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Résumé

La chimiothérapie antitumorale s'est largemengéregsée aux composes du type N-(2-
chloroéthyl) nitrosourées (CENU). Les génératioes plus récentes de ces composes
associent au pharmacophore (2-chloroéthyl)-nitradmmmate un vecteur biologique dans le
but d'une meilleure assimilation. Les cyclodextsinapparaissent comme d'excellents
candidats pour optimiser leurs actions, en pargcylour ceux qui présentent une stabilité

trés limitée et/ou sont insolubles dans I'eau.

Dans une optiqgue d'amélioration de la solubilitédetla stabilité des CENU et afin
d’introduire des possibilités de pharmacomodulatinaus avons envisagé la préparation

d’'une nouvelle génération de CENU.

Les interactions d’inclusion entre une série deorddthylnitrosourées (les CENU
dérivées de la dibenzylamine, diphénylamine, amilZxméthoxyaniline, 2-méthylaniline et 2-
fluoroaniline) et laB-cyclodextrine ont été étudiées en solution pacspBuorimétrie. La
caractérisation des complexes, leur stoechiométie, comportement en solution et leur
stabilité, ainsi que la détermination des constadtassociation et I'étude de I'effet du solvant
ont été établies et montrent que l'inclusion dangdyclodextrine apparait comme un mode

de formulation prometteur pour les CENU.

Mots clés
Chimiothérapie- Agents alkylants- Nitrosourées- l6gextrines- Spectrofluorimétrie-
Stoechiométrie- Méthode des variations continuesthidlde des rapports molaires- Constante

de stabilité- Méthode de Benessi-Hildebrand.



Abstract

The antitumor chemotherapy is largely interestedcompounds of the type N-(2-
chloroethyl) nitrosoureas (CENU). The most recariegations of these compounds associate
the pharmacophore (2-chloroethyl)-nitrosocarbantatea biological vector for a better
assimilation. Cyclodextrins appear as excellentdchates to optimize their actions,

particularly for those which present a limited gigband/or which are insoluble in water.

For the purpose of the improvement of solubilitydastability of the CENU and for
introducing possibilities of pharmacomodulation, wensidered the preparation of a new
generation of CENU.

Host—guest association between chloroethylnitraesamir (CENU) (derivated from
dibenzylamine, diphenylamine, aniline, 2-methoxiiaaj 2-methylaniline and o-
fluoroaniline) and B-cyclodextrin was carried out in solution by spefitrorometry.
Characterisation, stoichiometry, solubility, disstion constants stability and solvent effect
of such complexes were studied, showing that tbleision withp-CD appears as a promising
mode of formulation of 2-chloroethylnitrosoureas.

Key words

Chemotherapy-  2-Chloroethylnitrosoureas{3-Cyclodextrin-  Inclusion  complexes-
Spectrofluorometry- Stoichiometry- Job's methodtidRenolar method- Association constant-
Benessi-Hildebrand method.
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Introduction

Durant la derniere décennie, d’énormes efforts apporté I'espoir d’améliorer le
traitement des maladies cancéreuses. De nombrealiggratives de traitements ont été
découvertes incluant des agents cytotoxiques nomves des combinaisons d’agents
multiples, des analogues d’hormones, et des ageiolsgiques. Parmi ces différentes
approches thérapeutiques, la chimiothérapie demeutitement de choix pour les maladies

avancées

La chimiothérapie antitumorale s’est largement regéée aux composés de type
nitrosourées et plus particulierement aux N-(2-@dthyl) nitrosourées (CENU). Ce sont
des composés organiques de synthése, hautemetifsréaxclusivement utilisés comme
agents chimiothérapeutiques anticancéreux. llseptéat de puissantes classes d'agents
cytotoxiques, et possédent un large spectre dctiontre de multiples cancers humains

Cependant la plupart des molécules utilisées edletnent demeurent liposolubles

toxiques et peu stables.

Une des approches permettant de solubiliser lesUWCE leur complexation par un ou
plusieurs composés polaires. Cet objectif peut-étiteint au moyen de complexants
présentant une couronne ou une cavité apolairesaofinent grande pour accueillir les

CENU en leur sein.

Les cyclodextrines apparaissent comme d'excelleatsdidats pour optimiser leurs
actions. Ce sont des oligosaccharides cycliguesophiles, qui possédent une cavité
hydrophobe permettant la formation de complexegctlision avec de nombreux composés.
Ces complexes d’insertion peuvent se former tatiétat solide qu’en solution aqueuse,

hydro-organique voire totalement organique.

Les principaux avantages des cyclodextrines nd¢gredn tant que transporteurs de
médicaments sont : la structure avec plusieurs sle&e modifications chimiques, plusieurs
tailles de cavité disponibles, la faible toxicitér woie orale et une faible activité biologique

qui dépend de la modification, une certaine soitigbdt la protection de I'h6te contre la

biodégradation. Pour toutes ces raisons les cyxtodes sont utilisées couramment dans
I'industrie pharmaceutique pour augmenter la sditébila stabilité et la biodisponibilité des

molécules actives par relargage différé.

! . Carter, S. K., Bakowski, M. T., Hellman, K. Chetimerapy of Cancer, 3rd edn, Churchill LivingstoNew
York, (1987).

2 _ Eisanbrand, G., Bartsch, H., O'Neill, I. K., Sdfe-Herman, R., In Relevance of N-Nitroso Compauia
Human Cancer. Exposure and Mechanisms, Eds, Ini@nah Agency for Research on Cancer, Lyon, France,
(1984) p 685.



Un parametre important dans la formation des coxegle dinclusion est la
correspondance entre la taille de la cavité intetries dimensions de la molécule complexée.
Sur cette base, seule flacyclodextrine est susceptible de former des coxgslel'inclusion
avec les CENU. Ainsi on a choisi d'utiliser ffacyclodextrine §-CD) étant, en plus la moins

toxique.

Beaucoup de composés possedent le degré d'aridaticessaire pour étre fluorescents.
Les composés étudiés (CENU), ayant une partie drgneaa laquelle 1$-CD peut se lier,

étant fluorescents, peuvent donc étre étudiéstdimamnt par spectrofluorimétrie.

La spectrofluorimétritavec l'utilisation d'un chromophore comme les CEpémet de

caracteériser leurs complexes d’inclusion de faggide et fiable.

D’aprés notre recherche bibliographique, on n’droavé aucune référence se rapportant
a I'étude en solution par spectrofluorimétrie demplexes d’inclusion entre les CENU et la
B-CD.

La contribution de notre recherche méne a fouras bases théoriques pour développer

de nouveaux médicaments transporteurs et de neavfelimes de médicaments.

Donc, c'est dans une optique d'amélioration deolabgité et afin d’introduire une
nouvelle possibilité de pharmacomodulation des @thylnitrosourées (CENU) que nous
avons envisagé la préparation d'une nouvelle gépérade CENU issues d’amines
aromatiques primaires (aniline, 2-fluoroaniline,m2thylaniline et 2-méthoxyaniline) et
secondaires (dibenzylamine et diphénylamine) aambcile pharmacophore 2-
chloroéthylnitrosourée a Ig-cyclodextrine naturelle et ceci par la formatiom complexes
d’inclusion CENU-B-cyclodextrine. Lg3-CD pourra fournir le vecteur biologique, améliore
la solubilité, et assurer la stabilité de son ledtdée protégeant par encapsulation.

L’évaluation rapide de la stabilité des complexasnies entre une cyclodextrine et une
molécule cible présente un intérét notable dansni@sstries pharmaceutique, cosmétique,
phyto-sanitaire et agro-alimentaire.

C’est dans cette perspective que nous avions figegar série d’oncostatiques potentiels,
les chloroéthylnitrosourées (CENU) complexées @aHCD, et exploré la possibilité
d’utiliser la spectrofluorimétrie pour I'étude eolgtion des complexes d’inclusigsCD-

CENU, afin de confirmer leur formation et de déteren leur stabilité.

Le plan suivi en pratique lors de la réalisatiencd travail est le suivant :

3_ a- Albani, J. R., Absorption et fluorescencéngipes et applications, Ed. TEC et DOC., 17-81.
b- Calleja, G., Thése de Doctorat présentédJiiversité Montpellier II- Sciences et Techniquds
Languedoc (2000), 110-112.



o Synthése et caractérisation de quelques CENU dasnaromatiques primaires et
secondaires.
o Formation des complexes d’inclusion des CENU p@r@GD a I'état solide.

o Etude physico-chimique des complexes d’inclusionspactrofluorimétrie.

