniques par "Click-Chemistry".

2- Stratégie de syntheése

Nous avons choisi de développer le concept "Gliblemistry”" pour I'élaboration de tissus
porphyriniques qui nécessite la préparation d'uécprseur acétylénique (porphyrine) et d'un
précurseur azidé (coton). Ainsi, umeésetritolylporphyrine porteuse d'un alcyne terminhf est
obtenue par métallation au zinc de la porphyringeblibre acétyléniqué6 correspondante. Cette
derniere est le résultat d’'une propargylation séalisur la 4-hydroxyphényl tritolylporphyrine (TTP-
OH) 15, obtenue par condensation du 4-hydroxybenzaldéhydepara-tolualdéhyde et du pyrrole
selon la méthode des "aldéhydes mixtes". Le corhed8, quant a lui, est obtenu par une réaction
d’azidation du coton cellulosique avec le systerBe,BPh/NaN;. Les tissus triazolyl porphyriniques
19 ont été obtenu par le couplage de la porphyriétylmiquel7 avec le coton azide8 par réaction
de "Click-Chemistry" (figure 108).
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Figure 108 : Schéma rétrosynthétique mettant efejeancept "Click-Chemistry".

>z

3- Synthese du photosensibilisateur propargylé

3-1- Synthése de la mono-hydroxyphényl tritolylporgrine (TTP-OH)

Ce précurseur a été synthétisé par la méthodaldélsydes mixtes, déja présentée au chapitre

précédent pour la synthése du compbéigure 109).

OH

. O

Acide propanoique
1 + 3 + 4 [/ \S >
N

Reflux, 1 h

H

~ O

15
(8%)

Figure 109 : Synthese de la TTP-OH.

Le produit attendu est obtenu par condensationpguole et du paratolualdéhyde
fraichement distillés sur le 4-hydroxybenzaldéhyins des proportions stoechiométriques. La
porphyrine mono-hydroxylég5 cristallise aprés 18 heures a 4 °C et est iscd€ an rendement de

8%. Ce rendement, certes modeste, reste néannwiferme a celui attendu pour ce type de réaction
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et résulte de la polymérisation concomitante dugdgrassocié a la formation de porphyrines di-, tri

hydroxylées.

3-2- Synthése de la mono-(3-propargyloxyphényl) tiolylporpyrine

Une simple réaction de Williamson (bromure de prggle en milieu KCO; dans le DMF
anhydre) sur la porphyrine hydroxyl&g a permis d’obtenir, en 18 heures, la porphyrirapargylée

16 avec un rendement quantitatif (figure 110).

OH o/\

O O

K,CO, (5 é1.), DMF,,,
+56q B Xy >

TA,18h

() () iy ()
M.O. (100 °C, 2 min)

15 16
(100%)

Figure 110 : Fixation d’'un alcyne vrai par la méthale Williamson.

La méme réaction, en conditions non anhydres¢ a&ff¢ctuée en 2 minutes sous activation
micro-ondes (150 W, 100 °C).

3-3- Métallation au zinc de la porphyrine propargygEe

Afin d’éviter la métallation par le cuivre de lanphyrine propargylée lors du couplage, nous
avons préalablement chélaté la porphyriiepar le zinc (figure 111) qui est un métal facile a
décomplexel’® En effet, I'incorporation du cuivre dans la porphg 'empéche de produire de

I'oxygéne singulet.

o/\ o/\

O O

(Ac,0)Zn (5 éq.)

-

THF, reflux, 2h

o O o - O

16 17
(100%)

Figure 111 : Métallation au zinc de la porphyrirge

84 pecréau R.A., Collman J.P., Yang Y., Yan Y., Devat&., J. Org. Chem.2007, 72, 2794-2802.
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Cette métallation est réalisée en traitant la lpgnipe base librd6 avec un excés d’acétate de
zinc dans le THF. Le produit métall& est obtenu avec un rendement quantitatif. Le spadV/-

Visible appuie sans équivoque ce résultat.

3-4- Caractérisations
3-4-1- Spectroscopie UV-Visible

Les spectres des porphyrines bases libres sdgpdétiocomme dans le cas des porphyrines
aminées, présentées dans le chapitre précédgneseintent une forte bande d’absorption (bande de
Soret) vers 420 nm et quatre autres bandes d’itégpiss faible vers 516, 552, 590 et 648 nm (bande
Q). Le spectre de la porphyrine métalléeest caractéristique des porphyrines métalléepddion

des bandes QIV et QI). Les valeurs des maxima diakisn sont présentées au tableau 12.

Tableau 12 : Bandes caractéristiques des spectregisible des composéks, 16 et17.
Amax (NM) ; coefficient d’absorption molaire(x 10° M™.cm?) & 25 °C dans CHglI

Composés Soret Qv Qlll Qll Ql g lg
15 418 (363) 516 (13,5) 552 (7,4) 592 (4,0) 648 (4,3) 0,93
16 427 (380) 526 (14,7) 562 (8,2) 603 (4,6) 659 (5,3) 0,87
17 425 (460) - 554 (15,6) 596 (6,2) - -

Le spectre de la porphyrine acétylénidufeprésente une Iégére distorsion, par rapport aux
spectres classiques de tygte des bandes | et Il conduisant a un spectre atgpagec une bande QI
d’intensité supérieure a Qlt, (s < 1). Cette observation est similaire a celle d&jg au laboratoire

pour la porphyrind.5 3"

et pour la porphyriné (présenté au chapitre précédent).
3-4-2-Spectrométrie de masse

Comme dans le cas des porphyrines aminées, letisudes macrocycles porphyriniques a
été confirmée par spectrométrie de masse (tablgau és spectres MALDI pour les compodéset

16 ainsi que le spectre ESI du compa@3éont mis en évidence le pic quasi-moléculaire [NI+H
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Tableau 13 : Spectrométrie de masse des comfaésé6 et17.

.| Masse monoisotopique calculée Masse de I'ion observé
Composés
(Da) (uma)
15° 672,29 673,60 [M+H]
16° 710,30 711,32 [M+H]
17 772,22 773,23 [M+H]

(a) : MALDI, (b) : ESI.
3-4-3- RMN du proton

D’une maniére générale, le spectre RMNde cesmésearyltritolylporphyrines se compose
des mémes groupes de signaux (figure 112) queleswomposés triphénylporphyriniqugs? et 3;
les protongs-pyrroliques vers 8,80 ppm, les protons portésl@artolyles et les aryles entre 8,20 et
7,30 ppm ainsi que les protons NH pyrroliques w80 ppm. Ces derniers sont absents pour le
composél? en raison de la chélation par I'atome de zinc.»Dgwwupes supplémentaires sont
observés, les protons du groupement propargyle &xir et 2,60 ppm et les protons des; Gityles

vers 2,70 ppm.

HsC

HaC

Figure 112 : Groupes des principaux signaux dutsp&MN *H (composéd5-17).

L'étude détaillée des spectres RN est présentée au tableau 14. Les profemgroliques
résonnent vers 8,90 ppm sous la forme d'un dogblgingulet ou sous la forme d'un singulet, sekon |
conformation adoptée par le macrocycle en fonatierla substitution du noyau aryle. Les protons,
portés par les aryles, résonnent vers 8,10 pprarstA420 ppm pour les couplegdét H; s avec ded;
= 8,2 a 8,5 Hz. Notons que pour les compdg€est 17, ces protons se trouvent déblindés, par rapport
a ceux du composkb, a cause de I'effet mésomere inductif de I'oxyganwindri du a la substitution
par le groupement propargyle. Les protons tolytesnatiques quant a eux résonnent vers 8,10 ppm

pour le couple ks et vers 7,55 ppm pour le couplgd-avec desl; = 7,7-7,8 Hz. Les protons tolyles
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CHs résonnent & 2,70 ppm sous la forme d’un singuks. protons propargyliques résonnent a 4,96

ppm sous la forme d’'un doublel & 2,4 Hz) pour les Chet & 2,68 ppm sous la forme d’un tripléf (

= 2,4 Hz) pour le proton acétyléniga€-H.

Tableau 14 : RMNH des porphyrines5s, 16 et17 dans CDGJ.

H 15 16 17
Pyrrole
Hy 8,93d(4,4)-8,84d 8,85s 8,96 s
(4,4)-8,83 g
NHint -2,76 g, 2,77 g, -
Aryle
Hos 8,03d (8,2) 8,13 d (8,5) 8,13 d (8,5)
Hss 7,15d (8,2) 7,34 d (8,5) 7,34 d (8,5)
Tolyle
Ho 8,08 d (7,7) 8,08 d (7,8) 8,10d (7,8)
Hss 7,53d (7,7) 7,54 d (7,8) 7,55d (7,8)
CH, 2,69s 2,69s 2,70 s
Propargyle
CH, - 4,96 d (2,4) 4,96 d (2,4)
=CH - 2,68 t(2,4) 2,681 (2,4)

& en ppm, figure, (J en Hz).

108



4-Azidation de la cellulose par le systeme PPh3/CBrs/NaN;

Hasegawa et cdfi® ont récemment décrit I'azidation d’'un polyméretésen, le curdlan qui
est un homoglucane linéaire relié par des liaiszsidiquesp (1-3). Ainsi nous avons transposé ces
résultats a la cellulose du coton. La réaction idaion utlisant la combinaison de la
triphénylphosphine (PRBh du tétrabromure de carbone (@Bet de I'azoture de sodium (NgNest

présentée sur la figure 113.

OH N
: 0 o TR » o
o oo * p 4 DMF, : 5 o oHo *
HO °
OH (o} n 2) NaN,, DMF, 80 °C, 36h HO OH o} n
OH N
18

Figure 113 : Azidation du coton cellulosique.

Le coton cellulosique est mis en présence dedniplphosphine durant 3 heures a température
ambiante puis I'ajout du tétrabromure de carbagvedpnt 24 heures a permis I'obtention d’'un dérivé
bromé. Ce dernier est transformé par I'azotureaditusn en dérivé azidé au bout de 36 heures pour

mener au tissu azids.

D’un point de vue mécanistique, cette réactionaggjective est effectuée en 4 étapes (figure 14).
premiere étape consiste en la formation d’un sgtaesphoniunfA), du a la complexation de PRt

de CBy amenant a une espéce électrophile sous la foRRR-CBrs, Br. L'oxygéne de la fonction
alcool primaire porté par le carbone 6 de la cedlel va alors attaquer le sel de phosphonium,
conduisant & un intermédiaire cellulosique phospimoiiB). Cet intermédiaire phosphoniui®), tres
réactif, est alors converti en dérivé brof@ sous lI'action des ions bromures,Birésents dans le
milieu réactionnel, libérant ainsi I'oxyde de trétylphosphine. Le brome, qui est un bon nucléofuge,
subit quant & lui une substitution nucléophile |e& ions azotures Npour amener a la cellulose
azideels.

(%] Hasegawa T., Umeda M., Numata M., Li C., Bae A.fHjisawa T., Haraguchi S., Sakurai K., ShinkaiGarbohyd.
Res, 2006 341, 35-40.
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Figure 114 : Mécanisme proposé pour l'azidatiofedeellulose par le systéme RREBr,/NaN;.

5- Tissus triazolyl porphyriniques

Avant de présenter I'élaboration et la caractédsades tissus triazolyl porphyriniques, nous

proposons de présenter une breve mise au poimdpiadphique du concept de "Click-Chemistry".

5-1- "Click-Chemistry", état de la question

La "Click-Chemistry" est un concept original, diompé par Sharpless et cbff! en 2001
dont l'idée initiale était de développer une noleve@pproche en synthése organique visant a corestrui
des molécules rapidement et aisément (“click") irpde petites unités organiques fonctionnalisées
via des liaisons hétéroatomiques (C-X-C). Les apfibins de la "Click-Chemistry”, avec prés de 2000
publications parues & ce jour, recouvrent de vastmmaines®”’ Elles concernent la chimie
thérapeutique, les sciences de la matiére, la lmdehla chimie macrocyclique pour ne citer que

ceux-la.

Pour cela, une "click-réaction" doit vérifier unsemble de criteres généraux :
- étre de large portée (grandes variétés de molédaldgpart) et donner de bons rendements ;
- respecter le principe d’économie d’atomes ;
- générer des sous-produits inoffensifs, éliminaprsdes méthodes non chromatographiques ;

- étre stéréospécifiqgue mais pas forcément énargictéd.

(1881 Kolb H.C, Finn M.G., Sharpless K.BAngew. Chem. Int. EQ2001, 40, 2004-2021.

(67 (q) Lutz J-F., Zarafshani ZAdv. Drug Deliver. Rey2008 60, 958-970; (b) Meldal MMacromol. Rapid. Comn2008

29, 1016-1051; (c) Hoyle C.E., Bowman CAhgew. Chem. Int. Ed201Q 49, 1540-1573; (d) Jewett J.C., Bertozzi C.R.,
Chem. Soc. Rewr01(Q 39, 1272-1279.
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D’autres conditions concernant les modes opératdioé/ent aussi étre prises en considération :
- conditions simples de réalisation (inertie vis-a-de I'oxygene et de I'eau) ;
- usage de matériels et réactifs facilement dispesibl
- absence de solvant ou utilisation de solvants emsffs ;

- isolation simple du produit de réaction (cristatisn par exemple).

La notion de "Click-Chemistry" englobe plusieurpag de transformations chimiques :

v les réactions d’addition sur les liaisons multiptesbone-carbone, en particulier les réactions
d’oxydation telles que I'époxydation, la dihydroaiibn, I'aziridination mais aussi certaines
réactions d’addition de Mickael ;

v les réactions faisant intervenir la fonction cagden(type non aldol) telle que la formation
d’'urée, de thiourée ou encore d’hétérocycles argumes ;

v les réactions nucléophiles d'ouverture de cyclesparticulier d’hétérocycles électrophiles
tendus tels que les époxydes, les aziridines ooreres ions épisulfoniums ;

v'enfin les cycloadditions d’espéces insaturées (Bie¢s-Alder) mais surtout les réactions de

cycloaddition 1,3-dipolaire.

L'importance de la chimie "click" s’est notammentpemée a la faveur de la découverte de la
cycloaddition 1,3-dipolaire, et plus précisémentyaloaddition [3+2] entre un alcyne terminal et un

azoture.

5-1-1- Cycloaddition 1,3-dipolaires : cas particar$ des azotures et

alcynes

A l'origine, la cycloaddition 1,3-dipolaire déaipar Huisgen est une méthode qui unit deux
réactifs insaturés, conduisant a une grande vad#tétérocycles a 5 ou 6 centres. Parmi les
cycloaddtions 1,3-dipolaire, nous nous sommesést#s a la cycloaddition de Huisgéfl entre un

azoture et un alcyne terminal (figure 115).

1,2,3-triazoles

Sy e— N N
N—N=N A R1\N/ \\N R1\N/ \\N
_— 1 + 1
—/4 —
5
Ry— R, R,
1,4-régioisomére 1,5-régioisomére

Figure 115 : Cycloaddition 1,3-dipolaire entre ucyak vrai et un azoture.

(881 Huisgen R., Knorr R., Mobius L., Szeimies Ghem. Ber.1965 98, 4014-4021.
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Cette réaction, qui connait actuellement un dfpEment remarquable, a cependant rebuté
les chimistes a la fin du i9siécle, notamment en raison de l'existence d'umstame
"azidophobie'**® Cependant les composés azidés (en particulidnaliques) sont remarquablement
stables vis-a-vis de la dimérisation et de I'hygsel notamment. Ces composés dipolaires présentent,
en effet, une inertie envers de nombreux prodtitsicues réactifs tels que le dioxygene, I'eauret u
partie du systeme complexe de molécules hautenmrtibnnalisées que constitue une cellule
vivante™” La cycloaddition thermique [3+2] entre un azotetain alcyne conduit & un mélange de
deux produits majoritaires ; les 1,4- et 1,5-ré&gpaieres (figure 115), dont les substituanteRR
sont séparés par le noyau hétéroatomique formémeéoi2,3-triazole. L'absence de régiosélectivité
couplée a des temps de réaction longs, nécesditartempératures élevées, a limité I'intérét parté

cette cycloaddition.

5-1-2- Découverte du cuivre(l) comme catalyseurio&glectif

C’est avec la découverte simultanée en 2002 depisa et Melddl®® ' sur I'utilisation du
cuivre au degré d’oxydation (I) comme catalyseurcd#e cycloaddition, que le potentiel de cette
réaction s’est considérablement développé. La foomaexclusive du composé 1,2,3-triazole 1,4-
disubstitué a lieu alors a température ambianpeseu’a 10 millions de fois plus vite. La réactiest
nommée CUuAAC ("Copper(l)-catalyzed Azide-Alkyne addition") soit la cycloaddition entre un
azoture et un alcyne catalysée par le cuivre (h).dds premiers exemples de chimie "click", mettant
en jeu de la tournure de cuivre, montre la simdiet I'efficacité du processus (figure 116). Efegf

apres 24 h de réaction, une simple filtration perdiebtenir le produit organique (ayant précipité

N
N7 /7/ [ )
\
Ho\ﬁ—\ Cu (métal) . Ho\ﬁ_\ 95 %
i * S H,O / +BuOH (2/ 1) $ OH

S ) I
\ OH TA 24 h Isolation par filtration
N

dans le milieu réactionnel) apres avoir retiréfilesde cuivres.