Ce mémoire sera présenté comme suit :

o L'étude physico-chimique des complexes d’inclusies CENU par I&-CD nécessite
la connaissance des CENU d’'une part et d& I&D de l'autre part, des complexes
d'inclusion et de la spectrofluorimétrie ce qui @shné dans la premiere partie sous
forme d’un apercu bibliographique.

0 La deuxieme partie est consacrée aux résultatssetission sur la synthése des
CENU, I'étude en solution des complexes d’inclugian spectrofluorimétrie (mise en
évidence de la formation des complexes, déternonatie la stcechiométrie, de la
constante de stabilité et I'étude de l'effet devasu), et la synthése des complexes
d’inclusion a I'état solide.

o La troisieme partie rassemble les protocoles emp@riaux concernant les axes

deétaillés dans la partie précédente.



Premiere partie

Apercu bibliographique



Chapitre 1



Chapitre 1

Le cancer et la chimiothérapie
1.1 Le cancer

1.1.1 Introduction
Le cancer est une pathologie de ’'ADN. C’est wat ét1 une (des) tumeur (s) se développe
(nt) aux dépens de l'organisme.
D’un point de vue cellulaire, une tumeur se défwmme plusieurs cellules, ayant une
prolifération anarchique et incontrélée. Elle sealéppe suite a une :
» Accumulation d’anomalies cytogénétiques irréveesitdu sein d’'une méme cellule.
» Prolifération de cette cellule dont les caractarg®génétiques et antigéniques sont
communs a toute descendance: population monoclonale
» Cette population envahit et détruit le tissu qe&edl pour origine. Elle est capable
également d’envabhir les tissus voisins pour praddiéventuelles métastades

1.1.2 Principes de la thérapie anticancéreuse

L’objectif ultime de la thérapie anticancéreuse dstloquer la croissance d’'une tumeur
et de la détruire. Les traitements anticancéreuxguivent donc plusieurs buts, soit I'excision
des cellules cancéreuses par chirurgie, leur dagirupar radiothérapie, chimiothérapie ou
par stimulation du systeme immunitaire, I'éliminetides agents endogenes qui stimulent la
croissance tumorale par I’hormonothérapie et emuséint la différenciation des cellules
cancéreuses, régressant ainsi la croissance demlauf. Plusieurs cancers libérent des
métastases et engendrent ainsi la formation de sitecéreux secondaife®our contrer ce
phénomene, la chirurgie est, le plus souvent, coégia un autre traitement comme, par
exemple, la radiothérapie.

La chirurgie et les radiations ne sont pas togam mesure de traiter ou de contréler les
tumeurs, suite a la présence de métastases, laotidmapie devient alors l'alternative

suivanté.

La chimiothérapie est une destruction sélectivene’population cellulaire tumorale par
interaction au niveau d’'une ou plusieurs étapes dlémétabolisme des cellules cancéreuses.
C’est I'une des plus vieilles techniques recens€ependant, la chimiothérapie moderne a

pris sa veéritable envolée vers les années 194QiBdps découvertes de nouvelles molécules

“. Gaudraut, R., Alaoui-Jamali, M. A., Lacroix, P., Xancer Chemother. Pharmacol. (1994) 33, 489-492.
°. Béchad, P., Lacroix, J. Poyet, P., J. Med. CH&894) 29, 963-966.

®. Boyd, N. F., Cellular Basis of Radiotherapy: 1Tannock et R. P. Hill (eds.). The basic scierfcenzology,
pp. 259-275. Toronto: McGraw-Hill, inc. 1992.

’- Poyet, P., Ritochon, N., Béchard, B., Anticances.R&993) 13, 1447-1993.



se succedent et la synthése de nouvelles drogussviain de nos jours, de plus, la mise en
commun des connaissances des diverses discipliciasi€¢, pharmacologie, biologie
moléculaire, physiologie, etacpntribue grandement apxogrés actuefs

L’avénement de la chimiothérapie a considérablemeadifié I'évolution clinique d’un
certain nombre de néoplasies. On a pu observeg@Mes guérisons de certaines tumeurs
solides, de lymphomes et de leucérieElle peut permettre également des progrés
substantiels du point de vue du soulagement dessesecondaires ressentis par la personne
traitée et I'allongement de sa surfi2 Des régressions spectaculaires ont pu contriuer
I'amélioration des stratégies thérapeutiques coantiifes trois grandes modalités que sont la

chirurgie, la radiothérapie et les traitements raiab.

pY

L'obstacle majeur qui s’'est pourtant rapidementsside tient a la toxicité des
antimitotiques sur les tissus sains et a leursteféeir le matériel génétique, sources de
mutations et de phénomenes de résistance parfmssrapidement acquis. Ces dernieres
années ont été marquées par une meilleure conneésdas mécanismes de la mort cellulaire
et de la sensibilité cellulaire vis a vis des deguce qui laisse entrevoir de nouvelles cibles
thérapeutiques, afin d’augmenter la sensibilité deflules anormales vis a vis des
antimitotiques (voire méme contourner une résigaintrinseque), de diminuer celle des

cellules normales et donc d’éviter des toxicitép importante’s

Les médicaments anticancéreux, groupés sousnetde chimiothérapie, constituent un
groupe hétérogéne aux modes d’action complexesyiliteragissent pas avec un systeme
physiologique de I'organisme mais sont des pois@tisilaires. Cette action toxique s’exerce
par interaction avec des protéines intracellulaioesavec les acides nucléiques du systeme

génétique. Leur mode d’action est souvent compdeee plusieurs sites d'interaction

Les agents thérapeutiques les plus utilisés emicthiérapie sont représentés dans le

tableau 1.

& patterson, R., Nugent, K. M., Harris, K.E. anceEi#®, M.E., Am. Rev. Resp. Dis. (1990) 141, 226-230

° Levin, V. A., Edwards, N. S., Chemotherapy ofpaiy malignant tumors. In Brain Tumours. Scientiigsis,
Clinical Investigation and Current Therapy. ThomBs,G. T. and Graham D. |., Eds. London: Butterort
1980, pp 344-358.



Tableau 1: Agents thérapeutiques les plus utilisés en chirgiaipié.

Classe Agent
Moutardes a I'azote

Ethylinimines et Méthylmélamines

Agents alkylants Nitrosourées

Triazenes
Analogues des acides foliques
Antimétabolites Analogues des pyrimidines
Analogues des purines
Alcaloides de Vinca

Epipodophyllotoxines

Produits naturels Antibiotiques

Enzymes

Modulateur biologique

1.2 La chimiothérapie

1.2.1 Agents anticancéreux

Les gents anticancéreux (antinéoplasiques) sont gldsstances qui inhibent ou
préviennent la prolifération des néoplasmes. llavpat étre divisés en trois catégories
principales, classification d'aprés Kauffiab. Belpommé&®, G. Ker*, C. Erlidunar? et R.
B. Silverman:

0 AGENTS CYTOTOXIQUES

* Agents alkylants

* Antimétabolites

 Antibiotiques™".

« Antimitotiques’ 1>’

1. Belpomme, D. Principes de chimiothérapie antiéagese. Dans: Cancérologie générale, pp. 177-28ds:D
Editions J.-B. Bailliére, 1979.

L Kerr, 1. G. et Erlidunan, C. Antheoplastic drufsns: H. Kalant et W. E. Roschlau (eds.), Priresipbf
medical phamacology, pp. 604- 614. Ontario: B. Eclr, 1989.

2 Erlichman, C. Immunopharmacology. Dans: H. KalahtW. E. Roschlau (eds.), Principles of medical
pharmacology, pp. 615-617. Ontario: B. C. Becké84a

'3 Jean, Y. La chimiothérapie: Biologie cellulaitecancer, pp. 430-439. Québec: Université du QuétRg0.
“Kenis, Y. et Mathé, G. Les principales drogueseetrs mécanismes d'action. Dans: La chimiothérdpi
cancers (leucémies, hématosarcornes et tumeurs)/#D. Paris: Expansion scientifique francai©41l

> Erlidunan, C. et Tannock, 1. F. Pharmacology himlogical properties of anticancer drugs. Dansf1.
Tamock et R. P. Hill (eds.), The basic sciencermfotogy, pp. 302-337. Toronto: McGraw- Hill, iné992.

'8 prakash, V., Timasheff, S. N., J. Biol. Chem.g3)9258, 1689-1697.

- Owellen, R. J., Owens, A. H., Donigian, D. W.pBiem. Biophys. Res. Commun, (1972) 47, 685-691.



« E-Enzyme (L-asparginéf*®
0 HORMONES ET ANTIHORMONE®.
o MODIFICATEURS DE LA REPONSE BlOLOGlQUJé.

Parmi les nombreuses substances utilisées enathénapie, les agents antinéoplasiques,
inhibant la croissance des cellules, représenteet classe importante de molécules. A

lintérieur de cette classe, plusieurs sous-classeetrouvent selon le mécanisme d’acfion

1.2.2 Classification des agents antinéoplasiquesaeleur mode d’action

Sur la base de leur action sur le cycle celluldgs agents antinéoplasiques peuvent étre
divisés en deux catégories distinctes, soit ceuxagissent au niveau du cycle cellulaire et
ceux qui en sont indépendants. lls peuvent réagssi bien avec le noyau de la cellule,

gu’avec la membrane cellulaire et, quelquefoiscdes organites cellulaires.

Biosynthese des pyrimidines Biosynthése des purines
ANTIMETABOLITES )r'/ ANTIBIOTIQUES
inhibent la formation causent le bris du double
ou la polymérisation des brin d'ADN ou s'y lient pour
acides désoxynucléiques empécher l'enroulement de
pour la synthése d'ADN ADN la double hélice
AGENTS ALKYLANTS ANTIMITOTIQUES

causent la liaison croisée se lient a la tubuline et

entre les protéines et ' ADN inhibent la fonction

ou 'ARN des microtubules

Figure 1 : Mécanisme d’action des principaux groupes d’agantméoplasiqués

1.2.3 Les agents alkylants
La chimie des agents alkylants, qui ont montré nemearquable efficacité dans le cas des
tumeurs solides, s’est développée depuis les ant##3 essentiellement autour des trois
classes de composés agissant sur le matériel queléuivantes :
1. les composés nitrosés, précurseurs de diazoaffanes
2. les composés halogénés, et plus particulieremamt ge&i contiennent le motif 2-
chloroéthylhétéroatome (O, N, S) et les moutardEészate qui en dérivent, greffées a
des radicaux aliphatiques, aromatiques, osidiquas, hétérocycliques, et les
phosphoramidés
3. les esters de I'acide méthane sulfonique, teldepidiesters de butanedfol

Un certain nombre de médicaments ayant générateamengrande réactivité chimique,

comme les agents alkylants, établissent des liaismvalentes avec diverses molécules

'8 Belpomme, D. Principes d’hormonothérapie. Darend@rologie générale, pp. 231-237. Paris: Editib+B.
Bailliére, 1979.

9. Jean, Y. Immunothérapie: Biologie cellulaire ahcer, pp. 446-462. Québec: Université du Québec.

2. Skipper, H.E., Schabel Jr, F.M., Trader, M.WTkbmson, J.R. Cancer Res. (1961) 21-1154.

2L Gilman, A. et Philips, F. S., Chem. Rev. (1946) #03-409.

%2_Roberts, J. J., et Warwick, G.P., Am. Rev. NB9509) 105, 184-1298.



biologiques gu’ils rencontrent, en particulier 'AD ce qui perturbe la synthése des protéines
et la division cellulaire.

Méme s'ils constituent une classe assez hétérogue sont des composés électrophiles,
capables d’introduire une ou plusieurs chainesledkyt de nombreux substrats nucléophiles
(groupements phosphates, hydroxyles, carboxylesemsysulfures, etc.)

Dans les molécules biologiques, les groupes les gtnsibles aux agents alkylants sont
SH, OH, COOH, NH et NH, inclus dans une chaine linéaire ou dansyate comme celui
des bases puriques et pyrimidiques, ainsi quehesphates des liaisons phosphodiesters.

Ces groupes réactifs comportent, en général, otompmobile qui peut s’échanger contre
un groupe alkyle. Dans la guanine, c'est I'azotedfl7a moindre degré, I'oxygéne O6 qui
sont les plus réactifs et établissent des liaisoogalentes avec les agents alkylants.
L’existence de formes cétone et énol de 'adénosirdge la cytosine illustrent la mobilité de
certains de leurs protofis

Possédant un ou plusieurs groupements alkylesti@dgophiles, les agents alkylants sont
donc des substances qui :

* interagissent avec différentes macromolécules (ABRIN...) en établissant des liaisons
covalentes sur certains des atomes des basesgmgtpyrimidiques de I’ADN.

« inhibent la transcription et la réplication kDN entrainant des Iésions cellulaires létales.

* liberent des radicaux libres provoquant des casslegda chaine d’ADN.

» sont des agents mutagénes et ont par conséqupnotantiel leucémogene.

Les agents alkylants les plus utilisés sont :
* |es dérivés de la moutarde a I'azote
* |es nitrosourées

« les sels de platifié

2. Devit, V. T., Denham, C. et al, Clin. Pharmacther. (1967) 8, 566-577.
24 _Hill, D. L., Kerk, M. C., Struck, R. F., CancBRes. (1975) 35, 296-301.



1.2.4 Mécanisme de cytotoxicité des agents alkylant
Ces produits peuvent se lier chimiquement avecotiebneuses protéines cellulaires, mais ce
sont les liaisons avec 'ARN et surtout 'ADN quxmiquent leur action antimitotique. lIls
exercent leurs effets cytotoxiques en formant dieklids, radicaux liés de maniére covalente,
et des liaisons intra- et intercaténaires au niv@aliADN. La création de plusieurs liaisons
covalentes au niveau de I’ADN modifie sa struct@es Iésions sont capables d’inhiber la
transcription, la réplication, et aboutiront & lanrcellulairé®.

On distingue des agents alkylants monofonctionngést-a-dire n’ayant qu'une seule
fonction alkylante et n’établissant qu'un seul liehimique avec I'ADN, et les agents
bifonctionnels possédant deux fonctions alkylantas, créent de véritables ponts entre
différents secteurs de I’ADN. Ainsi l'interactioriuch alkylant avec 'ADN peut conduire a
I'établissement d’une ou deux liaisons covalentes:

» Une liaison covalente entre le médicament et urangurique ou pyrimidique d’un brin
d’ADN.

» Deux liaisons covalentes formant un pont entre dbages par l'intermédiaire du
médicament bifonctionnel: les deux groupementstiféase fixent sur ’ADN et forment
des ponts intracaténaires entre deux guanineseamd@s sur le méme brin d’ADN. Ces
ponts peuvent, aussi étre intercaténaires, entre geanines situées presque face a face

sur deux brins opposés de I’'ADN, bloquant aingiegdication.

Du fait de I'existence d’enzymes de réparationd®N, (ligase, endonucléase), les
premiers peuvent ne pas entrainer un véritabledeawent cellulaire, et au contraire, favoriser
I'apparition d’ADN porteur de malformations, sustibfes de dégénérer secondairement en
cancers chimioinduits.

Les alkylants provoquent aussi des cassures dastsaine d’ADN et des pontages ADN-
protéines. lls induisent, uniquement dans les kesluumorales, le processus naturel
d’autodestruction (apoptose). lls sont capabletalli des liaisons covalentes avec I'ADN
de toutes les cellules, normal ou tumorales, strtelles qui se reproduisent rapidement.

Leur effet est donc peu spécifigle
Parmi les agents alkylants les plus utilisés enmudthérapie, notre choix s’est porté
essentiellement sur les agents alkylants et ercpket les 2-chloroéthlnitrosourées. A cet effiet,

chapitre suivant fera I'objet d’'une étude bibliggnague sur les chloroéthylnitrosourées.

. Prakash, V. et Timasheff, S. N., J. Biol. Cheh®83) 258, 1689-1697
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Chapitre 2

Les nitrosourées

2.1 Les nitrosourées

L’association au sein d'une méme molécule de deuxplusieurs sites générateurs
d’entités électrophiles a donné naissance a deetllesv séries, de potentialité antimitotique
supérieure. Depuis 1961, la chimiothérapie antinaheo s’est largement intéressée aux
composés du type nitrosourées, et plus particatiene aux N-(2-chloroéthyl) nitrosourées
(CENU), utilisées en clinique et qui font toujolicbjet d’actives recherch&%

\N)(L /—/ ’

§O

Z2—Z2

Figure 2 : Pharmacophore CENU.