.
=
==\ o

Figure 116 : Exemple de réaction "Click-Chemistry".

(169 Rostovstev V.V., Green L.G., Fokin V.V., Sharpl&sB., Angew. Chem. Int. End®2002 41, 2596-2599

7% saxon E., Bertozzi C.RScience200Q 287, 2007-2010.

(1711 (@) Tornge C.W., Meldal MReptidotriazoles: Copper(l)-catalysed 1,3-dipolacimaddition on solid phase, In peptides
2001, Proc. Am. Pept. Symp.; Lebl M., Houghten R.A. (E&an Diego2001, 263-264; (b) Tornge C.W., Christensen C.,
Meldal M., J. Org. Chem.2002 67, 3057-3064.
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Cependant, la source de cuivre (I), permettarntadalyser la réaction de cycloaddition, peut

avoir plusieurs origines. Différents sels de cuavedegré d’oxydations O, | ou Il peuvent étreisés,

associés a des solvants organiques ou'fdrQuelques exemples de systémes catalytiques stilisé

lors de la réaction CUAAC sont présentés au takl®au

Tableau 15 : Exemples de systéme catalytique poGuAAC.

Nombre

d’oxydation Sels ou métaux ’Agent Base/sel Solvant Références
- réducteur
du cuivre
Tournure
) Chlorure de t-BuOH/H,0O
0 Nanoparticules - y ) [173, 174]
triethylammonium EtOH/H,0
Nanoclusters
THF
Cul . )
Triéthylamine DMF
Cu(CHCN),PF; ) . . X
| - Diisopropyléthylamine Toluéne [169, 175]
CuBr(PPh), . . )
2,6-lutidine Dichlorométhane
CulP(OEt)} .
Acétonitrile
Ascorbate de
CusQ ) t-BuOH/H,0O
Il sodium - [169, 176, 177]
Cu(OAc) ) EtOH/H,0O
Cuivre (0)

La réductionin situ des sels de cuivre (Il), apportés sous forme diatsude cuivre ou

d’acétate de cuivre, est la méthode la plus coumammencontrée. L'ajout d’'un agent réducteur

comme l'ascorbate de sodium ou le cuivre métalliggiemet la réduction du cuivre (Il) en cuivre (1),

espéce catalytiquement active. De plus, la tolératg:a-vis de la température, sur un large domaine

de pH et dans une grande variété de solvants, noeme la réaction que plus attrayante. Enfin, les

temps de réactions ont largement été diminués qgasel minutes au lieu de quelques heures) sans

affecter les rendements grace a I'utilisation detlvation par irradiation micro-onde®

(172 Meldal M., Tornge C.WChem. Rey2008 108, 2952-3015.
78 Himo F., Lovell T., Hilgraf R., Rostovstev V.V., Nolethan L., Sharpless K.B., Fokin V.\d, Am. Chem. Sqc2005

127, 210-216.

(1741 (@) Pachon L.D., van Maarseveen J.H., Rothenbergd¥., Synth. Catal2005 347, 811-815; (b) Crivelli I.G., Andrade
C., Francois M.A., Boys D., Haberland A., Segura Riya A.M., Loeb B.Polyhedron200Q 19, 2289-2295.

[17%1(a) Horne W.S., Stout C.D., Ghadiri M.R.,Am. Chem. Sq&003 125, 9372-9376; (b) Horne W.S., Yadav M.K., Stout
C.D., Ghadiri M.R.,J. Am. Chem. Sq&004 126, 15366-15367.
(1761 Rodinov V.0., Fokin V.V., Finn M.GAngew. Chem. Int. EQ2005 44, 2210-2215.

77 (@) Wu P., Feldman A.K., Nugent A.K., Hawker C.Xhé&el A., Voit B., Pyun J., Fréchet J.M., Sharpkds., Fokin
V.V., Angew. Chem. Int. E2004 43, 3928-3932; (b) Taylor M.S., Zalatan D.N., d¢terer A.M., Jacobsen E.NJ. Am.
Chem. So¢2005 127, 1313-1317; (c) Lewis W.G., Magallon F.G.kiRoV.V., Finn M.G.,J. Am. Chem. Sq22004 126,

9152-9153.

(178] (a) Pérez-Balderas F., Ortega-Mufioz M., Moralesi8tos J., Hernandez-Mateo F., Calvo-Flores F.G.y@&4&lsin
J.A., Isac-Garcia J., Santoyo-GonzalezOg. Lett, 2003 5, 1951-1954 ; (b) Appukkutan P., Dehaen W., ROKV., der
Eycken E.V.Org. Lett, 2004 6, 4223-4225.
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5-1-3- Point de vue mécanistique

Pour mieux appréhender le r6le catalytique dureuigrs de la réaction de cycloadition et
notamment la régio-isomérisation amenant a la faomadu composé 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué,
un premier mécanisme hypothétique a été proptsé;aprés des calculs de chimie théorique (DFT

ou Density Functional Theojyutilisant I'eau ou I'acétonitrile comme solvdfigure 117).

5 ' >:\
- Nal N
N cuL / Ny AR N TR,
|“ 2 D N 2
AN E (6)
(4) N Rz
[LnCu]*
c L = H,0 ou CH,CN
A R——=——
R—=——cuL | '
\ s &)
O
N=N R—=——cuL,
- (2)
N%N/N\R
+ 2

Figure 117 : Premier mécanisme hypothétique d€liak-Chemistry" catalysée par le cuité&’

Des modélisations moléculaires sur les complexead@tylure indiquent que le mécanisme
concerté est fortement défavorisé au profit d’'urtamésme asynchrone. Dans le mécanisme proposé,
le ligand L est l'acétonitrile. La premiere étalest la formation du complexe Cu-anion alcyrni@e
par échange de ligand, I'acétylure pouvant étrealépé par une base. Cette premiére étape a été
étayée par des études préliminaires sur lI'insediorcuivre (I) dans les alcynes terminaux aing qu
par I'absence de réactivité des alcynes intern&szoture remplace ensuite un autre ligand pour
donner le complex€3) dans I'étapeB. L'azote terminal attaque alors le carbone C-2'alettylide
pour conduire au métallacyc(d) a six chainons non usuel, avec du cuivre au nordlmeydation
(. Une contraction de cycle donne un dériveazdle-cuivre(5) qui subit une protonation pour

aboutir au triazole fingl6), régénérant le catalyseur cuivre.

Le profil réactionnel présenté sur la figure 118lable pour les solvants eau et acétonitrile, met e
évidence les intermédiaires réactionnels et plusiétats de transition (étap€set D) du mécanisme

précédemment décrit.
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Energie

R—T——"¢uL,

[N N\R;

L=H,0 ouCH3;CN )

Coordonnées
réactionnelles

Figure 118 : Diagramme énérgétique du premier mgaanhypothétiqué’

D’autres mécanismes ont été proposeés, a partiudBé cinétiques, faisant intervenir des
dimeres de cuivrB’® Le plus récent des mécanismes tient compte notairies preuves structurales
tirées de "Cambridge Crystal DatabaSE.|l suggére que l'acétylénure et 'azoture ne spas

nécessairement liés au méme atome de cuivre (figife

N ] ]
||+/_\*|| \\NAH
N
|| cu
N, C. . c
R Ne, L7 AL L
N R Moy “Seu Ve e
\N / 4 L ‘L’/ \L’, L
/
R, Cu-m-L
I
L---Cu
N. R N, R
k N ! NF J
I I
R TNcu” Scu R el ey
2 NS 2 L/ DEWASN
L RN L

Figure 119 : Mécanisme plausible pour la CUAAE.

5-1-4- Quelques exemples...

Les domaines d'applications des composés 1,4-slitués sur le triazole sont nombreux ;
chimie thérapeutique (synthése peptidomimétiqualjgbinucléotides, chimie des lipides, chimie des

sucres...), chimie des polyméres, chimie macrocyelitpiochimie... et la liste n'est pas exhaustive.
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Au sein de notre laboratoire, cette méthodologi&éaemployée pour les synthéses d’analogues de
nucléotided!” de systémes peptido-porphyriniqlfed! assistées par activation micro-ondes & visées
thérapeutiques mais également pour la synthéseuleaux tensioactifs nommeés "star-lik&” La
"Click-Chemistry" a également fait I'objet de disetravaux sur les polysaccharides présentant
potentiellement un intérét pharmaceutique, commeolgplage entre un dérivé du curdldn(1-3)

glucane) et les porphyring&!

5-2- Elaboration des tissus

Le résultat de la réaction de cycloaddition elgrprécurseur acétyléniqu€ et le coton azidé

18 est représenté sur la figure ci-dessous (figufy.12

Qo I

L w}

coton 19

R g e} OH Cu(CH,COO0), et NaAsc (2 q./17)
O ol * >
He oH o THF, TA, 24 h
N, n
18

-z
Z\\

Figure 120 : Cycloaddition 1,3-dipolaire entre lapgdtyrinel? et le cotoril8.

A température ambiante, le coton azi®; 'acétate de cuivre et I'ascorbate de sodium sont
ajoutés a une solution porphyrinigli@dans le THF. Notons que 'ascorbate de sodium euéle de
réducteur afin de réduire le cuivre (II) en cuiffle espéce catalytiguement active. Apres 24 hedees
réaction, le coton "clické19 est obtenu avec un taux de greffage en porphyglinéordre de 70%
(20,5 pmol d'actif par carré de coton), détermire@ mesure de l'absorbance a 425 nm de la

porphyrine restante en solution (comme décrit duehapitre précédent).

Par rapport aux valeurs obtenues dans I'élaborates tissus triazinyl porphyriniques, le taux de
greffage obtenu par cette méthode est similaire/'atdre de 70%. Ce résultat met en évidence

I'efficacité du concept développé malgré la modifion chimique du coton cellulosique au préalable.

[179] (a) Lucas R., Neto V., Hadj Bouazza A., Zerrouki®anet R., Krausz P., Champavier Yetrahedron Letf.2008 49,
1004-1007; (b) Lucas R., Zerrouki R., Granet R., Kzais Champavier YTetrahedron2008 64, 5467-5471.

(18] Neto V., Granet R., Mackenzie G., KrauszP Carbohyd. Chem2008 24, 231-237.

(81 Hasegawa T., Umeda M., Numata M., Li C., Bae A.fHjisawa T., Haraguchi S., Sakurai K., ShinkaiGarbohyd.
Res, 2006 341, 35-40.
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5-3- Caractérisations des surfaces

5-3-1- IR par réflectance (ATR-FTIR)

Les spectres ATR-FTIR du coton initial et des ostfonctionnalisé48, 19 sont présentés sur

la figure 121.
@
3340 oo
®

2110

L,

1655 iyl \

Figure 121 : Spectre ATR-FTIR comparatif du (a) adtutial et des cotons modifiés, (b8 et (c)19.

Le spectre du coton azid® présente les mémes caractéristiques que celai ddlulose avec
I'apparition d’un signal & 2110 chcaractéristique des vibrations d’élongation desfions azides.
Ce résultat confirme la présence des fonctionsst¥ la cellulose et I'efficacité de la réaction
d’azidation. Quant au spectre du coton "click®; on note la disparition du signal & 2110"tm
(permettant d’affirmer que toutes les fonctionsdagiont été engagées dans la formation du noyau
1,2,3-triazole 1,4-disubstitué) et I'apparition W'signal & 1655 ciy caractéristique des doubles
liaisons C=N porphyriniques. Le signal corresporidana vibration N=N du noyau triazole est
difficile & détecter et est confondu dans le sigred doubles liaisons C=2? Néanmoins il semble
admis que la bande des liaisons N=N soit situées dmrrégion des absorptions aromatiques aux
alentours de 1600 chi*®® Ces résultats ne mettent pas directement en éédenmyau triazole mais
la disparition compléte du signal & 21107cet I'apparition d’une bande dans la région de 1669
nous permettent tout de méme d’affirmer la créatiorlien covalent entre le coton cellulosique et le

photosensibilisateur par l'intermédiaire d’'un cytriazole.

(182] | jeber E., Levering D.R., Paterson Analyt. Chem.1951, 23, 1594-1604.
(1831 Bellamy L.J.,The Infra-red Spectra of Complex Moleculeethuen & Co., Ltd. (Eds.), Londoh958 271-273.
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5-3-2- UV-Visible par réflectance diffuse (DRUYV)

L’analyse en UV-Visible par réflectance du tissaZolyl porphyriniquel9 est présentée sur

la figure 122.

0,75 4 Soret

05 A

0,25 4
ol
' Qn

350 450 550 650 750
A (nm)

Figure 122 : Spectre UV-Visible par réflectancetidau19.

L'allure du spectre UV-Visible est similaire a aeldu composél7 en solution dans le
chloroforme. Les principaux signaux correspondaldl@sorption du photosensibilisateur sont mis en
évidence ; en effet la bande de Soret dans la 486e430 nm et les bandes Q entre 550 et 650 nm
apparaissent clairement. On peut observer treseoient I'absence des bandes QI et QIV,
caractéristique des porphyrines métallées. Lesurslexactes des maxima d’absorption (porphyrines

libres en solution et porphyrines supportées soellalose) sont résumées au tableau 16.

Tableau 16 : Données électroniques des maximaarptien en UV-Visible.

Composeés| Soret (nm) Q (nm)

17 425 554, 596
cotonl19 430 558, 600

Les observations sont sensiblement identiquesua portées pour les cotohg, 13 et 14,

utilisant le dérivé 1,3,5-triazine comme agent dedfgge.
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5-3-3- Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les courbes ATG obtenues pour le coton azi@et le coton porphyriniquel9 sont

comparées a celle du coton non modifié et soneptéss sur la figure 123.

20 4 y —— Coton
X "; ------ Coton azidé 18

N Coton 19

-40 4

Perte de masse (%)

-60 1 \

-80 4

-100

Température (°C)

Figure 123 : Courbes ATG.

Aux faibles températures, la perte de masse essiqguentique et correspond a la
déshydratation des composés. La température dé@B25t celle a partir de laquelle le coton azidé
devient plus stable que le coton natif. Elle peex@iquer par la présence des fonctiong, N
provoquant des interactions plus importantes audeia structure cellulosique et augmentant @iasi
stabilité. Aux plus hautes températures, la pegtendsse a lieu en plusieurs étapes et notamment pou
le cotonl9, la décomposition du photosensibilisateur, la coemlu lien triazole et la décomposition
totale du matériel. Le coton fonctionnalisé pargesphyrines est moins stable thermiquement que le
coton non modifié (figure 123) comme dans le cas tisus triazinyl porphyriniques. Les tissus
triazolyl porphyriniques se comporte sensiblememme les tissus triazinyl, décrits dans le chapitre
précédent, en fonction de la température ; lesrig®@s des tissus modifiés (stabilité thermique et

phénomeénes de décomposition) observées sont sasilai
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5-3-4- Microscopie électronique a balayagMEB)

Les photograpies obtenuessur les cotons modifiés, tissu azid® et tissu triazolyl
porphyriniquel9 sont présentées sla figure 124.

Figure 124 Photogriphie MEB ; (a) coton initial, (b) cotob8 et (c) cotori9.

Comme le montre les photograp! de la figure 124la modification chimique n’a pas altéi
la morphologie des fibres cellulosig. La structure initiale des fibres de cotonpréservée. En effet,

aucun phénomeéne de déchirement ou de destructshabiservele.

6- Conclusions

Un concept odginal de "Click-Chemistry" a été développgour I'élaboration de tisst
cellulosiques a motifgnésaetritolylporphyriniques. Cette stratégiea nécessitéla synthése d’une
porphyrine porteuse d’'une fonction alcyne vrai t@eale et I'azidation du support cellulosique gr
au systéeme PRICBr/NaN;. La mise au point de réaction de "Clickehemistry" entre le coton azi
et le photosensibilisateur acétyléniqu été réaliséeavec un taux de greffage en porphyi
satisfaisantComme pour les tissus triazinyl porphyrinig, I'analyse ATRFTIR et DRUV nous
permis de mettre en évidence le lien covalent (ndgiazole dans ce cas) entre le photosensibilis
et le tissu cellulosique. De plus, I'analyse en M&EBontré égaleentque le greffage chimique r
aucune influence sur l'aspect général des fibrésilasiques (aucun phénoméne de déchirer

observeé).
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Chapitre IV Tissus cellulosiques
protoporphyriniques
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1- Introduction

Afin de nous affranchir de la synthése du macregyoous avons choisi de partir d'une
porphyrine d’'origine naturelle et facilement acdass la protoporphyrine IX (Pp IX) (figure 125)al
chimie de ce photosensibilisateur a largement étéliége et son fort caractére photosensible,

indispensable pour une application en photothéragtebien connf**: 1200 184

COOH

COOH

Figure 125 : Structure de la protoporphyrine IX.

Y

La stratégie de fixation du photosensibilisateurcensisté a attacher le macrocycle
protoporphyrinique sur le coton par un lien amigecoton étant fonctionnalisé par polymérisation

radicalaire. Le schéma général est présenté siguiz 126.