2.1.1 Propriétés des CENU

Les nitrosourées ont en commun la méme structeresont des chloroéthylnitrosourées.
Ce sont des alkylants, interagissant directementlipsson chimique nucléophile, elles
entrainent une déplétion en glutathion, inhibentrdparation de I'ADN, et altérent la
maturation de 'ARN. Leurs propriétés alkylantesitsies plus importantes. Elles expliquent
également leur haut pouvoir mutagene. La premidoke czisée par ces agents est non
seulement I’ADN mais aussi les protéines et lesphates.

Contrairement a d’autres agents antinéoplasidegsitrosourées sont des molécules dont
l'action est indépendante du cycle cellulaire, £&slire qu’elles agissent a n’importe
laquelle des phases du cycle cellulaire.

Du fait de leur grande liposolubilité, les nitrasées passent la barriere hématoméningée,
et peuvent étre utilisées dans le traitement destus cérébrales.

Les analogues des chloro-nitrosourées (CNU) tels t¢ 1,3-bis(2-chloroéthyl)-1-
nitrosourée  (BCNU), 1-(2-chloroéthyl)-3-cyclohexiritrosourée  (CCNU), 1-(2-
chloroéthyl)- 3-méthylcyclohexyl-1-nitrosourée (im@e-CCNU), ou 1-(2-chloroéthyl)-1-
nitroso-3-(2-hydroxyéthyl) urée (HECNU), sont wés dans le traitement de plusieurs
cancers en particulier les gliomes, lymphomes, noftes, myélomes multiples, et les
cancers du tractus digestif, et ont une certainiwitc contre le mélanome, mais aussi les
tumeurs digestives, le cancer bronchigue et cexsadieémopathies malignes.

La toxicité hématologique des nitrosourées estiqudiere car elle survient aprés une

latence relativement longue. Elles entrainent ugélosuppression longue et ont un risque

. Hallett, G. and Williams, D. L. H., J. Chem. Sd@erkin Trans. (1980) 2, 1371.



important de leucémies induites, probablement pajcelles touchent directement les
cellules souches médullaires, et que les répamati@s Iésions induites sont longues a étre
effectuées.

Les principaux médicaments utilisés en cliniquat so

e CCNU (ou lomustine, Bélustine) : surtout utiliséndale traitement des tumeurs
cérébrales (primitives ou métastatiques), et dansaltement des formes évoluées de la
maladie de Hodgkin. Il est donné par voie orale. |@@cipale toxicité est
hématologique. Elle peut étre prolongée, et déplenid dose cumulée administrée. Une
néphrotoxicité est également possible.

« BCNU (ou carmustine, BICNU) : composé tres voisirais qui ne peut étre administré
gu’en perfusion intraveineuse. Il est utilisé emtipalier en hématologie. Une toxicité
pulmonaire (fibrose) est parfois rencontrée loraddiinistrations prolongées, et une
maladie veino-occlusive du foie apres administrafidres forte dose.

» Fotémustine (Muphoran) : elle semble intéressante fe traitement des mélanomes
malins évolués. Elle peut étre administrée par wdr@aveineuse ou intra-artérielle.

» Streptozotocine (Zanosar) : elle est plus hydrephile les autres nitrosourées. Elle peut
interférer avec la néoglucogenése, et induire wabéle. La streptozotocine a une
activité en clinique a I'encontre des tumeurs endes et carcinoides du pancréas. Elle
doit étre administrée par voie veineuse. Sa praieipoxicité dose limitante est rénale,

et non hématologiqdé

Les générations les plus récentes de ces compmssexient au pharmacophore (2-
chloroéthyl)-nitrosocarbamate un vecteur biologidaes le but d'une meilleure assimilation,

(oses, stéroides, bases nucléiques, aminoatides)

%~ Fischel, J. L., Formento, P. and Elienne, M. Cnd@a Chem. Pharmacol. (1990) 25, 727-729.
% _ Montgomery, J. A., Mayo, J. G., Hansch, C., &dViChem., (1974) 17-477.
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Figure 3 : Exemples de nitrosourées.

2.1.2 Mécanisme d’action des CENU

Plusieurs schémas de décomposition des CENU damsahditions physiologiques ont
été proposés par J.A.Montgom&yet par J.W.Lowif. Les nombreux produits de
dégradation isolés dépendent de la nature du mitleula concentration, du pH et de la
température. La mise en évidence d'une structurélatde au niveau du motif
nitrosouré& 32333 permis de proposer un schéma de décompositiomantre la formation
de deux especes réactives : un isocyanate et aarpeéir d’ion carbénium.

Néanmoins, malgré la complexité du phénomen@nlient de souligner les réles-clés de
I'entité (2-chloroéthyl) diazohydroxyde, génératrit’especes électrophiles aux propriétés
alkylantes, et de l'isocyanate, responsable ddiViée carbamoylante. L’association de ces
deux activités confére aux CENU I'essentiel dedearopriétés antitumorales.

La décomposition des 2-chloroéthyl nitrosouréescaormation de la liaison croisée de
I’ADN sont indiquées dans la figure ci-dessous:

29 a- Montgomery, J. A., James, R., Caleb Mc, Jaim3t P., J. Med. Chem., (1967) 10-668.

b- Colvin, M., Brundrett, R. B., Cowens, W., Jaelibundlum, D. B., Biochem. Pharmacol., (1976) 256
c- Brundrett, R. B., Colvin, M., White, E. H., Mcel€, J., Hartman, D. B., Cancer Res., (1979) 39-1328
%. Lown, J. W., Chuhan, M. S., J. Org. Chem., (1984:270.

3L Snyder, J. K., Stock, L. M., J. org. Chem., (19856-1990.

%2_ Diksic, M., Sako, K., Feindel, W. et al. CancersR(1984) 44, 3120-3124.

%. Colvin, M., Brundrett, R. B., Cowers, W., BiocheRharmacol. (1976) 25, 695-699.



=c= GV .
G\/\I?I) ﬁ‘_R — O=C=NR -+ CI\/\N=N—OH —_— Cl/\/N=N
N\,{)\H J
o
B:/_\;H\KN.> N
H,N: J\ | \>
I ~~/_\ H.NT Sy~ N
HaN" o} l‘\,/ko o CI\(\O
N
~N \ ADN A N z N,
( LAy —— B1 — 00
r 1 X N >
Y o ADN HaNT N HaNT N
ADN ADN ADN

Hzol'NHf

° [¢)
/\/N&N\
N L >
f\'L/kHzNJ\N N
b o ADN
ADN

ADN bialkylé

Figure 4 : Mécanisme proposé pour la liaison croisée de I'AiaX les (2-chloroéthyl)

nitrosourée¥.

Le mécanisme d'action des CENU nécessite unevadicin par décomposition ou
métabolisation. Les métabolites obtenus s’averkist gfficaces que le produit de départ.
Autrement dit, ce sont des médicaments qui subtisses transformation chimique et non
enzymatique, pour donner naissance au chloroéthgbtlydroxyde capable d’alkyler 'ADN
(pour certaines CENU il y a également formatiorsallyanates capables de carbamoyler les
protéines cellulaires, ils peuvent aussi inhib@&pissage de 'ARNm et la réparation de
'’ADN). Le chloroéthyl-diazohydroxyde forme un liecovalent avec I'oxygene 6 de la
guanine. Le lien covalent au niveau de I'oxygéersilsit un réarrangement apres déplacement
de I'atome de chlore, et réagit par la suite agecytosine au niveau du brin opposé pour
donner naissance a des ponts intercaténaires grdrene et cytosine, d'ou le nom d’agents
alkylants bifonctionnels donné aux nitrosouréess @ents bloquent la réplication et, par

conséquent, aboutissent & la mort cellufaire

2.2 L'isocyanate

Un isocyanate est un composé organique caractpasda séquence : -N=C=0. Les
isocyanates sont trés réactifs, c’est pour celapgufois ils sont bloqués, ils ne peuvent pas
réagir, par contre la présence d’amine (NH) pentedes débloquer.