PplX-NH; //O
OH —_ > COOH > C\
NH—PpIX
coton coton protoporphyrine tissu

cellulosique carboxylique aminée protoporphyrinique

Figure 126 : Schéma général de I'élaboration dssi$i protoporphyriniques.

(184 paviov V.Y.,Russ. J. Org. Chen2007, 43, 1-34.
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2- Stratégie de synthése

La stratégie développée a consisté a greffer deoporphyrine IX modifiée sur la cellulose
fonctionnalisée au moyen d'une liaison amide (f&guk27). Nous avons opté pour un dérivé
protoporphyrinique aminé muni d’'un bras espacehyléne glycol. L'éloignement du macrocycle
porphyrinique par rapport au polymére pourrait éniles phénomenes d’encombrement stérique et

donc faciliter sa fixation.

Le tissu protoporphyriniqu@4 provient du couplage peptidique entre le dériva@tquorphyrinique
aminé22 et le coton fonctionnalisé par des motifs acidéhagrylique23. Pour cela, nous avons dans
un premier temps maodifié la protoporphyrine IX afilobtenir des fonctions amines primaires sur le
macrocycle par couplage du bras aminé monofonatioB® lui-méme obtenu a partir de la 2,2'-
(éthylénedioxy)-bis-(éthylamine). Le coton fonctiatisé23 est obtenu par polymérisation radicalaire
de I'acide méthacrylique en présence de CAN afiorder des fonctions acides carboxyliques libres a

la surface du support.
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Figure 127 : Elaboration de tissus protoporphyriei
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3- Synthese du précurseur protoporphyrinique

3-1- Synthése du bras éthyléne glycol monofonctioah

Une des fonctions amine de I'éthyléne glycol dizana été protégé régiospécifiguement au
niveau d'une seule fonction en faisant réagir ugdadéfaut de BgO dans le dichlorométhane
anhydre (figure 128).

o NH Boc,0 (0,1 éq.), CH,CI, o NH o
HZN/\/ \/\O/\/ 2 > HZN/\/ \/\o/\/ \n/ \ﬂ
TA,48 h o]
20
(84%)

o XYY Y-

Figure 128 : Protection d'une fonction amine dwsh¥thyléne glycol.

Le composé monoprotéd® est isolé par chromatographie au bout de 48 heawves un

rendement de 84%, résultat conforme a celui obpenart et colf*®

3-2- Couplage du bras monofonctionnel sur la Pp IX

La fixation de deux unités aminées (comp@Bga été réalisée sur la protoporphyrine IX en
s’appuyant sur des stratégies couramment utilieeesynthése peptidique. La protoporphyrine IX est
activée en présence de dicyclohexylcarbodiimide@pé&t du 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) dans le

DMF. L'amine 20 est ajouté goutte a goutte au milieu réactionpgsactivation (figure 129).

COOH
DCC (2,2 éq.), HOBt (2,2 éq.), DMF
PpIX (2,2éq), (2,2¢€q.), DM >
TA, 72 h

COOH

+

226q. HzN/\/O\/\O/\/NHBOC
20

Figure 129 : Couplage du bras aminé sur la Pp IX.

(185 Mart R.J., Liem K.P., Wang X., Webb S.J.Am. Chem. Sq@2006 128, 14462-14463.
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Aprés 3 jours a température ambiante, le déritgndt21 est obtenu avec un rendement de
88%, rendement comparable a des dérivés protopangyes portant des unités polyaminées

(spermine ou spermidine) synthétisés dans notaraadire!***"!

Le mécanisme mis en jeu, présenté sur la figure &80classique de I'activation par le systéme
DCC/HOBL. Il repose sur I'activation des foncticasdes carboxyliques de la porphyrine en présence
de DCC, espece extrémement réactive. L'ajout de tH&Bellent nucléophile, permet de substituer
'anhydride formé par un trés bon groupe partanérent a un ester d’HOBt. L’addition de l'acide
carboxylique sur I'une des doubles liaisons C=NOMIIC (espéce réactive) conduit a la formation
d’'une O-acylisouréé. Cette derniére réagit ensuite rapidement aveld@®&t (bon nucléophile),
libérant ainsi une urée (dicyclohexylurée) afinfdener un ester tres réachf. Cet ester réactif sera

capable de réagir avec la fonction amine primairérds aminé pour donner le composé final amide.

Ce méme ester peut également étre obtenu par ohactle [I'hexafluorophosphate de
benzotriazolyloxy-tri-(diméthylamino) phosphoniumppelé BOP ou bien par le PyBOP
('hexafluorophosphate de benzotriazolyloxy-triAmtidino) phosphonium) avec des rendements

similaires!*e®

\ P (@]
o N 2 :\< oF HOBt &
2L > H
So YO — A S —F AN

P (o] u
A
pce (5

P = porphyrine

Figure 130 : Mécanisme d’activation des acidesaayliques par le systeme DCC/HOBt.

(1861 (3) Castro B., Dormoy J.R., Evin G., Selve Tefrahedron Letf.1975 14, 1219-1222; (b) Coste J., Le-Nguyen D.,
Castro B.,Tetrahedron Letf.199Q 31, 205-208.
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3-3- Déprotection de la protoporphyrine IX modifiée

Lors de la derniere étape, le groupement Boc leasiné quantitativement, a température

ambiante aprés 3 heures, en milieu acide triflumFtque pour mener au compd@&(figure 131).

===

CH,CI,/ TFA (8/2)

TA,3h
COR COR
COR COR
R = NH-(CH,),-O-(CH,),-O-(CH.),-NHBoc R = NH-(CH,),-0-(CH,),-0-(CH,),-NH,
21 22 (100%)

Figure 131 : Déprotection des fonctions amines.
3-4- Caractérisations
3-4-1- Spectroscopie UV-Visible

Les spectres des dérivés protoporphyriniiiest 22, comme pour lemésearylporphyrines
présentées précédemment, sont de §fjmeet sont caractéristiques des porphyrines subetitaar les
positionsg-pyrroliques (structure protoporphyrinique). Enet¢ffla bande de Soret est observée vers
405 nm et les bandes Q vers 505, 540, 575 et 630Qesrésultats sont présentés au tableau 17 et son
comparés a ceux obtenus pour la protoporphyrin&iX.

Tableau 17 : Bandes caractéristiques des spectrégisibe de la protoporphyrine X et des compogégt22.

Amax (NM) ; coefficient d’absorption molaire(x 10° M™.cm?) & 25 °C.

Composés Soret Qv Qi Qll Ql g /g
Pp IX? 408 (170) 506 (16,4) 542 (13,3) 577 (8,6) 630 (6,2) 1,39
21° 407 (173) 505 (14,4) 541 (11,6) 576 (7,0) 630 (5,4) 1,30
2% 402 (85,4) 503 (7,6) 537 (6,1) 574 (3,8) 629 (2,8) 1,36

(a) : DMSO, (b) : CHGI (c) : MeOH.

Nous pouvons observer pour le composé dépr@2gé déplacement vers le bleu, traduisant
un phénomene de stacking de type "face to facéf-aggregate par rapport au spectre de référence de

la protoporphyrine IX (phénomene déja observé pi&cdnent dans le cas des porphyrines aminées

(87 Scolaro L.M., Castriciano M., Roméo A., PatanéC®fali E.,J. Phys. Chem.,2002 106, 2453-2459.
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sulfonées). Dans ce cas, I'effet hypochrome s’agpagne d’'un effet hypsochrome, traduisant une

diminution des valeurs de coefficient d’absorptioolaire.

3-4-2- Spectrométrie de masse

La structure du compos® et des dérivés protoporphyriniqu2s, 22 ont été confirmé par

spectrométrie de masse ESI, montrant le pic quakteulaire [M+HT attendu (tableau 18).

Tableau 18 : Spectrométrie de masse ESI du conBfbstdes dérivés protoporphyrinigugket22.

COMDOSES Masse monoisotopique calculée Masse de I'ion observé
b (Da) (uma)
20 248,17 249,18 [M+H]
21 1022,58 1023,59 [M+H]
22 822,48 823,49 [M+H]

3-4-3- RMN du proton

Une des caractéristiques principales de la proppoine IX et de ses analogues est
gu’'excepté le plan de la porphyrine, ces composgspossedent aucun élément de symétrie.
L’attribution précise des protons a l'intérieur deaque groupe des substituants s’avere donc téffici
D’une maniere générale, les spectres RMN du prdéoces porphyrines se composent des groupes de
signaux suivants (figure 132) :

- les protongnésovers 10 ppm,

- les protons vinyliques entre 6,1 et 8,4 ppm,

- les protons du bras espaceur et du bras aminézatré,4 ppm,

- les protons méthyliques vers 3,5 ppm,

- les protons du Boc vers 1,30 ppm (seulement potmigposeé protégél),

- les protons NH pyrroliques internes entre -4, ppm.

vinyle {

. 0. NHR
méthyle NH/\/ \/\O N

Figure 132 : Numérotation adoptée pour la desoripties spectres RMN des dérivés protoporphyriniques.
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Les déplacements chimiques observés en RMNsont présentés au tableau 19. La
protoporphyrine IX modifié1 montre quatre protons khésovers 9,80 ppm et résonnent sous la
forme d’un singulet. Les protons_Ckinyliqgues résonnent sous la forme de deux dodbleblets a
8,12 et a 8,10 ppni{ = 17,5 et 11,5 Hz). Les protons &¥nyliques, quant a eux, apparaissent sous
la forme de deux doublets a 6,26 ppin<£ 17,5 ppm) et a 6,11 ppndz(= 11,5 ppm). Les protons
méthyliques sont observables sous la forme de siogulets a 3,54 (intégrant pour 6H), 3,45 et 3,44
ppm. Les protons du bras espaceur sont retroudéz4aet 3,45 ppm, respectivement pour leg ét-
les Hf, sous la forme d’un multiplet. Concernant les @nstdu bras aminé, les protons H-a résonnent
a 2,09 ppm, le couple H-b,e entre 2,61 et 2,45 pprouple H-c,d & 2,98 ppm et les protons H-feentr
1,77 et 1,53 ppm, sous la forme de multiplets dmtingue également les protons méthyliques du
groupement protecteur Boc a 1,27 ppm et les prdiBoc a 5,22 et 4,47 ppm. Enfin, les protons
NH pyrroliques, se retrouvant dans le cone d’anigi¢ du macrocycle, sont largement blindés a -

4,58 ppm.

Le produit déprotég@2 montre la disparition des signaux du groupemert Bbl'apparition des

signaux des NHlibres a 2,19 ppm. Enfin, I'absence du signal egpondant aux protons internes NH
pyrroliques n’est pas propre a la molécule mais@uant deutéré utilisé ; en effet les protons NH
pyrroliques s’échangent avec les H labiles du salyaéthanol deutéré, solvant protique polaire) et

par conséquent, ne sont plus visibles sur le spectr
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Tableau 19 : RMNH de la protoporphyrine IX et de ses dérigést22.

H Protoporphyrine 1X 2 21° 27
Pyrrole
H méso 10,12 s; 10,08 s 9,87s5;9,83s 9,96s5:;991s
10,03 s 9,79s;9,69s 9,67s;9,61s
NHipn. -4,31s -4,58 s -
Vinyle
CH=CH, 8,41dd (17,9-11,5) 8,12 dd (17,5-11,5) 8,34 dd (17,0-11,8)
CH=CH, 8,38 dd (17,9-11,5) 8,10 dd (17,5-11,5) 8,24 dd (17,0-11,8)
CH=CH, 6,39 d (17,9) 6,26 d (17,5) 6,39d (17,0)
CH=CH, 6,18 d (11,5) 6,11d (11,5) 6,31d (11,8)
CH; méthyle 3,64s,;3,62s 354s,;3,44s 3,61ls
3,56 s
Bras espaceur
CHza 4,291 (7,2) 4,24 m 4,35 m
CH,p 3,16 t (7,3) 3,45 m 3,34 m
Bras aminé
a - 2,09 m 2,52-2,46 m
b - 2,61-2,45m 2,74-2,69 m
c - 2,98 m 3,12-3,00 m
d - 2,98 m 3,12-3,00 m
e - 2,61-2,45m 2,74-2,69 m
f - 1,77-1,53 m 2,30-2,27 m
CH3 (Boc) - 1,27 s -
NHBoc - 5,225;4,47 s -
NH, - - 2,19s

(a): dg-DMSO, (b): CDC}, (c): CD;OD ;6 en ppm, figure, (J en Hz).
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4- Fonctionnalisation de la cellulose par polymérisation radicalaire

La réaction de polymérisation radicalaire a épaék des travaux de Gupta et €8f.qui ont
reporté la polymérisation en milieux aqueux deryéate d’éthyle sur la cellulose en présence de
cérium ammonium nitrate (CAN) comme amorceur. N@aw®ns développé la polymérisation
radicalaire de I'acide méthacrylique sur le tissllutosique en choisissant une température optimale

de réaction de 35 °C et une concentration en aidgue constante de 0,08 M (figure 133).

H
£

H, C——C—COOH

OH
* o o OH 1) CAN, HNO,, 35°C, 30 min . CHO
0 0. * > \/o H,C
Ho o
o J 2) MAA, 35 °C, 2 h CHO,L
OH n

coton cellulosique HOOC—C—CH3

£

coton 23
CH
CAN = Ce(NO,),(NH,), MAA= HOOC

CH,

Figure 133 : Polymérisation radicalaire de I'aadéthacrylique sur la cellulose.

Aprés formation d'un radical cellulosique amorcér pe CAN dans l'acide nitrique, la
polymérisation de l'acide méthacryligue améne autloe 2 heures au cotd@B avec un taux de

greffage de 10%.

Le taux de greffage de la réaction de polymérigaticété calculé a partir de la masse séche du tissu

initial et du tissu greffé selon le rapport suivant

(Masse tissu greffé — Masse tissu non greffé)

x 100
Masse tissu non greffé

4-1- Mécanisme

Les différentes étapes sont I'amorcage, la prapagaet la terminaison (figure 134).
L'amorcage est I'étape permettant de générer uicakddit primaire, suivi de I'addition de la
premiére unité monomere. L’amorceur de radicainl'Cé" initie une coupure oxydative de la liaison
C,-C; des unités anhydroglucose de la cellulose averedhart formation d’une fonction aldéhyde et
formation d’un radical d’autre part. Le cérium (I¢nployé comme initiateur permet la formation du
radical a des températures modérées (entre 20 € far exemple). L'addition de la premiere unité
acide méthacrylique sur le radical cellulosiquefat par une rupture homolytique de la liaison

éthylénique de 'acide méthacrylique pour formepiemier "maillon” de la chaine polyméthacrylique

(18] Gupta K.C., Sahoo S., Khandekar Bipmacromolecule002 3, 1087-1094.
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en croissance. La propagation est I'étape de polgat®n durant laquelle le polymére va croitre par
additions successives d'unité acide méthacryligoer gormer la chaine polyméthacrylique. Enfin,
I'étape de terminaison stoppe le processus de polgation par une réaction de transfert

d’hydrogéne. Il s’agit d’une possibilité parmi teatles recombinaisons qui peuvent s’effectuerders

cette étape.

Amorcage

OH on
.
0
O%O § -
HO
OH S
OH n

coton celfulosique

TrSaagiert

Propagation

H,C—C—COOH
m HC

HOOC—C—CH,
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3
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Figure 134 : Mécanisme de polymérisation radicelde I'acide méthacrylique sur la cellulose.
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4-2- Effet de I'acide méthacrylique

L'influence de la concentration en acide méthagud a été évaluée en faisant varier sa
concentration finale dans le milieu réactionnerei®,1 et 1 M. Les résultats obtenus sont présentés

sur la figure 135.

-
N

T=35°C, [CAN] =10 mM

=
o
L

Taux de greffage (%)
o

0 02 04 06 08 1
[MAA] (M)

Figure 135 : Influence de la concentration en aniééhacrylique sur le taux de greffage.

En nous basant sur les conditions optimales demoisation déterminées par Gupt& nous
avons choisi pour cette étude de fixer la tempéeade réaction a 35 °C et la concentration en CAN a
10 mM. Le meilleur taux de greffage (10 %) a étdenb pour une concentration en acide
méthacryliqgue de 1 M. Des essais, avec des comti@ms en acide méthacrylique supérieures a 1 M,
se sont avérés décevants en raison de la polyriénisde I'acide méthacrylique formant un gel

d’acide polyméthacrylique, interdisant sa croissasur la cellulose.

4-3- Effet de la concentration en cérium (1V)

L'influence de la concentration en cérium (1V)ta évaluée en faisant varier la concentration
finale en ions CE& dans le milieu réactionnel entre 5 et 40 mM. Lésultats obtenus sont présentés

sur la figure 136.
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Figure 136 : Influence de la concentration en ¢BrflV) sur le taux de greffage.
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D’aprés les résultats précédemment obtenus dtetlge I'acide méthacrylique, I'étude a été
réalisée a une température de 35 °C et a une doatien en acide méthacrylique de 1 M. Une
concentration en CAN de 10 mM a permis d’obtenirmeilleur taux de greffage, et pour des

concentrations plus importantes, le taux de greffaaite considérablement.

Ces études (influence de la concentration en aoiéhacrylique et en cérium) nous ont permis de
déterminer des conditions optimales de réacti@avair une concentration en acide méthacrylique de

1 M et une concentration en CAN de 10 mM.

5- Tissus protoporphyriniques

La fixation de la protoporphyrine IX amirg2 sur le coton polyméthacryliqus est réalisée
selon le méme principe que le couplage peptidioguies ée bras amin20 et la protoporphyrine IX. La

réaction amenant au tissu protoporphyrinique estgmtée sur la figure 137.
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Figure 137 : Greffage du dérivé protoporphyrini@2esur le coton polyméthacryliquis.
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Le coton23 polyméthacrylique est mis en présence du coupl€/BIOBLt (1,2 éq./mol MAA)
afin d’activer les fonctions acides en ester d’'HOB&jout du dérivé protoporphyriniqu22 amene

apres 5 jours de réaction a température ambiartissauprotoporphyriniqu24.

La détermination de la quantité en photosensildisagreffé a été réalisée comme il a été décris da
les chapitres précédents, par un dosage UV-Vigiblda solution de greffage. Les résultats de la
quantité en acide méthacrylique pour le cd8rainsi que la quantité d’actif par carré de cotbdie

taux de greffage obtenus pour le cot@dsont reportés au tableau 20.

Tableau 20 : Dosage quantitatif par UV-Visible.

Cot Quantité de MAA Quantité initiale Quantité d’actif Taux de greffage
otons (par carré de coton) en porphyrine (par carré de coton) (%)
23 2 mmol - - 10 (% massique)
24 - 18,3 pmol 0,83 pmol 4.5 (% molaire)

(a) valeurs non obtenues par dosage UV-Visible.

Les données obtenues pour le co@h (fonctionnalisé par I'acide méthacrylique) sont
indiquées afin de discuter de la démarche enteepois du greffage du dérivé protoporphyrinidze
En effet, la quantité greffée en MAA par carré dgon est égale a 2 mmol, la quantité initiale
théorique et idéale en photosensibilisateur auhaitttre au moins égale a cette valeur. Pour des
raisons purement techniques, nous avons été danagacité de produire la quantité idéale requise.
Cependant avec 0,01 éq. de dérivé protoporphyrnigu rapport a la quantité de MAA initiale, nous
obtenons un taux de greffage (exprimé en % moladéggl & 4,5%, valeur correspondante au
pourcentage de fonction acide carboxylique couplée le dérivé diamine. Des taux de greffage
similaires (de I'ordre de 6%) ont été obtenus deuwreffage de protoporphyrine IX modifiée sur du
nylon fonctionnalisé par I'acide polyacrylique PAR! Ces taux de greffage relativement faible
s’expliquent par la différence de taille entre kxidé protoporphyrinique et le motif répétitif aeid

méthacrylique.

5-1- Caractérisations des surfaces

5-1-1- IR par réflectance (ATR-FTIR)

Le spectre ATR-FTIR du coto@3 présente un signal a 1704 ‘tmcaractéristique des
vibrations d’élongations des fonctions acide caytique, plus précisément le groupement carbonyle

C=0, des unités MAA. Ce signal atteste de I'effitade la réaction de polymérisation radicalaire du

(181 Bozja J., Sherrill J., Michielsen S., StojilikovicJ. Polym. Sci. Pol. Cher2003 41, 41-47.
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MAA sur le coton. Pour le spectre du coton protppgrinique 24, le signal correspondant aux
groupements carbonyles des fonctions acides (itd i) est de moindre intensité ; cette différence

d’intensité est a corréler avec l'apparition d’ugnsl & 1650 cr caractéristique des vibrations

d’élongations des fonctions C=0 relatifs aux amid@egure 138).
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Figure 138 : Spectre ATR-FTIR comparatif du (a) catatif et des cotons modifiés, @3 et (c)24.

le cas des tissus porphyriniques obtgrar "Click-Chemistry", la

Comme dans
caractérisation du greffage covalent est indirpctieque le dérive protoporphyriniq@@ possede des

fonctions amides ; cependant la baisse notabléirdensité du signal correspondant aux fonctions
acide carboxyligue montre que ces dernieres ont &€ engagées partiellement dans la formation du

lien amide.

5-1-2- UV-Visible par réflectance diffuse (DRUV)

Comme dans le cas des tissus triazinyl porphyresget des tissus tritolylporphyriniques,

by

présentés dans les chapitres précédents, l'allurespectre UV-Visible est similaire a celui du

compos&?2 en solution (figure 139).

137



—._Soret

0,75 A

QW
, am Qi

0,25 4

350 450 550 650 750
A(nm)

Figure 139 : Spectre UV-Visible du coton protopgmitique 24.

Les principaux signaux correspondant a I'absomptilu photosensibilisateur sont mis en
évidence ; en effet, la bande de Soret vers 40®hies bandes Q entre 500 et 630 nm apparaissent
clairement. Les valeurs exactes des maxima d’abeorp(porphyrines libres en solution et

porphyrines supportées sur la cellulose) sont réssrau tableau 21.

Tableau 21 : Données électroniques des maximaarptien en UV-Visible.

Composés| Soret (nm) Q (nm)
22 402 503, 537, 574, 629
coton24 405 505, 540, 574, 629

Pour le cotor24, le spectre montre un léger effet batochrome édé&phent de 402 a 405 nm),
pour la bande de Soret, par rapport a celui du osgg2. Ce léger déplacement, comme dans les cas
précédents, est la conséquence du caractere greftaglent de la part du photosensibilisateur. Les
observations sont sensiblement identiques a ceuortées pour les cotori®, 13 et 14, utilisant le
dérivé 1,3,5-triazine comme agent de greffage,oeir e cotonl9 obtenu par la méthodologie de

"Click-Chemistry".

5-1-3- Analyse thermogravimétrique (ATG)

Y

Les courbes ATG obtenues pour le co2het 24 sont comparées a celle du coton non

modifié comme dans les chapitres précédents efpsésentées sur la figure 140.
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Figure 140 : Courbes ATG.

Les courbes obtenues présentent une allure siendatelles obtenues pour les tissus triazinyl
porphyriniques et les tissus tritolylporphyriniqudgsrites dans les chapitres précédents. Poutda co
23, aucune différence significative n’est observédégnéala présence du MAA polymérisé en surface.
Cette modification chimique n’influe pas la stai@lithermique du matériel. Pour le coton
protoporphyrinique24, la courbe suit celle du coton initial jusqu'a 30D avec une perte de masse
identique ; aux plus hautes températures, la pertmasse s’effectue en plusieurs étapes et s’'expliq

par la décomposition du photosensibilisateur, lapooe du lien amide et la décomposition du
materiel.

De facon générale, le coton protoporphyrinid4eest plus stable thermiquement par rapport aux
différents cotons élaborés précédemment ; la pcésda lien amide semble diminuer la sensibilité
thermique.
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5-1-4- Microscopie électronique a balayagMEB)

Comme dans les chapitres précédees cotons modifiés ont été caractérisés par miopis

électronique a balayage (figutdl).

Figure 141 : Photogpdie MEE : (a) coton initial, (b) coton-MA/&3 et(c) coton protoporphyriniqL24.

La polymérisation de I'acide méthacrylic (coton23) est observale par des amas Incs sur
les fibres de cellulose, et ceuxde facon non homogéne pouv s’expliquer par le faible rendeme
massique deal réaction (10%). Pour Icoton protoporphyriniqu@4, le greffage ne modifie pas
morphologie du coton polymé&g. Pour cette méthode de greffage, I'analyse MEBsdefsces perme
de confirmer l'efficacité de la réaction de polymaéation radicalaire du MAA sur le cot en
supplément de I'analyse ATRFIR et DRUV

Dans les différentes stratégies développéesaractérisation en MEB montre que la modifica
chimique n’affecte pas Istructure initiale des fibres de cellulosd¢’aspect général, la morphologie,

diameétre sont conservés.

6- Conclusions

De nouvelles surfaces cellulosiques protoporphgues ontpu étre élaborées de fag
originale par I'utilisation d’'un dérivé de porphye naturelle, la protoporphyrine Une méthode de
polymeérisation radicalaire pour fonctionnalisercleton celluosique a étéléveloppé et a demandé
une étude approfondie desnditions optirales de réaction. Les nhéides classiques ccouplage
peptidique ont été utiliséeafin de modifier la protopchyrine IX et de fixer cette derniérsur le
coton cellulosique préalablement moc. Malgré le taux de greffage en photosetlisateur
relativement faible, fficacité d'une telle stratégia pu étre mise en évidence par les analyses-
FTIR, DRUV et aussi MEBIes surfaces modifié:

Comme dans les chapitres précédents, ce nouveauléyfissu cellulosique a été élaboré de but
d’évaluer son activité antibactérienne et de pauocomparer avec celles obtenues sur les diffé

tissus triazinyl et triazolyl porphyrinique
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Chapitre V Etude de la
photoinactivation bactérienne
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L’étude quantitative de l'activité antibactérienses différents tissus porphyriniques élaborés
a été évaluéeén vitro sur deux souches représentativBgphylococcus aureudactérie a Gram
positif) et Escherichia coli(bactérie a Gram négatif). Au préalable, nous avwadué I'aptitude des
précurseurs porphyriniqgues a produire de l'oxygsirgulet, cette espece étant I'agent toxique,
responsable de la destruction des bactéries, comRACT. Quelques informations sur I'importance
de la source lumineuse utilisée puis les résultatphotoinactivation bactérienne seront également
exposés. Enfin, quelques hypothéses seront avagoées au mode d’action de la photodestruction

des cellules bactériennes par des surfaces phiviales.

1- Production d'oxygene singulet

L'aptitude des composes 3, 7, 17 et22 a produire de I'oxygene singulet a été réalisédgpa
mesure de son rendement quantigi€‘O,), au sein de I'équipe du Docteur Céline FrochobdPR,
UMR 7630 a Nancy. Apres excitation a 415 nm dedqiemsibilisateurs a I'aide d’'une lampe Xénon
a arc, la luminescence de I'oxygene singulet estunée a 1270 nm. Les rendements quantiques en
oxygéne singulet ont été déterminés dans I'éthamltilisant le Rose de Bengale comme référence
(tableau 22§

Tableau 22 : Rendement quantique en oxygéne singulet

Composés @ (‘0,)
2 0,65
3 0,59
7 0,82
17 0,79
22 0,81
Rose de Bengale 0,68

Tous les composés testés produisent de I'oxygegelst, les valeurs obtenues de rendement
quantique sont équivalentes ou supérieures a ¢éawnde référence obtenue pour le Rose de Bengale,
sauf pour le composg Ces composeés représentent donc de bons cangdamatsine application en
PACT.

(1% peRosa M.C., Crutchley R.LCpordin. Chem. Rey2002 233-234, 351-371.
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2- Importance de la source lumineuse

La source lumineuse utilisée de type LED a laatérestique d’émettre de la lumiére blanche
(domaine du visible). Le spectre d’émission dedarse lumineuse est présenté sur la figure 142. Ce
type de matériel a été choisi au vue de l'alluresale spectre d’émission. En effet, il est supenplesa
avec un spectre d'absorption classique des pompdgyrittilisées. Une émission intense dans la zone
400-450 nm et une émission moindre dans la zone7800nm vont permettre une excitation
maximale, aux longueurs d'onde correspondantes &alade de Soret et aux bandes Q, du

photosensibilisateur.
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Figure 142 : Spectre d’émission de la source LEIBéé dans le dispositif PACT.

L’intensité lumineuse fournit par une LED a étésarée a I'aide d’un luxmetre (690 lux). Le
flux lumineux correspondant est de 0,11 mW/cm? & ¥ 1,61.10 W/cm?). La fluence, qui
correspond a une dosimétrie (indispensable pouappgkcations biologiques), est fonction du temps
d’irradiation (ici 24 h ou 8,64.f0s) et est égale & 9,5 J/lcm2. Les différentes taisitiques
lumineuses sont résumeées au tableau 23.

Tableau 23 : Caractéristiques de lirradiation luenise du dispositif PACT.

Intensité lumineuse 690 lux
Flux lumineux 0,11 mW/cm?
Fluence ou Dosimétrie 9,5 J/cm?
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D’aprés les données de la littérature, la lumigsible peut entrainer, selon la fluence utilisée,
un effet phototoxique sur les microorganismes dee tgtaphylococcus aureusu Pseudomonas
aeruginosd™ En effet, la lumiére blanche (400-800 nm) est bapae détruire 60 & 96,5 % des
souchesS. aureust 90 J/cm? alors que pour une fluence plus élb8@ J/cm?), I'effet bactéricide peut
s’avérer total. En revanche, la croissance bactéeie’est pas affectée pour une fluence égale ou

inférieure a 18 J/cm?2.

Ces observations montrent que la fluence utilisédifie fortement la croissance bactérienne et afin
de s’affranchir d’'une possible inactivation parllaiére (dans notre cas la lumiere blanche) une
fluence inférieure ou égale a 18 J/cm? est recorddgmnl|l semble donc que notre systéeme

d’illumination soit tres bien adapté pour une étadghotothérapie dynamique antimicrobienne.

3- Photoinactivation bactérienne

Afin d’évaluer de facon quantitative la photoiraation des soucheStaphylococcus aureus
(Gram') et Escherichia coli(Gram), nous avons développé une technique dérivant diotocole
normé ("ATCC Test Method 100-1998ntibacterial Finishes on Textile Materials : Asseent df)
habituellement utilisé pour mesurer I'activité aatitérienne de textiles. Cette mise au point a été
adaptée a nos besoins afin d’'inclure le paramétradiation lumineuse”. Les étapes indispensables
(contrdles) sont la détermination du nombre d’Urit@rmant Colonie (UFC) par carré de tissus ;
immédiatement aprés contact (t = 0), aprés 24 bediiecubation sous irradiation lumineuse et a

I'obscurité (tissu non traité) et apres 24 heurggdbation a I'obscurité (tissu porphyrinique).

3-1- Tissus triazinyl porphyriniques

Les résultats concernant I'évaluation photobacithi des tissus triazinyl porphyriniques
neutre (cotorl2), anionique (cotord3) et cationique (cotodd) sont présentés sur la figure 143. Les
différents controles effectués représentent deg@es négatifs. En effet, I'ensemble des échamil
non traités (& l'obscurité et sous irradiation) tetités (& I'obscurité) montrent une croissance
bactérienne de 4 logs par rapport a la référeneeQ(tindiquant le nombre de bactéries initialement
déposées sur un carré de textile). Ces contrékesgtent d’affirmer que la dose lumiére utilisées(9

J/icm?) n’a aucune influence sur la croissance bHaoige.

(291 | ipovsky A., Nitzan Y., Friedmann H., Lubart ®hotochem. Photobigl2009 85, 255-260.
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Figure 143 : Mesure de I'activité photobactérioilds tissus triazinyl porphyriniques.
(A : S. aureus é : E. coli).

Quelque soit la nature du photosensibilisateur.effat bactéricide est observé lors de la
photoinactivation dé&. aureusEn effet, le nombre d’'UFC est inférieur pour fissus porphyriniques
irradiés par rapport au nombre initial d’'UFC (t ¥ Gependant les résultats sont différents pour les
trois types de coton. Le cotd fonctionnalisé par la porphyrine neutre est capdbihactiver 93,7%
des bactéries, le cotdB anionique 37% et pour le cotdd cationique I'effet photobactéricide est
total. Ces résultats mettent en évidence une oalairucture-activité pour la photoinactivation des
bactéries Graim en effet comme dans le cas des porphyrines hbse la charge globale du
photosensibilisateur supporté influe sur I'activitétionique > neutre > anionique. Ces résultat so
conformes avec ceux obtenus dans la littératuréamtetn évidence I'importance de la charge globale
du photosensibilisateur dans la photoinactivatiactérienné"!

Par contre, pour le cotoh4 cationique, une inactivation bactérienne est égafe retrouvée a
I'obscurité, de l'ordre de 80% ; ce résultat bieme gsurprenant s’explique par le fait que les
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ammoniums quaternaires sont bien connus pour ég@gents capables de désorganiser la membrane

bactérienne méme sans irradiation luminétse.

En revanche, les trois types de tissus sont indepabinactiver la souchg&. coli. L’ensemble des

résultats de photoinactivation des souches estné@sui tableau 24.

Tableau 24 : Photoinactivation des tissus triazooyphyriniques.

Coton % de photoinactivation

S. aureus E. coli
Neutrel2 93,7 0
Anionique 13 37 0
Cationiquel4 100 0

Le caractere insoluble et supporté du photosdissitaur peut étre lié au fait que la génération
d’'especes réactives telles que I'oxygéne singulatsairface du matériel intervient dans le mécaaism
de photoinactivation. Midden et c8®! ont montré qu’une photoinactivation de type Ilpliguant
I'oxygene singulet, était capable de causer desnumms irréversibles de I'enveloppe membranaire
sans que le photosensibilisateur ne pénétre au deeifa cellule bactérienne. Ces observations
démontrent I'implication du processus photochimiglee type Il pour les surfaces élaborées dans

I'inactivation des cellules bactériennes.