Les isocyanates sont trés utiles en synthese iguganlls peuvent conduire a plusieurs
composes azotés tels qu’'une amine primaire, ugabhmique, un carbamate, un amide et
une urée. Les isocyanates sont facilement formiés &wn réarrangement de Curtius (figure

5). Cette réaction débute par la mise en contash @cide carboxylique et une source

%% Silverman, R. B., Academic Press, Inc., (1992).42
%. Freed, B. R., Mc Quinn, R. L., Tilbury, R.S., Bigs, G. A., Cancer Chemother. Pharmacol. (1982)60
21.



d’azoture. L’intermédiaire formé, soumis a une seute chaleur, perd une molécule d’azote
entrainant ainsi la formation d’un nitrene. Il sequit ensuite la migration de la chaine sur

I'atome d’azote, soit le réarrangement de Curtius.

8]
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Rz—N3 )\ chaleur )L(_
R{fY OH — Ri N3 RA N
\.
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Ri~n=c-0

Figure 5 : Formation de I'isocyanate par réarrangement déiu@th

Compte tenu de la répartition des charges dagolgpement isocyanate, celui-ci présente

deux formes mésomeres :

R—Nzc:b'/
- .0 ® .
\ R—_l\_le—c:o

Figure 6 : Formes mésomeres de I'isocyanate.

. ® .
R—N:C—Q:e

Le groupement isocyanate, trés insaturé, peutirréagc toute espece contenant un
hydrogene actif comme les alcools ou les aminesrélagtion avec une amine donne un
groupement urée substituée (R-NH-CO-NH-R’). La tiéacavec un alcool conduit a un
groupement uréthane (R-NH-CO-OR).

\j
zZT

R—N—C=—0O + R’ OH

C—OR'
I
Figure 7 : Obtention de I'uréthane a partir de I'isocyanatéadtool.

Un groupement isocyanate est plus réactif aveauamee qu’avec un alcool. La réactivité
d’un alcool primaire vis-a-vis d’'un isocyanate Egjerement supérieure a celle de I'eau. Un
alcool secondaire est moins réactif qu’un primaire.

En fonction de la nature de I'alcool, I'ordre dactvité observe est :
Phénok Alcool (Il) < Alcool (Il) = Eau < Alcool (1)

La réactivité d’un isocyanate devient plus impoigasi les substituants augmentent son

caractére électrophile. Un isocyanate aliphatiqai@lenc moins réactif d’'un aromatique.

2.2.1 Propriétés chimiques

L’isocyanate de 2-chloroéthyle est un composeérgrastif.
Il est susceptible de se polymériser quand il rést pur ou en présence de divers catalyseurs
(métaux, sels, bases ou certaines amines).

Il réagit au contact de I'eau avec formation dexgide de carbone, d’'urée ou de biuret.
D’une maniere générale, les produits qui possedanhydrogéne actif (alcools, amines,

acides, urées...) peuvent réagir avec l'isocyanat ctdoroéthylé’.

% _Kinsman, A. C., Kerr, M. A., J. Am. Chem. So2003)125, 46: 214120-14125.



* Formation des liaisons allophanate (réaction avegrégthane)

H H
R—N=—C=—0 + R—N—C—OR ————» R—N—C—T—ﬁ—OR-

Uréthane © Allophanate © R O

Figure 8 : Formation des liaisons allophanate.

Les groupements allophanate sont formés a la sldtéa réaction d’'un groupement
uréthane, déja présent, avec un autre isocyanatie @éaction est favorisée par une
température élevée (100-140°C) et un exces d'iswiga.

* Formation des liaisons biuret (réaction avec I'eau)

L’isocyanate peut aussi réagir avec I'eau pouméoifacide carbamique. Cet acide étant
instable, il se décompose pour donner dy €Qune amine. L’amine peut ensuite réagir avec
un autre isocyanate pour donner un groupementsutéstituée. Eventuellement, celui-ci peut
réagir avec un autre isocyanate pour donner uretsubstitué. Les nceuds biuret sont les

points de jonction des trois fonctions isocyanate.

(]
a ol J
R—N=—=C==0 +H:0 —— R—N—C—O0H —>R—NH,+ CO;
Acide carbamique Amine
+ R-N=C=0

H H
R—N—C—N—R

Urée substituée

l + R-N=C=0

H H
N—C—N—C—N—R

[
o (]

R
Biuret substitué

Figure 9 : Formation d’'un nceud biuret substitué.

» Réaction des groupements isocyanate seuls

Les groupements isocyanate peuvent réagir enitgeur donner des dimeéres, triméeres
ou polymeres. Ces réactions peuvent apparaitreneiimpureté peut jouer le role dun
catalyseur nucléophile. Ainsi, elles sont favorsspar 'augmentation de la concentration des

diisocyanates.

* Formation de liaisons urétidione (dimérisation)
L’apparition des cycles urétidione est favoris@e yne température de réaction basse en
présence d'un catalyseur basique.

7. a- Baker, J. W., J.B., J. Chem. Soc., (1974)713;726.
b- Ephraim, S., Woodward, A.E., Mesrobian, R.BA. Soc., (1958) 80, 1326-1328.
. Sauer, K., Kasparian, M. H., J. Org. Chem., (3983, 3498-3504.



2 R—N——=C—=0

” Urétidiore

Figure 10 : Dimérisation de I'isocyanate.

+ Formation de liaisons carbodiimide
2R——N—C=—0 —> R

N——C—N—=~R + CO
Carbodiimides

Figure 11 : Formation de liaisons carbodiimide.

Les liaisons carbodiimide peuvent apparaitre satalyseur entre 150 et 300°C. Cette

fonction peut encore réagir avec un isocyanate gooner des urétonimines substituées.
R——N—C—0 4 R———N—C—N—R —>» R—N—C—N—R

Carbodiimide O:l—N—R

Urétonimine

Figure 12 : Formation de liaisons urétonimines.

» Formation de nceuds isocyanurate (trimérisation)

0

|
e
C C

7 \T/ A

R
Isocyanurate

0

3 R—N—C—/—0O —> R— R

Figure 13 : Formation de nceuds isocyanurate (trimérisation).
La trimérisation est la réaction qui conduit adenfation du cycle isocyanurdte

» Polymérisation linéaire des isocyanates

n R——N——=C——=0 > * < l|\1' ﬁ >n*
®)

R
Polymere linéaire

Figure 14 : Polymérisation linéaire des isocyanates.

Cette polymérisation peut avoir lieu a des tempéea trés basses (-100 a -20°C pour
certains monoisocyanaf8s

Jusqu’a ce jour, les isocyanates servent a laapmépn de nitrosourées et, pour ce faire,
sont mis a réagir avec une amine primaire ou sedmdce qui conduit a I'obtention de la

% sayigh, A. A. R., Plym. J. (1978) 14, 675-678.
0. Markert, H., Kertzschmar, K., Rogler, W., HausghiK. R., Simens Forsch-U. Entwickl., Ber. BdolV16,
N°3, 105-111.



fonction laquelle est ensuite éventuellement niteppar exemple a l'aide d’'un nitrite de
métal alcalin tel que le nitrite de sodium.

On utilise également les isocyanates pour préplaernitrosourées dans un schéma
réactionnel qui consiste a faire réagir un isoct@n&el que lisocyanate de méthyle,
I'isocyanate de chloro-2 éthyle ou le cyclohexydiganate, sur un phénol activé, tel que le
trichlorophénol-2,-4,-5, le pentachlorophénol ouplenta fluorophéndt ce qui conduit a
I'obtention d’urées lesquelles sont ensuite tramsées en nitrosourées par le chlorure de
nitrosyle.

Or, les isocyanates sont des produits relativertoxiques, qui compte tenu de certaines
réglementations doivent étre fabriqués sur placgilétés in situ.

On a également décrit la nitrosation de N-alkybemate par divers agents de nitrosation,
en particulier MO, N.Os;, NOBr, NOCI, nitrites alcoyl, ou acide (chlorhygiie ou
sulfurique) et le nitrite de sodium. Dans ce dernas, il peut y avoir des réactions paralléles,

les rendements ne sont pas toujours satisfaisalegeoduit obtenu est difficile & purifigr.

2.2.2 Propriétés physiques

L’isocyanate du 2-chloroéthyle se présente soufoidme d'un liquide incolore, trés
volatil, d’odeur particulierement acre. Ses vapeamst lacrymogenes. Il est peu soluble dans
'eau, au contact de laquelle il se décomposegildssout dans de nombreux solvants
organiques ; hydrocarbures, solvants halogénésthifsulfoxyde, ett.