En ce qui concerne la différence d’activité sur bestéries a Gramet Gram un mécanisme de
photoinactivation bactérienne par des photoseisibdurs supportés est proposé (figure 144). Ainsi,
le rendement quantique en oxygéne singulet desopbiasibilisateurs utilisés suit I'ordre suivant,
cationique > neutre > anionique. Il est donc deewnt fonction de la nature du photosensibilisateur
(tableau 22).

D’un point de vue mécanistique, le point de déparsitue dans l'interaction du photosensibilisagtur
de I'enveloppe bactérienfé® En effet, le PS étant supporté il ne peut pénéinesein de la bactérie
contrairement aux PS classiques libres. La chaa®lp a la surface de la bactérie étant négdtve,
nature du photosensibilisateur va directement énfiur les interactions électrostatiques ; en édfet
composé cationique aura de plus fortes interactavmex I'enveloppe bactérienne que le composé
neutre et lui-méme que le composé anionique. Dg 8 porphyrines cationiques sont connues pour
jouer un rdle dans la désorganisation membraffaited I'obscurité les tissus cationiques sont
capables de détruire 80% des bactéBeaureusalors qu’a la lumiere un effet bactéricide totsl e
observé. Ces observations permettent de mettrevidanée I'action synergique photosensibilisateur

(PS)O..
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Pour la soucheS. aureus I'absence de membrane externe joue un rble pdi@ordans leur
destruction. En effet, aprés irradiation lumineusexygéne singulet produit par les
photosensibilisateurs est capable de diffttd8r (jusqu'a 0,65 mm dans l'air) puis d'interagir
directement avec le peptidoglycane, de structuretigeglucidique. Cette interactiortO,-
peptidoglycane va provoquer sa deéstructuratiorcefe ainsi I'organisation de la membrane interne.
La désorganisation totale de I'enveloppe bactégesst suivie d'une lyse de la bactérie entrainant s
mort. Ces observations ou I'action de I'oxygeneagsiat est quasi exclusive (sa production dépend
tout de méme de la nature du PS) expliquent le naddaigion des tissus neutres et anioniques. En
revanche, pour les tissus cationiques le mécanisendait pas intervenir que I'oxygéne singulet
puisqu’ils sont capables de détruire les bactéribsbscurité ; 'action simultanée du PS catiomiai

de I'oxygéne singulet sont responsables de lautdiin des cellules bactériennes.
Le mécanisme de photoinactivation des bactériesenGeut étre résumé en cing étapes :
- Action synergique P8D,,
- Diffusion de'O,,
- Interaction'O./peptidoglycane provoquant sa désorganisation,
- Déstructuration de I'enveloppe bactérienne,
- Mort bactérienne par lyse cellulaire.

En revanche polE. coli, la présence d’une membrane externe expliquessstagcé'®! En effet, par

sa nature phospholipidique et par la présence omddécules (lipoprotéines, lipolysaccharides...),
elle représente une barriere pour les molécules@mantes (figure 144). Les photosensibilisateurs
utilisés et l'oxygéne singulet sont incapables d&sodganiser I'enveloppe bactérienne d’une

organisation structurale bien plus complexe quie cas bactéries Grdm
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« Désorganisation de 'enveloppe bactérienne
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Figure 144 : Mécanisme proposé pour la photoinatitim bactérienne par des photosensibilisateunsmstés.
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3-2- Tissus triazolyl porphyriniques

L’étude de lactivité antibactérienne des tissuolylporphyriniques 19 obtenus par la
méthodologie "Click-Chemistry" a également étéiséal. Les résultats sont présentés sur la figure
145.
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Figure 145 : Mesure de I'activité photobactériaiéss tissus triazolyl porphyriniques.

Comme dans le cas des tissus triazinyl porphyuagg les tissus triazolyl porphyriniques
posseédent un effet bactéricide vis-a-vissdawureusla photoinactivation est de 83%. En revanche, un
effet photobactéricide de 82% est également obsamE. coli. Ce résultat ne remet pas en cause le
mode d’action précédemment proposé mais trouveegphcation dans la différence structurale du
photosensibilisateur utilisé. En effet, la présethigezinc chélaté par les azotes internes pyrraiqlie
photosensibilisateur peut donner un élément densgpdRécemment, les travaux de PaVafiont
mis en évidence la forte affinité des porphyringziac (II) avec la membrane de cellules cancéseuse
HelLa par complexation avec les groupes phosphatesptiospholipides. L'étude montre que la
phototoxicité dépendant de I'efficacité des intéoacss membranaires est due a une photooxydation
des constituants membranaires. Prenant ces réseltata similitude structurale de la membrane
externe dE. coli avec les membranes cellulaires animales en coasioié nous pouvons proposer
que ce phénoméne a lieu pour la photoinactivatembctéries a Gram négatif. La présence du zinc
est donc responsable de la différence d’activiekcades tissus triazinyl porphyriniques qui quarua,

présentant une charge globale électrique variég iscapables d’inactiver la soucke coli.

192 pavani C., Uchoa A.F., Oliveira C.S., lamamotoBaptista M.S.Photochem. Photobiol. Sc2009 8, 233-240.
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3-3- Tissus protoporphyriniques

Comme pour les tissus triazinyll, 13, 14) et les tissus triazoly9 porphyriniques, I'activité
antibactérienne des tissus protoporphyriniq2¢s pu étre déterminée et est présentée sur laefigur
146.
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Figure 146 : Mesure de I'activité photobactérioifds tissus protoporphyriniques.

Un effet bactériostatique et non bactéricide &steové sur la souche. aureusen effet les
tissus protoporphyriniques sont capables de raleddi 98% la croissance bactérienne. Ce
ralentissement de la croissance bactérienne etpasnun effet bactéricide peut s’expliquer par le
faible taux de greffage obtenu en photosensibdigatLa quantité de photosensibilisateur fixé est
environ 10 fois moins importante par rapport auaufres méthodes. Concernant la sougheoli,
aucun phénomene de photodestruction n'a pu étenabsenforcant ainsi 'hypothése du mécanisme

proposeé ainsi que celle de I'intervention du zinamla photoinactivation des bactéries Gram

4- Conclusions

Les résultats de photoinactivation des deux saughaureuset E. coli sont bien différents
selon le tissus porphyriniques testés. La compléamniééd de nos différentes stratégies peut étre mise
en avant ; en effet les tissus triazinyl porphyriis s'averent trés efficaces contre les bact€riast
(effet bactéricide) alors qu’ils sont inactifs @ssis des bactéries Grankn revanche, les tissus
triazolyl porphyriniques présentent une bonne phatdivation des bactérieS. aureuset E. coli
(effet bactéricide également) mettant en évideneerdle du zinc dans le mécanisme de
photodestruction des bactéries a Gra@oncernant les tissus protoporphyriniques, issentent un

effet bactériostatique vis-a-vis d& aureuset aucune activité sug. coli. Ces différentes activités
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peuvent étre trés intéressantes selon les charapplitations envisagés pour ces nouveaux matériaux

photobactéricides.

L’étude de la photoinactivation bactérienne desuBs porphyriniques s’est révélée étre trés
enrichissante pour la compréhension du mode deudéish des cellules bactériennes par des surfaces

photoactivables.
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Conclusion générale et
perspectives
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ce travail, nous avons réalisé pouprmiere fois la préparation de tissus
cellulosiques fonctionnalisés par des photosensabdurs de type porphyrine afin de créer des
surfaces photobactéricides. Plusieurs stratégigiales ont été mise en ceuvre pour établir un lien
covalent entre le support cellulosique et le phensibilisateur. Nous avons développé des tissus
triazinyl mésearylporphyriniques par fixation de dérivés amingghyriniques de nature neutre,
anionique et cationique par l'intermédiaire d'uneag de greffage 1,3,5-triazine. Nous avons
également développés deux autres méthodes origidaléxation pour la synthese de tissus triazolyl
mésatritolylporphyriniques par la méthodologie "Cli€kaemistry" et de tissus protoporphyriniques
par l'utilisation d'un dérivé naturel, la Pp IX. tde cette derniére stratégie, nous avons misiat p
une réaction de polymérisation radicalaire de dlacméthacrylique sur le coton cellulosique pour
permettre le couplage peptidique avec un dérivéopophyrinique. Les précurseurs porphyriniques
ont été caractérisés par les méthodes classiqussegéroscopie (RMNH, UV-Visible, Masse). Les
surfaces élaborées ont quant a elles été caraaérar différentes méthodes spectroscopiques et
physico-chimiques (ATR-FTIR, DRUV, ATG et MEB).

Les premiers essais biologiquas vitro de photoinactivation bactérienne sur les souches
Staphylococcus aureugt Escherichia coli ont été réalisés. Pour les tissus triazimgése
arylporphyriniques, une relation structure-activétéu étre mise en évidence pour l'inhibition des
bactéries Gram positif contrairement aux bacté@eam négatif ou aucun dommage n'a pu étre
observé. Ces observations nous ont conduits a geopan mécanisme de photoinactivation
bactérienne par des surfaces photoactivables. ikssst tritolylporphyriniques, quant a eux, sont
capables d’avoir un effet photobactéricide ausasn lsiurS. aureugjue suiE. coli ; la présence du zinc
interviendrait dans le mécanisme de destruction diesx souches étudiées. Enfin les tissus
protoporphyriniques sont capables de ralentir,yraeffet bactériostatique, la croissance bactéegenn
deS. aureus

A la suite de ces premiers résultats biologiquésfassant, nous envisageons de préparer une gamme
de tissus modifiés (via les diverses méthodes eépk) présentant une quantité de
photosensibilisateur variable, d'étudier l'influendu temps et de la dose d'irradiation. Nous
souhaitons également étudier I'activité antibaetére sur d’autres souches pathogénes Gram
(Streptococcus pneumonjaBacillus anthracis..) ou Gram (Pseudomonas aerugingsKlebsiella
pneumoniae.) mais aussi la photoinactivation d’espéeces fongggtelles qu€andida albicansCes
résultats nous encouragent a augmenter I'éventaileschoix du polymere et donc a poursuivre les
travaux sur I'élaboration de nouvelles surfacestgtactéricides. A cet effet, l'utilisation d'autres
supports tels que des polyméres synthétiques (PiIDn) ou naturels (amidon, chitosan) est

envisageable.
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Chapitre VI Partie expérimentale
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1- Réactifs et solvants

L’origine des réactifs et des solvants utiliséscaurs de ce travail sont présentés au tableau
25. Toutes les puretés ont été testées avec legdques classiques (point de fusion, traces d'eau
mesurées par IR...). Leurs éventuels traitementségadement mentionnés, ils ont été réalisés selon
les procédures classiques décrites notamment dangodel's Textbook of Practical Organic
Chemistry (5° édition, 1989). Le tissu cellulosique (sans azumgstique) a subit les traitements
suivants ; autoclavage, séchage et découpage fwesute 3,5 x 3,5 cm. Il provient de I'entreprise

Avelana, France.

Tableau 25 : Réactifs et solvants utilisés.

. - Abréviations .
Réactifs et solvants Origines communes Traitements
Acétate d'éthyle 99% Carlo Erba AcOEt -
Acétate de cuivre, monohydraté 98% Prolabo Cu(CHCOO), -
Acétate de zinc Acros Zn(CHs;COO), -
Acétonitrile (pour HPLC) 99,9% Fisher AcN -
Acide acétique glacial 99% Prolabo - -
Acide chlorhydrique 37% Aldrich HClconc. -
Acide méthacrylique 99% Merck MAA -
Acide nitriqgue 69% Prolabo HNO; -
Acide propanoique 99% Aldrich - -
Acide sulfanilique 98% Prolabo - -
Acide sulfurique 99% VWR - -
Acide trifluoroacétique Acros TFA -

(+) L-ascorbate de sodium Sigma NaAsc -
Azoture de sodium 99% Fluka NaN; -
Benzaldéhyde 98% Prolabo - -
Bromure de propargyle (80% dans le toluene) Sigma-Aldrich - -
Carbonate de potassium (étuvé a 100 °C) Aldrich K,CO; Etuvé a 100 °C,
24 heures
Cérium ammonium nitrate 98% Alfa Aesar CAN -
para-chloranil 99% Acros - -
Chloroforme 99,9% SDS CHCl,
Chloroforme anhydre - - Distillé sur BOs
puis CaH
Chlorure d'étain, dihydraté 98% Acros SnCh -
Cyclohexane VWR - -
Dichlorométhane 99,8% SDS CH.CI, -
Dichlorométhane anhydre - - Distillé sur BOs
puis CaH
N,N’-dicyclohexylcarbodiimide Acros DCC -
N,N-diisopropyléthylamine 99% Sigma-Aldrich DIPEA -
N,N-diméthylformamide 99% SDS DMF -
N,N-diméthylformamide anhydre 99,8% Acros - -
Di-tert-butyl dicarbonate 97 % Aldrich Boc,0O -
Ethanol absolu VWR EtOH -
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Ether de pétrole

Ether diéthylique
2,2'-(éthylenedioxy)-bis-(éthylamine) 97%
Hydrogénocarbonate de sodium 99%

4-hydroxybenzaldéhyde 99%
1-hydroxybenzotriazole 98%
Hydroxyde d’ammonium 28-30%
Hydroxyde de sodium 98%
lodométhane 99%
Mésitaldéhyde 98%

Méthanol

4-nitrobenzaldéhyde 98%
Pipéridine 99%
Protoporphyrine 1X 95%
4-pyridinecarboxaldéhyde 97%
Pyrrole 98%

Résine basique Dowex 550A

Sulfate de magnésium, trihydraté 99%
Tétrabromure de carbone
Tétrahydrofurane 99%
para-tolualdéhyde 97%

Toluéne 99%
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine 99%
Triéthylamine 99,5%

VWR
VWR
Alfa Aesar
Prolabo

Acros
Acros
Acros
Alfa Aesar
Alfa Aesar
Acros
VWR
Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Aldrich
Acros

Sigma-Aldrich
SDS
Acros
Carlo Erba
Acros

VWR
Acros
Acros

EP
Et,O

NaHCO;

MgSO4
CBry,
THF

ATC
EtN

Utilisé en
solution aqueuse
saturée

Distillé sous
pression réduite

Distillé sous
pression réduite

2- Chromatographie

2-1- Chromatographie analytique

L'évolution des réactions ainsi que la pureté glesluits sont contrblées par chromatographie

sur couche mince, CCM (silice déposée sur plagalkemiinium alufolien : gel de silice 6Qdz Merck

de 0,2 mm d’épaisseur). La révélation des plagsesfiectuée,

- soit par observation directe pour les composés€s

- soit sous lampe UV (254 nm) pour les composégigois,

- soit par vaporisation d’une solution de ninhydrsuivie d’'un chauffage & 100 °C pour les produits

aminés,

- soit en combinant les différentes techniques.
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2-2- Chromatographie préparative

Chromatographie sur colonneles purifications sont réalisées avec des casme 2 a 5 cm de
diamétre, conditionnées sur 20 & 25 cm de hauteer de la silice (gel de silice 60 Merck de

granulométrie 15 a 40 um) dispersée dans le méknget choisi.

Chromatographie sur couche minckes chromatographies sur plagues préparativetsréalisées par
étalement d’'un gel de silice (80 g de gel de siBfePks, dispersée dans 220 mL d’eau) en une
couche de 2 mm d’épaisseur sur six plagues de {20ne 20 cm) alignées sur un banc. Aprés séchage

a I'air libre durant 15 heures, les plaques soralément activées 2 heures a 100 °C avant usage.

3- Analyses physico-chimiques

3-1- Ultraviolet-visible

Les spectres UV-Visible en solution ont été réalisur un spectrophotometre Perkin Elmer
Lambda 25 et ont été effectués dans des cellulgsiaez de 1 cm de trajet optique. Tous les spectre
ont été réalisés & une concentration voisine de1D8 M dans le solvant adéquat. Les longueurs
d’onde A, correspondantes aux absorbances maximales sprimées en nm et les coefficients

d’absorption molaire, en M*.crmi®.

Les spectres DRUV sur les tissus modifiés ont éadisés sur un spectrophotométre Varian CARY
5000 muni d’'une sphére d’intégration, sans conalitgament particulier, au laboratoire SPCTS (UMR
6638 CNRS) de l'université de Limoges.

3-2- Infra-rouge

Les spectres IR ont été réalisés sur un appagsiliPElmer FT-IR spectrometer SPECTRUM
1000 sur des échantillons conditionnés en pastike&Br. Les nombres d’onde sont exprimés en
cm™,
Les spectres ATR-FTIR des tissus modifiés, sanditonnement au préalable, ont été réalisés sur un
appareil Varian 800 FT-IR Scinitar Series muni éwphére d’'intégration au laboratoire SPCTS de

I'université de Limoges.