Les nitrosourées sont de puissantes classes tsageiotoxiques, utilisées en
chimiothérapie. Cependant la plupart des moléculgisées actuellement demeurent
liposolubles et peu stables.

Une des approches permettant d’améliorer la dakibies CENU et d’assurer leur
stabilité, est leur complexation par un ou plusetwmposeés polaires. Cet objectif peut-étre
atteint au moyen de complexants permettant d'aticies CENU en leur sein.

Les cyclodextrines figurent parmi les meilleurs pbemants, la partie suivante sera consacrée

a leur étude bibliographique.

“L Cf. brevet francais N° 80 16453, J. Med. Cheri8@) Vol. 25, N° 2, 178-182.
2. Brevet francais N° 73625 et brevet US N° 3345256.
43 Knights R.J. et coll. Anal. Biochem., Etats Ur{is977) 77, 176-184
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Chapitre 3

Les cyclodextrines

3.1 Introduction

Le mode d'administration d'un médicament joue s@svent un role déterminant dans
I'expression de l'activité pharmacologique. L'escégtion du principe actif dans une
molécule hote constitue une des approches les rpentes et les plus prometteuses du
transport des médicaments.

De nombreuses molécules minérales ou organiquesergeint une "cavité" leur
permettant de donner naissance a des complexetusion. Dans ce processus, la molécule
"hote" admet a l'intérieur de sa cavité une ou iplus autres molécules "invitées" sans
qu'aucune liaison covalente ne s'établisse. Ladliggathu complexe ne repose donc que sur la
qualité de l'adaptation entre les partenaires.

Les cyclodextrines (CD) sont des molécules-cagesigihe naturelle qui permettent
d’encapsuler diverses molécules. Elles ont aujowid’ d’innombrables applications
industrielles, et on les retrouve dans une muldta@ produits courants. Elles sont aussi
I'objet de trés nombreuses recherches scientiffues

3.2 Production des cyclodextrines

Ces produits naturels découverts en 1891 pare¥Allis’obtiennent industriellement par la
dégradation enzymatique de I'amylose (forme lireédie 'amidon) a I'aide d’'une enzyme, la
cyclodextrine glucosyltransférase (CGTase), d’aedbactérienne.

2
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Figure 15 : Action de la CGTase sur I'amidon.

La structure hélicoidale de la macromolécule emtsadétruite au profit d’une structure
cycliqgue (figure 15). Ainsi les spires que formetumallement cette macromolécule en
solution aqueuse sont reliées par transfert deols pour donner des oligosaccharides
cyclique$®.

La production des cyclodextrines comporte lesedauivantes :

 Culture d’un micro-organisme producteur de CGTase
» Séparation de I'enzyme, concentration et purifarati

» Conversion enzymatique d’amidon préhydrolysé ernraes cycliques et non cycliques

4 Bellanger, N., Djedaini-Pilard, F., Berthault, Perly, B., Phases Magazine, (1992), N°9.
4. A. Villiers, Compt. Rend. (1891)112, 536.



» Séparation des cyclodextrines du milieu de conearurification et cristallisation.

Bacillus macerans est le micro-organisme le philsé& pour produire la CGTase, mais
d'autres comme Klebsiella pneumonie et Alkalophytiacillus peuvent étre également
utilisés. Les proportions relatives des différent€D obtenues varient selon les
microorganismes a l'origine de la CGTase utiliske,pH, le temps, et la température

d’incubation.

Les principales CD ainsi obtenues soni-CD, la B-CD et la y-CD, constituées
respectivement de 6, 7 et 8 unités glucose.

o M
O "

it

n =1 o-cyclodextrine n = 2B-cyclodextrine n = 3 y-cyclodextrine
Figure 16 : Formule développée générale des cyclodextrineseaiks.

Il existe également des CD de plus grandes ta{ie€D, €-CD... respectivement
constituées de 9, 10... unités) et de taille plustepdl, 5 unités) qui ont été isolées ou
synthétisées. La synthese totale de ces moléc@egewte marginale car les rendements

obtenus lors des réactions de glycosylation santestt trés faible.

3.3 Structure des cyclodextrines

Les cyclodextrines sont une famille d'oligosacdeside structure cycligue comportant
de 6 a 12 unités D-glucose en conformations chigiee entre elles em(1,4). Elles sont
également connues comme cycloamyloses, cyclomaltisgextrines de Schardinger.

La cyclisation des unités glucose empéche la mrtate ces unités et les fait adopter une
configuration fixe, ce qui donne aux cyclodextrinege forme de cbne tronqué plutét que de
cylindre®3#’

Les groupes hydroxyle secondaires des unités gjwanpse, portés par les carbones C2
et C3, sont situés sur la partie la plus large@hect on parle souvent de « face secondaire ».
La formation de liaisons hydrogene entre les greupgroxyle situés sur les carbones C2 et
C3 de deux unités adjacentes augmente la rigiditdadstructure des CD. Les groupes

hydroxyle primaires, portés par les carbones CBt kmalisés sur I'extrémité la plus étroite

4. Jacob, J. Gebler, K., Hoffman, D., Sanbe, H.,zZKoii, K., Smith, S. M., Tkaha, T., Saenger, W., &g
Chem. Int. Ed. (1998) 37, 606.
4" Lahuaus, G., Chem. Ber. (1967), 100-2719.



(« face primaire »), rendue plus étroite par léoirel rotation (arrangement stérique optimal
par rapport aux hydroxyles secondaires fixes).

B-cyclodextrin
Figure 17 : Structure simplifiée montrant la forme tronconique.

Ces nombreux groupes hydroxyle procurent a I'eetérdes CD un caractére hydrophile
conduisant a une bonne solubilité, mais fortemeatiable selon les dérivés, des
cyclodextrines en milieu aqueux.

La paroi de la cavité centrale est constituéeodas de carbone, d’hydrogene et de
liaisons étheroxydes (figure 17).

Les oxygenes inter-glucosidiques (0O-4) sont sisigs’équateur, les doublets non-liants
des atomes d’oxygéne sont dirigés vers l'intériaila cavité ou la densité électronique est
donc élevée. Les hydrogenes H1, H2 et H4 sontedinggrs I'extérieur de la cavité tandis que
les hydrogenes H3 et H5 sont orientés vers liatéri Ces derniers sont les seuls pouvant
interagir avec un substrat inclus dans la caviténtdrieur des CD est donc une cavité
relativement apolaire et hydrophde

En résumé, les CD ont une structure macrocycldpmet I'extérieur est hydrophile et
l'intérieur hydrophobe. Ces caractéristiques stmates sont a I'origine des propriétés tres
particulieres des CD : former des complexes supieutaires avec une ou plusieurs
molécules invitées hydrophobes. Pour cette raigties appartiennent a la famille des

« molécules cages'

3.4 Caractéristiques physicochimiques

Les trois principales CD natives sont des compasésdtallins, homogénes et non
hygroscopiques. Leurs principales caractéristigumsicochimiques sont rassemblées dans le
tableau 2 :

Tableau 2 :Caractéristiques physicochimiques des principa@s&tives®.

Propriétés a-Cyclodextrine | B-Cyclodextrine | y-Cyclodextrine
Nombre d’unités glucopyranose 6 7 8
Formule brute 6sHs0030 CsoH70035 C1aHg0040

8. Szejtli, J., Pure Appl. Chem. (2004) 76, 18258.84

9. Saenger, W., Jacob, J., Gessler, K., SteineHdffmann, D., Sanbe, H., Koizumi, K., Smith, S.,Mlakaha,
T., Chem. Rev. (1998) 98 (5), 1787-1802.

0. Szejtli, J., Chem. Rev. (1998) 98, 1743-1753.



Masse molaire (g/mol) 972 1135 1297

Diametre de la cavité (A°) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Hauteur du tore (A°) 7,9 7,9 7,9
Diametre extérieur (A°) 14,6 15,4 17,5
Volume de la cavité (A) 174 262 472
Solubilité dans I'eaug(100ml, 25° ¢ 14,5 1,85 23,2
Point de fusion (°C) 275 280 275
pKa (25° C) 12,3 12,2 12,1
Hydrolyse enzymatique Nulle Lente Rapide

Grace aux structures tridimensionnelles obtenaeddffraction des rayons X, la forme
tronconique des cyclodextrines a pu étre détermanési que le réseau de liaisons hydrogéne
interglucosidiques des hydroxyles primaires ethjesoxyles secondairgs

La cavité des CD leur permet d’inclure de nombreamposés organiques pour former
des complexes d'inclusion & I'état solide ou emoi™.

La hauteur de ces trois molécules est la méme lesigutres dimensions varient avec le
nombre d’unités glucopyranose.

Ainsi, le diametre externe et le volume de la éaaiigmentent ded>CD a lay-CD.

De par la taille de sa cavité, faCD est celle qui complexe le plus grand nombre de
composés, et elle et ses dérivés sont les pliséess de toutes les CD

La solubilité dans l'eau varie de facon plus ieatlue. En effet, |§-CD, bien que
possédant un nombre d’unités glucopyranose intaamécentre 16-CD et lay-CD, posseéde
la solubilité la plus faible. Cette perte de sditdi dont les causes n’ont pas été totalement
éclaircies peut s’expliquer par les liaisons hyérmgintramoléculaires qui s'établissent entre
les fonctions hydroxyles secondaitefu sein de IaB-CD, une ceinture compléte de ces
liaisons est formée, ce qui lui confere une stmgctelativement rigide et une plus faible
solubilité dans I'eau. Par contre, elle n'empéchs fa déformation de la cavité defl&CD.
Cette déformation va en s’accentuant avec les CBt ¢ nombre d’unités glucose est
supérieur a 8 et agit de facon défavorable surgeapriétés d’inclusion.

Dans la-CD, cette ceinture est incompléte car 'une degsmlucopyranose est dans une
position distordue.

Lay-CD, non planaire et plus flexible, posséde la giande solubilité dans I'eau.

L E. Martin del Valle, Proc. Biochem. (2004) 393801046.
*2. Theo. Chem. Journal of molecular structure, ()S86 (1, 2), 113-117.



La B-CD étant la plus intéressante du point de vuadm®inplexation, plusieurs méthodes
ont été développées pour améliorer sa solubilitésention. L'une d’elles consiste en
I'addition de solvants organiques. Il a été momjue I'acétonitrile et I'éthanol permettent
d’augmenter cette solubilité, contrairement au rmuéofi>>*

Une autre méthode consiste a substituer les gsolupdroxyle par divers autres groupes
fonctionnels, ce qui sera discuté au paragraphe 3.6

Notons enfin que les CD sont biodégradables, ¢eagputé au fait qu’elles sont produites
a partir d'une ressource renouvelable, constitue autre caractéristique encourageant leur

utilisatiort.

3.5 Lap-cyclodextrine naturelle

La B-CD est la plus accessible, la moins colteuse reérgéement la plus utile des CD.
Notons que les CD font I'objet de plusieurs dénatons qui varient selon les époques et les
auteurs. Ainsi, 183-CD est aussi désignée sous les terme$-dextrine de Schardinger,
cyclomaltoheptaose, cycloheptaamylose, cycloheptagle, ou bien encore C7A.
Dans cette étude le terrfieCD oup-cyclodextrine a été utilidé

3.6 Cyclodextrines modifiees

La modification chimique des cyclodextrines offréa fois d’énormes opportunités et de
réels défis pour les chimistes.

Les CD sont modifiées chimiquement afin d’améliare modifier certaines propriétés de
ces molécules hotes. Leur modification peut ent gfegmettre d’améliorer leurs propriétés
physico-chimiques (augmenter leur solubilité danssolvant donné) et/ou le pouvoir de
complexation de leur cavité avec une molécule évitlC’'est également un moyen de créer
des molécules originales avec des fonctions sp@es, trouvant des applications variées au-
dela des frontieres de la chimie classique (uneictatalytique de type enzymatique, des
propriétés de vectorisation, etc.).

De nombreux dérivés peuvent ainsi étre obtenusta gdas CD naturelles.

Les cyclodextrines possédent trois types de fonsthydroxyles situées sur les positions
2, 3 et 6 des unités glucoses (figure 18). Sewdsdrois positions peuvent étre modifiées car
les positions 1 et 4 des glucoses forment lesolsinter-glycosidiques de la molécule
cyclique. Ces groupements hydroxyle sont les paliascrage de modifications structurelles
de ces molécules, et de nombreux groupements peyvétre greffés, ils peuvent étre

aminés, estérifiés ou éthérifiés.

%% Taghvaei, M., Stewart, G., Anal. Chem. (1991) B3)2-1904.
*4 Chatjigakis, A., Donzé, C., Coleman, A., Anal.e@h (1992) 64, 1632-1634.



Position 3

Position 2

Figure 18 : Localisation des hydroxyles sur des unité3-glucopyranose de la

cyclodextrine.

Les hydroxyles en 6 sont des hydroxyles primaipgs réactifs que les hydroxyles
secondaires en position 2 et 3. De plus, ceux ged#ion 6 sont aussi les plus basiques, les
plus accessibles et souvent les plus nucléopl@lesx de la position 2 sont les plus acides et
ceux de la position 3 les plus inaccessibles dbitkeles moins réactifs, d’autant plus que la
couronne d’hydroxyles secondaires est encombrémsnfiexible et rigidifiée par la ceinture
de liaisons hydrogéng

Le défi qui est posé aux chimistes est celui deeld@per des méthodes efficaces pour

modifier de maniére sélective les nombreuses fonsthydroxyles portées par les €D

3.7 Toxicité

En général, les cyclodextrines naturelles et leidrsvés plus hydrophiles sont seulement
capables de passer a travers les membranes bisdsgidpophiles, telles la cornée, les
muqueuses ou la peau, avec de grandes difficuléspeut supposer que le haut poids
moléculaire des CD est une des causes limitanassgge.

Toutes les études de toxicité ont démontré qulrinistration orale de cyclodextrines est
non-toxique, ceci étant du a leur trés faible ghtson gastro-intestinale (0.1 a 3 %).

Ainsi, la FDA (Food and Drugs Agency) autorise iligation de lap-CD comme additif
alimentaire (E 459) a hauteur de 0.5 a 2 % seleopieduits.

Le caractére hémolytigue des cyclodextrines et bonnu mais n’apparait en fait qu'a
forte concentration : en effet a faible concentrati5 mmol pour B-CD et 10 mmol pour la
B-CD) les cyclodextrines protegent les globules esugontre I'hémolyse osmotique et
I’'hémolyse induite par la chaleur alors qu’a foctencentration elles provoquent 'hémolyse
en complexant et relargant le cholestérol des manasrcellulaires. Cette action hémolytique
est faible avec lg-CD mais plus forte avecd-CD et lap-CD, et cette propriété conditionne
les effets des CD par voie intraveineuse ou intsaoulaire. Un certain nombre d’études
toxicologiques ont montré que}aCD, la 2-hydroxypropyB-CD, la sulfobutyléthef-CD et
la maltosyl-CD, sont sans danger méme pour I'administraticiengarale. Par contreof
CD, lap-CD et lesB-CD méthylées ne sont pas acceptables pour I'adtration parentérale

(irritation a I'injection pour les trois et tresrfe néphrotoxicité pour etp).

°5_ Eastburn, S. D., Biotechnol. Adv. (1994) 12, 0.



Ces molécules peuvent étre considérées commeo@epatibles et se dégradent dans le
milieu naturel. Toutefois la cyclodextrine natueelbe dégrade plus facilement que les
cyclodextrines modifiées : 82 % de biodégradatietag-CD en 28 jour mais seulement 9 %
pour la HP-CD et 9 % pour la M-CB>?®

3.8 Applications

La configuration des cyclodextrines crée un anriealrophile au sommet et a la base du
cbne formé par la molécule et une cavité hydroptabeilieu, leur conférant des capacités
de piégeage ou de protection de molécules orgasnique

L’intérét principal des CD réside dans leur caga@ modifier, par inclusion, les
propriétés physico-chimiques de linvité, ce quirpet d’améliorer des procédés ou des
produits finis. L'exploitation de ces capacitésndlusion et la biocompatibilité des CD ont
entrainé un accroissement du nombre et de la di&els leurs applications.

La complexation peut stabiliser la dégradation ceetains composés par photolyse,
oxydation, hydrolyse acide ou enzymatique. Elle tpaussi mettre la coexistence de
composés incompatibles au sein d’'une méme fornoulall'inclusion d’'une partie d’'une
substance permet d’améliorer la sélectivité d'udaction par masquage de certains
groupements fonctionnels. Dans le méme objectificlision peut limiter les effets
secondaires indésirables d’'un médicament commdédtion locale, 'hnémolyse ou l'attaque
de tissus musculaires.