3-3- Température de fusion

Les températures de fusion ont été mesurées eas taapillaires sur un appareil
Electrothermal 1A9100.
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3-4- Résonance magnétique nucléaire

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un apgateker DPX-400, respectivement a une
fréquence de 400,13 MHz pour le proton et de 10062 pour le carbone, au service commun de
I'Université de Limoges. Les déplacements chimigdesont exprimés en ppm en prenant le
tétraméthylsilane comme référence interne et lestantes de couplage J sont exprimées en Hz. Les
abréviations retenues pour nommer les figures ;ssrisingulet), d (doublet), dd (double doublet), t

(triplet), g (quadruplet), m (multiplet). Les figes élargies comportent un "él" en indice.

3-5- Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été effectués a I''ROWR(7201 CNRS) de I'Université Pierre et
Marie Curie, Paris VI par le Dr. Sandra Alves. Ispectres MALDI ont été obtenus par désorption
laser avec un spectrometre a temps de vol Voyalier (Eramingham MA, USA) équipé d’'un laser
d’azote 337 nm (VSL 337ND). Les spectres ES| onéng a eux, été réalisés en mode positif avec un
spectrométre a capture d'ions Esquire 3000 (Brukaltonics, Bremen, Germany) équipé d’'une
source ESI (Analytica Bradford, CT, USA).

3-6- Analyse thermogravimétrique

Les spectres ATG des tissus modifiés ont étésémbur un appareil SETARAM série Setsys
2400 au laboratoire SPCTS de l'université de Linsogeous les spectres ont été obtenus pour une
montée en température de 5 °C/min jusqu’a 500 13 dalayage d’air, utilisant I'alumine calcinée

comme référence inerte.

3-7- Microscopie électronique a balayage

Les échantillons de tissus modifiés ont été camtigs en disque ayant un diamétre de 1 cm
environ. lls ont ensuite été lavés durant 24 hediaass I'acétone a reflux afin d’éliminer toutes
impuretés et poussiéres puis séchés a 100 °C. Aebservation, les échantillons ont été métalliaés
I'or-palladium (17 nm d’épaisseur ; SCD 050, BAL-TELiechtenstein) puis collés sur le porte-objet
a l'aide d’'un film carbone autocollant. Les photggies MEB ont été enregistrées sur un appareil

Philips XL30 au service de microscopie €lectronided’université de Limoges.

4- Détermination du taux de greffage en photosensibilisateur

Afin de pouvoir appliquer la loi de Beer-Lambeft £ .1.C), des dilutions nécessaires pour

obtenir une absorbance (correspondante a la ban8erét) comprise entre 0,1 et 1 ont été effectuées

162



Le taux de greffage en photosensibilisateur a étérahiné a partir de la solution de greffage par UV

Visible selon la formule suivante,

ASorey8 xV x d
taux de greffagé%)=|1 - Soret x 100

Minitial

Avec,

- Asoret: @absorbance de la longueur d’'onde correspondat@dande de Soret du photosensibilisateur

libre non greffé,

- esoret. COEfficient d’absorption molaire correspondantagbande de Soret du photosensibilisateur

libre non greffé,
-V : volume de la solution analysée,
- d : facteur de dilution nécessaire pour la mesuar&lV-Visible (absorbance comprise entre O et 1),

- Ninitiar - NOMbre de mole initial de photosensibilisateur.

5- Appareillage d'activation micro-ondes

Un réacteur monomode Synthewave 4(Rrolabo) d’une puissance maximale de 300 W a été
utilisé. L'appareil est piloté par ordinateur eadservissement peut-étre fait en température ou en

puissance. La température est lue avec une softdmimge placée sous I'échantillon.

6- Rendement quantique d'oxygéne singulet (10,)

Les mesures du rendement quantique en oxygéneleirdes composés porphyriniques ont
été realisées au laboratoire DCRP (UMR 7630 CNREBLINde l'université de Nancy. Les
photosensibilisateurs étudiés ont été excités @el'al’'une lampe Xénon a arc placée sur un
spectrofluorimetre SPEX 1680 possédant un doubleooiwomateur de 0,22 um. La luminescence de
'oxygéne singulet, suite & une excitation a 415, rmmensuite été mesurée a 1270 wia un
monochromateur PTI S/N 1565 grace a un détecteutel société North Coast Scientific (modéle
EO-817L), refroidi a l'azote liquide. Les échariis ont été dilués dans une goutte de chloroforme
puis redilués dans I'éthanol ou directement dilaésdl'éthanol (selon la solubilité du produit) afin
d’obtenir des solutions dont la densité optiquereaximum d’absorption soit maintenue inférieure a
0,2 £0,02.
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Les rendements quantiques d’oxygene singulet desogbnsibilisateurs finaux ont été déterminés
dans I'éthanol et/ou le chloroforme, en utilisamtrdse de bengal®(= 0,68 dans I'éthanol) comme

référencet®”

Aref) ( I )
O\ =D X|—) X |—
A Aref ( A Iref

Avec,
- @, = rendement quantique de formation d’oxygéne s$eighD, du composé étudié,
- @, = rendement quantique de formatiohQ@} du rose de Bengale,

- A et A = absorption a la longueur d’onde d’excitation §4im) du composé étudié et de la

référence (rose de Bengale) respectivement,

- | et | = intensité du pic de luminescence a 1270 nm duposé étudié et de la référence

respectivement.
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7- Syntheses

5-(4-nitrophenyl)-10,15,20-triphényl porphyrine (1)

NO,

O q

DR S

Dans un bicol de 250 mL, 302 mg (2 mmol ; 1éq.¢edtrobenzaldéhyde et 0,613 mL (6
mmol ; 3éq.) de benzaldéhyde sont mis en présem&® enL d’acide propionique. Aprés 1 heure de
reflux & 120-130 °C, le pyrrole (0,555 mL ; 8 mmdl éq.) fraichement distillé est additionné goatte
goutte. La réaction se poursuit 1 heure a 1208Gs agitation et a I'abri de la lumiere. Aprés veta
température ambiante, le solvant est évaporé diape a palette. Le brut obtenu subit une pré-
purification sur large fritté 3 de silice (éluar€@HCL). Le composéd. est obtenu, aprés purification sur
plaques préparatives (CHf&ther de pétrole : 6/4), sous I'aspect d’'un soliddéet avec un rendement
de 7,2% (96 mg).

Ri= 0,62 (CHCYéther de pétrole : 6/4).
UV-Visible (CHCL), Amaxen nm £.10°) : 420 (241) ; 516 (12,2) ; 552 (7,1) ; 591 (4,847 (3,1).

RMN 1H (CDC'S) . 6ppm= 8,89 (d, \] = 4,8 HZ, ZH'HB_pyrronques) ; 8,86 (S, 4HH[}_pyrro|iques) ; 8,73 (d, \] =
4,8 HZ, 2H,HB_pyrr0|iques) ; 8,62 (d, \J = 8,5 HZ, 2H'Hg'5_ary|) ; 8,39 (d, \] = 8,5 HZ, 2H'Hz'6_ary|) ; 8,21 (d,
J =6,8 Hz, 6HH6.pheny) ; 7,76 (d, I = 7,3 HZ, OHH3.4,5-phény) 5 -2,78 (S, 2H, Nin).

SM (MALDI) : m/z = 660,07 [M+H]T.
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5-(4-aminophényl)-10,15,20-triphényl porphyrine(2)

NH,

O q

=0

Dans un bicol de 100 mL, le compds€80 mg ; 0,121 mmol ; 1€q.) est dissous dans 20 mL
de CHC}. 82 mg (0,363 mmol ; 3éq.) de chlorure d'étaissdus dans 20 mL d'HCI a 37%, sont alors
additionnés. Le milieu réactionnel est homogénéiggc 20 mL d’acide acétique. La réaction est
laissée une nuit & 70-80 °C, sous agitation etahBril’de la lumiere. Apres retour a température
ambiante, le milieu réactionnel est neutralisé pad mL d'une solution de NaOH a 2M. Aprés
extraction de la phase organique, lavage a I'etma-plre (2 x 100 mL), séchage sur MgStdis

filtration, le compos& est obtenu sous I'aspect d’un solide violet avecamdement de 80% (61 mg).

Ri= 0,50 (CHC)).
UV-Visible (CHCl), Amax€n nm £€.10%) : 421 (369) ; 517 (14,0) ; 554 (7,6) ; 591 (4,648 (4,0).

RMN 'H (CDCh) : 8pom= 8,94 (d, J = 4,7 Hz, 2H p.pyrroliques) ; 8,84 (d, J = 4,7 Hz, 2HH p.pyrroiiques)
8,82 (31, 4H, Hp pyroiiques) ; 8:21 (d, J = 7,6 Hz, 6H6pneny); 7,74 (d, J = 7,4 Hz, 9HH3.45.0meny) |
7,99 (d, J = 8,2 Hz, 2Hz6.ay) ; 7,04 (d, J = 8,2 Hz, 2H35.0y) ; 3,99 (S, 2H, M) ; -2,75 (s, 2H,
NHip).

SM (MALDI) : m/z = 630,11 [M+H].
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5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-sulphonatophénylporphyrine (3)

Na0;S NH,

O

o = U

NaO,S SO;Na

75 mg de2 (0,119 mmol) sont traités avec 5 mL d’une solutibiH,SO,, 95 % durant une
nuit a 70-80 °C, sous agitation et a I'abri dedmikere. La solution est ensuite diluée dans 100 mL
d’eau ultra pure puis neutralisée par une solugatnrée de N&Os jusqu’a obtenir un pH voisin de 7.
Apres évaporation, les sels de sodium sont présifiair un excés de MeOH (opération répétée 2 fois).
L'élimination des sels non porphyriniques est & a I'aide d'une simple filtration sur fritté de
porosité 3. La solution est reprise dans un minindtgau avant la mise en dialyse (seuil de coupure =
1000 Da). Apres 4 jours de dialyse et lyophiligatite composé hydrosolubl® est obtenu sous

I'aspect d'un solide marron-vert avec un rendengen6 % (96 mg).

Rr = 0,34 (CHCYMeOH/H,0 : 60/45/12).
UV-Visible (MeOH), Amax €N NM £€.10%) : 416 (354) ; 514 (16,6) ; 552 (10,1) ; 590 (5,848 (4,8).

RMN *H (DMSO) :6ppm= 8,98 (d, J = 4,5 Hz, 2HH g pyrroiiques) ; 8,92 (d, J = 4,5 Hz, 2HHp.pyrroliques)
8183 (31 4HH|3—pyrroquues) ; 8120 (d1 J= 8 HZ, 6H—al3,5—phényD ; 8107 (d: J=8 HZ, 6H'1|2,6-phényD ; 7189 (d,
J=8,2Hz, 2HH6.ay) ; 7,02 (d, J = 8,2 Hz, 2H35.ay1) ; 5,61 (S, 2H, M) ; -2,86 (S, 2H, Min.).

SM (MALDI) : m/z = 936,09 [M+H[; 1871,26 [M+H]".
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Mésa (mésityl)-dipyrrométhane (4)

Dans un ballon de 100 mL, 3 mL de 2,4,6-trimétbyltaldéhyde (20,4 mmol ; 1 €g.) sont mis
en présence de 60 mL de pyrrole fraichement @g6ll87 mol ; 42 €q.). A cette solution, dégazée pa
barbotage d’argon durant 10 minutes, le TFA (0,815; 4,1 mmol ; 0,2 €q.) est ajouté. Le mélange
est agité 30 minutes a température ambiante jusdjsjzarition totale de l'aldéhyde. Il est ensuite
dilué dans 150 mL de dichlorométhane, neutraliséupa solution aqueuse de NaOH, 0,1M (30 mL),
lavé a I'eau distillée (2 x 150 mL), séché sur Mg®Qis filtré. Apres évaporation, le mélange est
purifié par chromatographie sur colonne (toluerétiylamine : 99/1). Aprés recristallisation daas |

cyclohexane, le compogkest obtenu sous forme de cristaux beiges aveendement de 36 % (1,95

9).

R; = 0,39 (cyclohexane/AcOEt : 8/2 + 1%I&).
T; = 167-168 °C (litt. Tf = 166-167 °C}Y
IR v(cm™), KBr : 3320 (N-H) ; 3100, 3070, 2850 (C-H).

RMN *H (CDCH) : Sppm = 7,92 (8, 2H, NH) ; 6,85 (S, 2HH3 5-mesity1) ; 6,65 (d, J = 1,0 Hz, 2Hs) ;
6116 ( q, ‘] = 2!8 HZ, 2I-I-’I4) ! 5199 (m1 2HH3) ! 5191 (S1 1HHmes<) ! 2127 (S1 3H1 e:’:,p-mésityl) l 2105
(51 6H’ (H3,o—mésityl)-

RMN **C (CDCk) : 8ppm = 137,8 C26) ; 136,8 C4) ; 134,8 C1) ; 131,4 C2) ; 130,5 Ca5) ; 116,3
(CS) ; 108,9 C4) ; 106,7 C3) ; 38,5 Cmésa ; 20’9 CH3,p—mésityD ; 20’7 CH3,o—mésityD-

SM (MALDI) : m/z = 263,03 [M-H].
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5,15-bis(mésityl)-10-(4-nitrophényl)-20-(4-pyridylporphyrine (5)

9 ()

- O

NO,

Dans un bicol de 500 mL, 172 mg de 4-nitrobenzgldé (1,135 mmol ; 1 éq.) et 0,108 mL
de pyridine-4-carbaldéhyde (1,135 mmol ; 1 éq.)s@ntion dans 1 mL de dichlorométhane anhydre,
sont dissous dans 225 mL de dichlorométhane anhsminerésence de 600 mg dese(mésityl)-
dipyrrométhane! (2,27 mmol ; 2 éq.). A cette solution, dégazéehaabotage d’argon durant 15 min,
le TFA (0,315 mL ; 4,1 mmol ; 3,6 €q.) en solutatems 1 mL de dichlorométhane anhydre est ajouté
goutte a goutte. Apres 45 min de réaction sousnarg®0 mg dep-cloranil (2,27 mmol, ; 1 éq.) sont
ajoutés et le mélange réactionnel est laissé sgistian pendant 90 minutes. Celui-ci est ensuite
passé sur fritté de silice et lavé avec du chloréo Le mélange obtenu est ensuite purifié par
chromatographie sur colonne (CHGbuis sur plaques préparatives (CHEIOH : 99/1). Le composé

5 est obtenu sous I'aspect d'un solide violet av&@% de rendement (155 mg).

R¢ = 0,45 (CHCYEOH : 98/2).
UV-Visible (CHCl), Amax€n nm £€.10%) : 419 (363) ; 515 (18,6) ; 550 (7,6) ; 590 (5,648 (3,9).

RMN H (CDCl) : 8ppm = 8,96 (d, J = 5,1 Hz, 2H]; 6.pyriay) ; 8,69 (d, J = 4,6 Hz, 2Hp.pyrroliques) ;
8,68 (%1, 4H, Hp.pyrroiiques) ; 8,63 (d, J = 4,6 Hz, 2Hp_pyrroliques) ; 8,55 (d, J = 8,4 Hz, 2H35.ary) ;
8,33 (d, J = 8,4 Hz, 2H{,6.ay) ; 8,11 (d, J = 5,1 Hz, 2H35pyriay) ; 7,18 (S, 4HHmesiyy1) ; 2,56 (S,
6H, CHspmesity) 3 1,76 (S, 12H, Bl30mesiyyt) 5 -2,73 (81, 2H, NHin).

SM (ESI) : m/z = 745,33 [M+H]
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5,15-bis(mésityl)-10-(4-N-méthylpyridinium)-20-(4-iitrophényl) porphyrine (6)

NO,

Dans un ballon de 25 mL, 75 mg 840,1 mmol ; 1 éq.) sont dissous dans 10 mL de DMF
anhydre. 0,062 mL d’'iodométhane (1 mmol ; 10 égnt glors ajoutés et la réaction est laissée durant
3 heures sous argon et a température ambiantes Avaporation du DMF sous vide, précipitation
dans I'éther diéthylique puis filtration, le comgdsest obtenu sous I'aspect d’un solide violet avec u
rendement de 94 % (83 mg).

Ri= 0,45 (CHCYMeOH : 9/1).
UV-Visible (CHCl), Amax€n nm £.10%) : 424 (158) ; 520 (14,2) ; 565 (11,7) ; 592 (6,855 (7,1).

RMN *H (CDCL) : 8ppm= 9,36 (d, J = 6,2 Hz, 2H 26 pyriay1) ; 8,87 (d, J = 4,1 Hz, 2H; pyrroliques) ;
8,78 (d, J = 4,8 Hz, 2H{p_pyrroiiques) ; 8,73 (d, J = 6,2 Hz, 2HH 3 5.pyriay) ; 8,69 (d, J = 4,7 Hz, 2HH;.
pyrroliques) 5 8,64 (d, J = 4,7 Hz, 2HHg.pyrroliques) ; 8,55 (d, J = 8,4 Hz, 2HH35.4y) ; 8,31 (d, J = 8,4 Hz,
2H, Ha6ary) 5 7,19 (S, 4HHmesity) ; 4,88 (s, 3H, RCH3) ; 2,56 (s, 6H, El3pmesiy) ; 1,74 (S, 12H,
CHsomesity) ; -2,69 (81, 2H, NHine).

SM (MALDI) : m/z = 759,20 [M-I]".
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5-(4-aminophényl)-10,20-bis(mésityl)-15-(4-N-méthglyridinium) porphyrine (7)

NH,

Dans un bicol de 100 mL, 71 mg 6€0,08 mmol ; 1éq.) sont dissous dans 10 mL de GHCI
54 mg (0,24 mmol ; 3éqg.) de chlorure d'étain, dissalans 10 mL d'HCI a 37%, sont alors
additionnés. Le milieu est homogénéisé avec 10 tatidk acétique. La réaction est laissée une nuit a
70-80 °C, sous agitation et a l'abri de la lumiéiprées retour a température ambiante, le milieu
réactionnel est neutralisé par 100 mL d’'une sahutie NaOH a 1M. Aprés lavage a I'eau distillée (2 x
100 mL), séchage sur Mg$Quis filtration, le compos@ est obtenu sous I'aspect d’un solide violet

avec un rendement de 90 % (54 mg).

R; = 0,43 (CHCYMeOH : 8/2).
UV-Visible (CHCL), Amax€n nm £€.10%) : 424 (76) ; 523 (14) ; 572 (7,2) ; 595 (5,4p664.,7).

RMN *H (CDCb) : 8pom= 9,67 (81, 2H, Ho 6 pyriayt) ; 8,84 (d, J = 4,7 Hz, 2H; pyrroliques) ; 8,73 (d, J =
6,2 Hz, 2H,H35.yriay1) ; 8,68 (S, 4HHp.pyrroliques) ; 8,61 (d, J = 4,7 Hz, 2Hg-pyrroliques) ; 7,91 (d, J =
8,3 Hz, 2HHz6.ary) ; 7,18 (S, 4HHmesiy)) ; 6,99 (d, J = 8,2 Hz, 2H35.a1) ; 5,03 (S, 3H, RCH3) ;
2,54 (s, 6H, El3pmesity) ; 1,73 (S, 12H, B30mesiy) ; -2,58 (81, 2H, NHint).

SM (MALDI) : m/z = 729,20 [M-OHJ.
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5-[4-((4,6-(bis)pipéridyl)-1,3,5-triazinyl)-aminophényl]-10,15,20-triphényl porphyrine (8)

Qs

o O

. NTNTO
\(

N

9

Dans un ballon de 50 mL, le compds€5 mg ; 0,056 mmol ; 1éq.), I'ATC (10,3 mg ; 0§05
mmol ; 1éq.) et la DIPEA (0,012 mL ; 0,067 mmol,2 £q.) sont mis en présence de 5 mL de THF
puis placés a 0 °C (contréle CCM : éther de p&#Wal®Et, 2/1). Apres 15 minutes de réaction, le
mélange réactionnel est laissé revenir a tempéramnbiante puis 0,028 mL (280 mmol ; 5 éq.) de
pipéridine et 1,2 €q. de DIPEA sont introduits. @p24 heures de réaction a reflux et évaporation du
THF, le compos®& est purifié par chromatographie sur plaques pedpas (éther de pétrole/AcOEt :

8/2). Le compose@ est alors obtenu sous l'aspect d'un solide vialgc un rendement de 78% (39

mg).

R: = 0,46 (éther de pétrole/AcOEt : 8/2).
UV-Visible (CHCL), Amaxen nm £€.10°%) : 420 (723) ; 516 (18,4) ; 552 (11,8) ; 591 (6,847 (4,6).

RMN 'H (CDCl) : dppm = 8,95 (d, J = 4,7 Hz, 2H g pyrroliques) ; 8,85 (d, I = 5,1 Hz, 2Hg_pyrroliques) ;
8,83 (s, 4HHp pyrroliques) ; 8,21 (d, J = 7,0 Hz, 6H26.pn¢ny) ; 7,76 (M, OHH3 4 5.0n6ny) ; 8,14 (d, J =
8,4 Hz, 2H,H35.ay1) ; 8,0 (d, J = 8,4 Hz, 2H56.ary1) ; 7,07 (81, 1H, NH) ; 3,94 (s, 8HH gpipsriayl) ;
1,66 (s, 12HHg y-piperiayt) ; -2,75 (S, 2H, Min ).

SM (MALDI) : m/z = 875,14 [M+H].
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5-[4-(4-(5-(4-aminophényl)-10,15,20-triphényl porpirine)-6-pipéridyl-1,3,5-triazinyl)
aminophényl]-10,15,20-triphényl porphyrine(9)

O~ 0 O 0

s Ao TEvE R

N N

1D
\N(

9

Dans un ballon de 25 mL, 30 mg 2€0,048 mmol ; 1éq.), 9 mg d’ATC (0,048 mmol ; )éq.
et 9 uL de DIPEA (0,057 mmol ; 1,2 éq.) sont migpedsence de 10 mL de THF puis placés a 0 °C.
Aprés 15 minutes de réaction, uhé&juivalent de2 est alors ajouté (30 mg ; 0,048 mmol ; 1ég.) en
présence de 9 pL (0,057 mmol ; 1,2 éq.) de DIPE#€A 4 jours de réaction a température ambiante,
sous agitation et a I'abri de la lumiere, la pigiére (0,047 mL ; 0,240 mmol ; 5 éq.) et 1,2 éq. de
DIPEA sont introduits. La réaction est laissée Birbe a reflux. Apres purification sur plagues
préparatives (éther de pétrole/AcOEt : 2/1), le posé9 est obtenu sous I'aspect d’'un solide violet

avec un rendement de 72 % (48 mg).

Rf = 0,61 (éther de pétrole/AcOEt : 2/1).

UV-Visible (CHCL), Ama €n nm £.10°%) : 421 (1047) ; 517 (46,3) ; 553 (29,3) ; 591 B)5, 647
(12,5).

RMN *H (CDCl) : 8ppm= 8,96 (d, J = 4,7 Hz, 4HH 4 pyrroiiques) ; 8,94 (d, J = 4,8 Hz, 2HH g pyrroliques) ;
8,83 (d, J = 4,8 Hz, 2Hp.pyrroiiques) ; 8,82 (S, 8HH p_pyrroliques) ; 8,21 (d, J = 8,4 Hz, 4Hi35.ar) ; 8,20
(m, 12H,H26.0n¢ny) ; 8,08 (d, J = 8,4 Hz, 4H,6.ary) ; 7,73 (M, 18HH3 4 5.0n6ny) ; 7,4 (21, 2H, NH) ;
3,98 (s, 4HH g-piperiayt) 5 1,73 (S, 6HHpy-piperiayt) 5 -2,75 (S, 4H, Nin).

SM (MALDI) : m/z = 1419,22 [M+H].

173



5-[4-((4,6-(bis)sulphanilatyl)-1,3,5-triazinyl)-amnophényl]-10,15,20-tri(4-sulphonatophényl)
porphyrine (10)

NaQ,S SO;Na

QL

NaO,S O O NH ! @/803Na
?///\?/NH

NH

NaO,S

Dans un ballon de 50 mL, 30 mg 8¢0,032 mmol ; 1éq.) solubilisés dans 10 mL d'eatt s
mis en présence de 7,1 mg (0,038 mmol ; 1,2 é4)@’'(solubilisés dans 1 mL de THF) et de 2 mL
d’'une solution saturée de NaHg@ontréle CCM : CHGIMeOH/H,O, 6/4/1). Apres 30 minutes de
réaction a 0 °C, 55 mg (0,32 mmol ; 10 éq.) d’addianilique en solution dans 5 mL d’'une solution
saturée de NaHCGont ajoutés et le milieu est mis a chauffer Buxedurant 24 heures. Apres retour
a température ambiante, la solution est dialyséeil(sle coupure = 1000 Da) pendant 48 heures.
Apres lyophilisation, le composk) est obtenu sous l'aspect d'un solide rouge aveendement de
90 % (40,4 mg).

R = 0,19 (CHCYMeOH/H,0 : 6/4/1).
UV-Visible (MeOH), Amax €N NM €.10%) : 415 (254) ; 519 (10,4) ; 557 (7,0) ; 586 (4,801 (3,4).

RMN *H (DMSO) : 8ppm = 8,93 (s, 2HH g pyrroliques) ; 8-86 (S, 6HHp-pyrroliques) 5 8,22 (d, J = 7,9 Hz,
6H1 H2,6—phényD ; 8122 (m’ 8H1Hsulfanyl) ; 8107 (d1 J= 719 HZ, 6H7|3,5—phényD ; 7185 (m’ 6H1H3,5—aryl) ;
7160 (m1 6HH2,6-aryI) ;- 2189 (S’ 2H! Nint.)-

SM (MALDI) : m/z = 1401,09 [M+H].

174



5-[4-((4,6-(bis)pipéridyl)-1,3,5-triazinyl)-aminophényl]-10,20-bis(mésityl)-15-(4-N-
méthylpyridinium porphyrine (11)

43 mg de7 (0,058 mmol ; 1éq.) sont dissous dans 10 mL de &titfuel sont ajoutés a 0 °C,
11 mg d’ATC (0,058 mmol ; 1 éq.) et 0,012 mL (0,@vol ; 1,2 éqg.) de DIPEA (contréle CCM :
CHCIy/MeOH, 9/1). Aprés 30 minutes, la réaction estskés a température ambiante durant 15
minutes. 0,057 mL de pipéridine (0,580 mmol ; 10 étj1,2 éq. de DIPEA (0,012 mL ; 0,07 mmol)
sont alors introduits et la réaction se poursuiflux durant 24 heures sous agitation et a I'deria
lumiére. Apres purification sur plagues préparaif€HCLMeOH : 9/1), le composél est obtenu

sous l'aspect d’'un solide violet avec un rendendert2 % (30 mg).

Ry = 0,34 (CHCYMeOH : 9/1).
UV-Visible (CHCL), Amaxen nm £€.10%) : 423 (146) ; 521 (12,7) ; 567 (11) ; 592 (8,Bb4 (6,6).

RMN H (CDCl) : 8ppm= 9,73 (81, 2H, H2 6-pyriay1) ; 8,85 (d, J = 4,6 Hz, 2HHp.pyrroliques) 5 8,73 (S, 2H,
Ha 5-pyridyl) ; 8,67 (81, 4H, Hp-pyrroliques) ; 8,62 (d, J = 4,6 Hz, 2HH ;. pyrroliques) ; 8,05 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
Hssay) 5 7,93 (d, J = 8,2 Hz, 2H6.ary) ; 7,20 (S, 4HH mesieyr) 5 5,05 (s, 3H, RLCH3) ; 3,76 (s, 8H,
H a-piperiayt) 5 2,54 (S, 6H, G5 pmesity) 5 1,73 (S, 12H, B30mesity) 5 1,57 (S, 12HHp y-pipsriay) 5 -2,60 (81,
2H, NHint).

SM (ESI) : m/z = 974,67 [M-OH]
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Procédure générale d’'élaboration des tissus triazyth porphyriniques

Le composé porphyriniqug 3 ou7 (1 ég.) est mis en présence d’ATC (1,2 éq.) dDEREA
(1,2 ég.) dans 60 mL de THR ét7) ou de solution saturée de NaH{®,2 éqg.) dans 60 mL d’eau
(3). Aprés 15 minutes2(et 7) ou 30 minutes3) a 0 °C, le milieu réactionnel est laissé 15 nesua
température ambiante. Le tissu cellulosique (6 maug de 3,5 x 3,5 cm), préalablement traité avec
50 mL d’une solution de NaOH 0,5 M durant 24 heue¢d.,2 ég. de DIPEA ou NaHG®ont ensuite
introduits. La réaction de greffage est alors naaine a reflux dans le THR €t7) ou dans I'eaud)
durant 24 heures sous agitation magnétique ebé ta la lumiére. Les tissus sont ensuite rinGés (
100 mL) dans le THF et CHE(2 et7) ou dans I'eaud). Aprés lavage dans du DMF (100 mL) a

reflux pendant 24 heures suivi d'un séchage a ©)0e3 tissus triazinyl porphyriniques sont obtenus
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Tissu triazinyl mésearylporphyrinigue neutre (12)

O qn

SRS

NH

H
O#N\\g

O
OH
* O
HO
0} O *
HO
(O]
OH
OH
n

A partir de2 (65,2 mg; 0,104 mmol ; 1 éq.), de 23 mg d’ATCL@B mmol ; 1,2 éq.) et de
0,022 mL de DIPEA (0,125 mmol ; 1,2 éq.), le tisswtrel2 est obtenu avec un taux de greffage de

57% (molaire).

ATR-FTIR, v (cm?) : 1726, 1660 (amide cycle triazine); 880, 840 (Qnacrocycle aromatique).

DRUV, Anaxen nm : 422 ;518 ; 555 ; 594 ; 649.
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Tissu triazinyl mésearylporphyrinigue anionigue (13)

NaO,S SO,Na

Qs

DR

H NF SO,Na

N‘Q(
0]

OH

* O
HO
O O *
HO
O
OH
OH
n

A partir de3 (62,5 mg ; 0,067 mmol ; 1 éq.), de 14,8 mg d’ATDB04 mmol ; 1,2 éq.) et de
1 mL d'une solution saturée de NaHg @ tissu anioniqué3 est obtenu avec un taux de greffage de

73% (molaire).

ATR-FTIR, v (cm?) : 1730, 1655 (amide cycle triazine); 880, 840 (Qwracrocycle aromatique).

DRUV, Amax€n nm : 425 ; 521 ; 559 ; 594 ; 650.
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Tissu triazinyl mésearylporphyrinique cationique (14)

N"\\<
o

OH

* o]
HO
O/%O *
HO.
O
OH
OH
n

A partir de7 (62 mg; 0,083 mmol ; 1 éq.), de 18,4 mg d’ATCL(&hmol ; 1,2 éq.) et de
0,0174 mL de DIPEA (0,1 mmol ; 1,2 éq.), le tisstianiquel4 est obtenu avec un taux de greffage
de 54% (molaire).

ATR-FTIR, v (cm?) : 1636, 1562 (amide cycle triazine), 1352 (imim)y 805 (C=C macrocycle

aromatique).

DRUV, Amax€n nm : 425 ; 520 ; 557 ; 595 ; 655.
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5-(4-hydroxyphényl)-10,15,20-tritolyl porphyrine (15)

OH

L

o - Q

Dans un bicol surmonté d'un réfrigérant et d’'ursgdg a chlorure de calcium, on dissout,
selon les conditions stoechiométriqgues retenuesis d@00 mL d’acide propionique, le 4-
hydroxybenzaldéhyde (3,4 g ; 28 mmol ; 1 éq.) gides-tolualdéhyde (10,1 mL ; 85 mmol ; 3 éq.).
Le mélange est alors porté a 120°C puis maintemus sgitation a cette température pendant 45
minutes. Le pyrrole (8,0 mL ; 114 mmol ; 4 éq.)idleement distillé est ensuite introduit goutte a
goutte. La réaction se poursuit pendant 90 minatdsbri de la lumiere. Les tritolylporphyrines
cristallisent dans le milieu réactionnel aprés &8rhs a 4°C. Apres filtration et lavage a I'éthates
porphyrines sont purifiées par chromatographiecelonne de silice (CH@Ether de pétrole : 8/2). Le

composéls est alors obtenu sous I'aspect d'un solide vialetc un rendement de 8% (1,51 g).

R;= 0,51 (toluene/acétone : 93/7).
UV-Visible (CHCL), Amaxen nm €.10°) : 418 (363) ; 516 (13,5) ; 552 (7,4) ; 592 (4,648 (4,3).

RMN *H (CDC) : 8pom= 8,93 (d, J = 4,4 Hz, 2H jpyrroiiques) ; 8,84 (d, J = 4,4 Hz, 2HH g pyrroliques) |
8,83 (31, 4H, Hypyrroliques) ; 8,08 (d, J = 7,7 Hz, 6H610y); 8,03 (d, J = 8,2 Hz, 2Hz6.ay) ; 7,53
(d, J = 7,7 Hz, 6HH35.40y) ; 7,15 (d, J = 8,2 Hz, 2HH35.ay) ; 2,69 (S, OH, Blsay) | -2,76 (51, 2H,
NHip).

SM (MALDI) : m/z = 673,60 [M+H].
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5-(4-propargyloxyphényl)-10,15,20-tritolyl porphyrine (16)

o/\

Qo

J - O

Dans un ballon de 100 mL surmonté d'une garde @l C& composél5 (450 mg; 0,67
mmol) est dissous dans 30 mL de DMF anhydre autfiimg de KCO; anhydre (0,85 mmol ; 5 éq.)
sont ajoutés. 0,240 mL de bromure de propargylé8(2ymol ; 5 éqg.) sont ensuite introduits avec
précaution, sous argon. Aprés 18 heures de réa&ttempérature ambiante et a I'abri de la lumiére,
un exces d’'eau est ajouté (200 mL) puis le prézipittenu est filtré. Aprés extraction dans le GHCI
lavage a l'eau (2 x 100 mL), séchage sur Mg®Ofiltration, I'éther propargylique est purifiéap
chromtographie sur colonne (CH@ther de pétrole : 8/2). Le compob@ est obtenu sous I'aspect

d'un solide violet avec un rendement quantitativ94mg). Activation micro-ondes Le mode

opératoire est quasi identigue mais ne nécesstelpacondition anhydre. A partir de 50 mglde
apres 2 min a 150 W (100 °C), le compd&eest également obtenu avec un rendement quantitatif
(58,3 mg).

Ri= 0,78 (CHC)).
UV-Visible (CHCL), Amaxen nm £€.10%) : 427 (380,2) ; 526 (14,7) ; 562 (8,2) ;: 603 J4,659 (5,3).
IR v(cm™), KBr : 2118 (-&GC-); 3283 £C-H).

RMN *H (CDCL) : 8ppm= 8,85 (S, 8HH pyrroliques) ; 8,13 (d, 2H, J = 8,5 HH,6.4r) ; 8,08 (d, 6H, J =
7,8 Hz,Hz6.1011) ; 7, 54 (d, 6H, J = 7,8 HH35.101) ; 7,34 (d, 2H, J = 8,5 HH35.ar) ; 4,96 (d, 2H, J =
2,4 Hz, (Hopropargyt) 3 2,69 (S, 9H, Elsy) ; 2,68 (t, 1H, J = 2,4 HH scaryisniqud 3 -2,77 ( 8, 2H,
NHin).

SM (MALDI) : m/z = 711,32 [M+H].
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5-(4-propargyloxyphényl)-10,15,20-tritolyl porphyrinato zinc (17)

0/\

O

o - Q

Dans un ballon de 100 mL, le compd€&(100 mg ; 0,141 mmol ; 1 éq.) est dissous dans 25
mL de THF auquel 125 mg d’acétate de zinc (0,681omrb éq.) sont ajoutés. Apres 2 heures de
réaction a reflux (70 °C) sous agitation magnétigua I'abri de la lumiére, le THF est évaporé. Le
produit est ensuite repris dans du CH@O0 mL), lavé a I'eau (2 x 20 mL), séché sur MgQis
filtré. Aprés évaporation, le compo$@ est obtenu sous I'aspect d’'un solide violet avecaidement

quantitatif (117 mg).

Ri= 0,77 (CHC)).
UV-Visible (CHCL), Amax€n nm £€.10%) : 425 (460) ; 554 (15,6) ; 596 (6,2).
IR v(cm™), KBr : 2120 (-&GC-); 3281 £C-H).

RMN 1H (CDCI3) . 6ppm= 8,96 (S, 8HH[}_pyrr0|iques) ; 8,13 (d, 2H, \J = 8,5 HHZ,G-&I‘Y') ; 8,10 (d, 6H, \J =
7,8 Hz,Hz6.101) ; 7, 55 (d, 6H, J = 7,8 HH{35.1011) ; 7,34 (d, 2H, J = 8,5 HH35.a1) ; 4,96 (d, 2H, J =
2,4 HZ, G'Zpropargw) ; 2,70 (S, 9H, G3to|y|) ; 2,68 (t, 1H, \J = 2,4 HHacétwéniun.

SM (ESI) : m/z = 773,23 [M+H]
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Tissu azidé(18)

N3

HO
\O [

HO o
OH

1,3 g de tissu cellulosique (6 morceaux de 3,56xcB) sont introduits dans une solution de
PPh (5,2 g ; 4 ég. en masse) dans le DMF (30 mL). &@deures a température ambiante et sous
agitation magnétique, une solution de £8rg ; 5 €g. en masse) dans le DMF (10 mL) estt@jpuis
la réaction est maintenue a 60 °C. Apres 24 hedea®action, une solution de NalY g; 5 €g. en
masse) dans le DMF (30 mL) est additionnée. Apehd@ures de réaction a 80 °C sous agitation
magnétique, le tissu est sorti du milieu réactibnriecé au DMF, a 'eau puis a I'éthanol. Aprés

lavage dans le DMF a reflux pendant 24 heuresgiigbhage a 100 °C, le tist8 est obtenu.

ATR-FTIR, v (cm?) : 2110 (N).
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Tissu triazolyl mésearyltritolyl porphyrinique  (19)

o) CH,

HO

HO.
OH

A une solution dd.7 (60 mg ; 0,09 mmol ; 1 éqg.) dans 60 mL de THFintroduit le tissul8
(6 morceaux de 3,5 x 3,5 cm). 30 mg (0,18 mmoég2L7) d’acétate de cuivre et 30 mg (0,18 mmol ;
2 €q.17) d’ascorbate de sodium, solubilisés dans un mimndieau, sont ensuite additionnés. Aprés
24 heures de réaction a température ambiante gitaiian et a I'abri de la lumiére, le tissu esttiso
du milieu réactionnel avant d’étre rincé au THR(BOO mL) et au CHGI(3 x 100 mL). Apres lavage
dans le DMF (100 mL) a reflux (120 °C) durant 24ites et séchage a 100 °C, le ti¢®est obtenu

avec un taux de greffage de 70% (molaire).

ATR-FTIR, v (cm?) : 1655 (cycle triazole).

DRUV, Anaxe€n nm : 430 ; 558 ; 600.
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Tert-butyl-N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthoxy]éthyl)-carbamae (20)

a d e
0
G

Sous argon, la 2,2'-(éthylenedioyis-(éthylamine) (7,34 mL; 50 mmol; 1éq.) est
additionnée a du Ci€l, anhydre fraichement distillé (50 mL). Le BOc(1,09 g ; 5 mmol ; 0,1 éq.),
préalablement dilué dans du &, anhydre, est additionné goutte a goutte a laisol@ét I'aide d’'une
ampoule a brome. Aprés 48 heures de réaction aératope ambiante, le solvant est évaporé sous
pression réduite. L’huile jaune obtenue est sakdx dans 50 mL de GEI,. La phase organique est
lavée avec une solution aqueuse de NaCl saturé2@mL) puis a I'eau (2 x 25 mL) et séchée sur
MgSO,. Apres filtration, une purification par chromataghie sur colonne est effectuée avec une
élution par gradient (CHgjusqu'a CHCYEtOH : 7/3 + 2% NHOH). Le compos&0, sous I'aspect

d’'une huile jaune, est obtenu avec un rendeme8&t#ée (1,04 g).

R = 0,51 (AcOEt/acétonedd/NH,OH : 5/3/1/1).

RMN H (CDCk) : 8ppm= 5,16 (s, 1H, NH) ; 3,62 (s, 4HHc 9 ; 3,55 (M, 4HHy) ; 3,32 (M, 2HHy)
;2,90 (t, J = 4,9 Hz, 2H{,) ; 2,12 (g1, 2H, NH) ; 1,44 (s, 9H, El3po9).

RMN "C (CDCl) : 8,pm = 156,2 C=0) ; 79,4 Cv) ; 73,2 CH: glycol) ; 70,4 (3 xCH, glycol) ; 41,8
(Ca) ; 4016 Cf) . 2816 CH3bO‘J

SM (ESI) : m/z = 249,18 [M+H]
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2.18-bis-(3-[tert-butyl-N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthay]éthyl)-carbamate]amidoéthyl)-3,7,12,17-

tétraméthyl-8,13-divinyl porphine (21)

NH/\/O\/\O/\/NH\”/O\K
o]

A 100 mg de protoporphyrine IX (0,178 mmol ; 1)é&plubilisés dans 10 mL de DMF, sont
ajoutés 81 mg de DCC (0,392 mmol ; 2,2 éq.) et §3d'HOBt (0,392 mmol ; 2,2 €q.). Apres 30
minutes d’activation, le compo@®€ (97 mg ; 0,392 mmol ; 2,2 éq.), solubilisé dansril0de DMF,
est additionné goutte a goutte a l'aide d'une arfgp@ubrome. La réaction est laissé a température
ambiante et a I'abri de la lumiére durant 3 joukprés évaporation du DMF et purification par
chromatographie sur colonne (CH@isqu'a CHCYEtOH : 95/5), le compos2l sous l'aspect d'un

solide violet est obtenu avec un rendement de 88 Q).

Rf = 0,48 (CHCYEtOH : 9/1).
UV-Visible (CHCL), A en nm £.10%) : 407 (173) ; 505 (14,4) ; 541 (11,6) ; 576 (7,680 (5,4).

RMN H (CDCb) : 8ppm= 9,87 (S, IHHmes9 ; 9,83 (S, IHHmesd ; 9,79 (S, IHHmes9 ; 9,69 (s, 1H,
Hmesd ; 8,12 (dd, J = 11,5 et 17,5 Hz, 1HG,) ; 8,10 (dd, J = 11,5 et 17,5 Hz, 1HiGy) ; 6,26
(d, J =17,5Hz, 2H, Byiny) ; 6,11 (d, J = 11,5 Hz, 2H,HGyiny) ; 5,22 (S, 1H, Mgy ; 4,47 (S, 1H,
NHgoo) ; 4,24 (M, 4H, Ely) ; 3,54 (s, 6H, Clameny) ; 3,45 (M, 4H, Elz) ; 3,44 (S, 6H, Elametny) ;

2,98 (m, 8HH. ) ; 2,61-2,45 (m, 8HH, o) ; 2,09 (m, 4HH,) ; 1,77-1,53 (m, 4HH;) ; 1,27 (s, 18H,
CHa3god ; -4,58 (s, 2H, My.).

SM (ESI) : m/z = 1023,59 [M+H]
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2.,18-bis-(3-[N-(2-[2-(2-aminoéthoxy)éthoxy]éthy)-minelamidoéthyl)-3,7,12,17-tétraméthyl-
8.13-divinyl porphine (22)

115 mg de21 sont mis en présence d’un mélange,CHTFA : 8/2 (15 mL). Apres 3h de
réaction sous atmospheére inerte et a températuteante, le mélange est évaporé. Le produit
déprotégé est repris dans un mélange GMEIOH : 7/3 puis neutralisé sur résine basiquégfiet
rincé avec du MeOH. Le composé déprot@gésous I'aspect d’un solide violet est obtenu avec u

rendement quantitatif (93 mg).

R = 0,25 (CHCN/H,0O : 8/2 + 1% TFA).
UV-Visible (MeOH), Amax€n nm £.10°) : 402 (85,4) ; 503 (7,6) ; 537 (6,1) ; 574 (3,829 (2,8).

RMN *H (CD50D) : 8ppm= 9,96 (S, 1HHmesd ; 9,91 (S, 1HHmesd ; 9,67 (S, 1HHmesd ; 9,61 (s, 1H,
Hmesd ; 8,34 (dd, J = 11,8 et 17,0 Hz, 1HHG,) ; 8,24 (dd, J = 11,8 et 17,0 Hz, 1HdG,) ; 6,39
(d, 3 = 17,0 Hz, 2H, Bayny) ; 6,31 (d, J = 11,8 Hz, 2H,HGyiny) ; 4,35 (M, 4H, El5) ; 3,61 (s, 12H,
CHametny)) ; 3,34 (M, 4H, El4) ; 3,13-3,00 (M, 8HH.4) ; 2,74-2,69 (m, 8HH, ) ; 2,52-2,46 (M, 4H,
H,) ; 2,30-2,27 (m, 4HH¢) ; 2,19 (s, 4H, N,).

SM (ESI) : m/z = 823,49 [M+H]
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Tissup-MAA (23)

H
£
H,C—C—COOH

OH H,C
o) CHO +
CH .
© HZCA/O >
CHO + o
CH, OH n

HOOC—C—CH,

£
H

Le tissu cellulosique (6 morceaux de 3,5 cm x &nb; 1,6495 g), préalablement "purifié"
dans 100 mL d’acétone a 70 °C pendant 24 heureisitexiuit a 125 mL d’'une solution de CAN (685
mg ; 1,25 mmol) dans 'HN£0,08 M. Apres bullage sous argon pendant 30 minaitg5s °C, I'acide
méthacrylique (10,6 mL ; 125 mmol) est additionoétte & goutte. Apres 2 heures de réaction a 35
°C et sous argon, le tissu est sorti du milieu tiéanel avant d’'étre rincé a I'eau (2 x 100 mL), a
'acétone (2 x 100 mL) et au CH{2 x 100 mL). Apres lavage dans 'acétone (100 @alj0 °C
durant 24 heures et séchage a 100 °C, le #8sesst obtenu avec un rendement massique de 10%
(21,8325 g).

ATR-FTIR, v (cm?) : 1705 (C=0 acide).
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Tissu protoporphyrinigue (24)

H,C—C—CO—NH

OH HC R = -OH ou Pp IX-NH-
’ % FHo R, = -H ou Cellulose-CO
CH N 1:— ou Cellulose- -
O HZCA/O >
CHO + o
CH, OH n

ROC—C—CH,

£
H

Le tissu23 (6 morceaux de 3,5 x 3,5 cm ; 1,8325 g ; 12,5 nuhedMAA) est mis en présence
de DCC (3,0 g; 15 mmol ; 1,2 éq./MAA) et de HOBIO@8 g ; 15 mmol ; 1,2 éq./MAA) dans 60 mL
de DMF. Aprés 24 heures d’activation a températmbiante et sous agitation magnétique, le
composé22 (103 mg ; 0,125 mmol ; 0,01 ég./MAA), solubiliséand un minimum de DMF, est
additionné goutte a goutte. Aprés 4 jours de réaditempérature ambiante et a I'abri de la lumiére
le tissu est sorti du milieu réactionnel avantr@&incé au DMF (2 x 100 mL) puis au MeOH (2 x 100
mL). Apres lavage dans le DMF (100 mL) a reflux@EZ) pendant 24 heures et séchage a 100 °C, le
tissu24 est obtenu avec un taux de greffage de 4,5% (redlai

ATR-FTIR, v (cm?) : 1650 (amide).

DRUV, Anaxen nm : 405 ; 505 ; 540 ; 574 ; 629.
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8- Photoinactivation bactérienne

Les deux souches bactériennes utilisées pour deaisan vitro, conservées a + 4 °C,

proviennent de l'Institut Pasteur, Parisscherichia col(S2025)et Staphylococcus aure(S2375).

Conditions de croissance bactérienriges souches d8. aureuset d’E. colisont cultivées sur
bouillon de soja tryptique TS (Trytic soy, DIFCQJrdnt une nuit & 37 °C en conditions aérobies. Le
milieu TS est constitué de 17 g/L d'une digesti@ngréatique de caséine, 3 g/L d'une digestion
papainique de farine de soja, 2,5 g/L de dextoggl. de chlorure de sodium et 2,5 g/L de phosphate
dipotassique. Le pH du milieu est fixé a 7,3 £ @2ant utilisation, le milieu est autoclavé pendaht
minutes a 120 °C. Le milieu de culture est utikstis forme de bouillon ou de milieu gélosé par

addition d'agar a 15 g/L.

Les cultures liquides d®. aureuset dE. colisont inoculées a raison de 1% (v/v) avec des préesl

d’une nuit puis incubées a 37 °C sans agitation.

Source lumineuselLe dispositif d’éclairage utilisé est un systemen@o par la société
DIOPTIK® (Limoges, France). La source lumineuse (lumiéendte visible, 400-800 nm) de type
LED (Light-Emitting Diod¢ est un modéle Luxé8rstar white Lambertian LXHL-MW1D 5500K (45
Im, 3,42 V, 350 mA). Le systeme d’éclairage, équilgésix LEDs incorporées dans un support et
maintenu a une hauteur de 10 cm des échantill@tsplacé a l'intérieur d’'une étuve ventilée et
thermostatée a 37 °C permettant une croissancérteatte optimale. La photographie du dispositif

PACT estillustrée sur la figure 147.

Figure 147 : Dispositif de PACT.
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Exposition lumineuse.Les surfaces photosensibles sont irradiées durdnheélires en

conditions aérobies avec une fluence (ou dosinm)éigale a 9,5 J/cm?2.

Traitement photodynamique des surfacé®s tissus photosensibles et les tissus non medifié
(3,5 x 3,5 cm) stériles (autoclavés 15 minutes @ X2) sont imprégnés respectivement avec 1 mL
d’'une suspension bactérienne a une densité f&Jdai®¢ Formant Colonie par mL (UFC/mL) puis
déposés dans des boites de pétri stériles. Aprése@res d’'incubation a 37 °C sous irradiation
lumineuse et atmosphére humide (> 90%), les édlustisont transférés dans 20 mL de solution
d’eau physiologique a 0,5% (v/v) Triton X-100 pdiraureuset a 0,05% (v/v) Triton X-100 pou.
coli. Apres 15 minutes d’'agitation a 250 rpm et a tenapge ambiante, des dilutions en séries sont
préparées. 100 pL de chaque dilution sont étalasieu TS gélosé. Apres incubation de 24 heures a
37 °C, les cellules bactériennes viables sont dénées et les résultats sont exprimés en nombre

d’'UFC par carré de textile. Chaque essai est gtiliss fois.

Le nombre moyen de bactéries viables immédiaterapnés contamination des tissus traités a
également été déterminé (t = 0). Les essais cestidl’'obscurité des tissus traités et non traités
également été effectués dans les mémes conditiqrégimentales. De plus, I'effet de la solution de
Triton X-100 sur la viabilité des souches bactéremnutilisées a été évalué avant la mise au pesit d
tests d’'activité antimicrobienne ; aucun effet llét@ été observé suB.aureusa 0,5% (v/v) et sur
E.colia 0,05% (v/v).

191



192



Liste des produits synthétisés
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