D’autres avantages de [linclusion résident dansptssibilité de transformer une
formulation normalement liquide a température amtgizen poudre (par précipitation des
complexes d’inclusion), ceci facilitant la manutentou le procédé industriel de formulation.

Les CD peuvent également étre utilisées en :

« Cosmeétique : elles permettent de stabiliser dedstoms et les molécules odorantes

ou actives.

» Désodorisation : les cyclodextrines sont utiliséemime agent masquant contre les

mauvaises odeurs (la complexation rend les molé@derantes moins volatiles).

» Textiles spéciaux : elles sont utilisées pour fixr tissus des composés actifs

(parfums, antibactériens).

» Catalyseur de réactions chimiques : en chimie oquan elles permettent de controler

la régiosélectivité de certaines réactions touaraeliorant le rendement, et permettent

de travailler avec des molécules hydrophobes ereurgiqueuX.

Elles sont également tres utilisées dans le dard@s sciences de la séparation car elles
ont un grand potentiel de sélectivité et de sté&légativité. Elles sont utilisées dans tous les

*_Irie, T., Uekama, K., J. Pharm. Sci. (1997) 867-162.
*"_ Tait, R., Thompson, D., Stella, V., StobaughAhal. Chem. (1994) 66, 4013-4018



types de chromatographie (CCM, CPG, ...) mais ce<tleHP que I'on observe le plus fort
intérét pour ces molécules. Les cyclodextrines paugtre greffées sur la phase stationnaire
ou alors étre des additifs de la phase mdbile

Dans le diagnostic in vitro : alors que des prtsltels que les composés fluorescents,
fortement hydrophobes, doivent étre solubilisésndieu organique par ajout de solvant, les
cyclodextrines permettraient le recours a des pi€sd00 % aqueux.

Leur caractere biodégradable les prédispose aappBcations importantes dans les
domaines agro-alimentaires et pharmaceutiques.capmulation dans les cyclodextrines
permet en effet de protéger des molécules fragdesd'assurer leur libération lente et
contrélée. De plus, la solubilisation de médicammensolubles dans I'eau sous forme de
complexes d'inclusion dans les cyclodextrines pedeaalisposer de préparations injectables.
Ce processus s'applique a de tres nombreux méditsumsolubles dans I'eau et dans les

fluides physiologiques (anti-inflammatoires, stéies, anti-tumoraux, .>3

3.9 Exemples
La représentation du complexe obtenu par encapsulde la propionate du rétinol avec

la B-cyclodextrine naturelle est indiquée dans la fgeirdessous.

Figure 19 : Structure du complexe d’inclusion entre la propterde rétinol et |18-

cyclodextrine naturelle.

On peut envisager d'améliorer les performancescyesdextrines vis a vis d'une classe
thérapeutique donnée. Dans un premier temps, ®&leet la cyclodextrine naturelle la

mieux adaptéen(  ouy).

Ultérieurement, on peut modifier chimiquement eeatyclodextrine pour optimiser les
interactions entre la molécule incluse et la cyelddne, pour augmenter la solubilité dans
I'eau du complexe d'inclusion ou pour diriger cenptexe vers l'organe a traiter. Ce dernier

aspect constitue le "ciblage moléculaire".

%8 Schneiderman E., Stalcup A.M., J. ChromatogrO(@@45, 83-102.
. Rajewski, R., A., Stella, V., J., J. Pharm. $t896) 85 (11), 1142-1159.



Antenne

Boite Principe actif

Figure 20 : Le premier exemple de vrai vecteur.

Dans cette approche, le transporteur doit perendticheminer le médicament vers le site
ou son action doit s'exprimer.

La molécule représentée sur la figure 21 est miastiau ciblage de médicaments
neurotropes c'est a dire agissant directement\aanicérébral. Elle est obtenue par greffage
sur la B-cyclodextrine d'un peptide (la Leucine-enképhalipeésentant une tres grande

affinité pour les récepteurs cérébraux de la mowgshi

; mgljr]hranrejr -

Figure 21 : Principe de base de la vectorisation.

Les cyclodextrines apparaissent donc comme dlextgl candidats pour optimiser
l'action des médicaments, en particulier pour c&@s peu solubles dans I'84E%. Ces
propriétés sont dues essentiellement au pouvoiptmant de ces molécules par la formation

de complexes d’inclusion.

0 _Matsuda, H., Arima, H., Adv. Drug. Deliv. Rev.9@9) 36, 81-99.
®L Hedges A. R., Chem. Rev. (1998) 98 (5), 2035-2044
%2 Zia, V., Rajewski, R., Stella, V., Pharm. Re€(@Q) 17, 956-961.
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Chapitre 4

Les complexes d'inclusion

De par leur structure et leur cavité, les CD peatifemer des complexes d’inclusion avec
un grand nombre de molécules (neutres, chargéksrgsoou apolaires) d’'une grande variété
de composés solides, liqguides ou gazeux. Cetteriptépmise en évidence dans les années
193(F>°* et largement acceptée a partir des années’1¥5sst & I'origine de la plupart des

applications industrielles des CD.

4.1 Généralités sur la complexation

Un complexe d’inclusion est une association d’anin® deux molécules dont l'une, le
substrat (ou « invité ») est encapsulé de facaleaiu partielle par I'autre, le récepteur (ou
« hote ») sous l'effet d’interactions faiblésAucune liaison covalente n’est créée, ce qui
permet une dissociation aisée et douce du compbenes.

Les complexes formés entre la (les) cyclodextsnélote(s)” et la (les) molécule(s)
“invitée(s)” peuvent étre de plusieurs tyffegfigure 22): on distingue les complexes
d’inclusion (a-f) et les complexes d’association). (e nombreux exemples, avec divers
arrangements structuraux, se trouvent ainsi dédaits la littérature.

Les structures des principaux complexes ayant ffaibjet de publications sont

représentées sur la figure suivante :

UOB ﬂja A
N ok ’JEEE gl
™ 7

Figure 22 : Structures en solution agueuse de complexes axdiodes-invités décrits dans
la littérature; a) inclusion compléete ; b) inclusitaxiale™ ; c) inclusion partielle (capping) ;

d) complexe 2:1; e) complexe 1:2; f) complexe B)2omplexe "non-spécifique”.

%% Pringsheim, H., Walton, R., A., ComprehensivevByrof Starch Chemistry, Ed. Chemical Catalogue, Co.
New York, 1928.

%4 Pringsheim, H., Chemistry of the Saccharides, keGHill, New York, 1932.

®. Freudenberg, K., Cramer, F., Plieninger, H., Gatent, (1953), 895,769.

. French, D., Adv. Carbohydr. Chem. (1957) 12, 289-

®7_ Crini, G., Morcellet, M., Morin, N., L'actualitéhimique, (2001) 247, 18-25.

. Wenz, G., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. (1994) 833-822.



L’association d’'une CD et d’'une molécule invitéeafisi que la dissociation du complexe
formé CD-S, le complexe étant régi par des foréiesedactions faibles, est gouvernée par un
équilibre thermodynamique de la forfieCD + S& CD-S

La stabilité du complexe peut étre exprimée pardiastante de stabilité Kégalement
appelée constante d’association) ou la constantissdeciation Ig:

Ks=1/Ko = ([CD-S]) / ([CD] [S])
ou [CD-S], [CD] et [S] sont les concentrations domplexe, de la CD et du soluté,
respectivement.

Les complexes CD-S formés sont généralement dulyjy comme celui décrit ci-dessus,
c'est-a-dire qu’'une CD complexe une molécule deitéolToutefois, il existe aussi des
complexes du type 2:1, 1:2, 2:2 ou d’ordre supéfieu

@) - <:©

Figure 23 : Complexe d’inclusion de type 1:1 (cyclodextrine-gwmlle invitée).

4.1.1 Forces impliquées dans les complexes d’indlus des cyclodextrines

Le phénoméne de complexation est la résultanteodebreuses interactions mettant en
jeu la molécule héte, la molécule invitée et levant, dans le cas d’'une inclusion en solution,
et conduisant a I'état thermodynamique le pluslstda nature et I'importance relative des
différents phénomenes responsables de la formaliom complexe CD-soluté sont encore
mal connues. Les « forces directrices » les plssutiées sont les suivantes

» Interactions électrostatiques (ion-ion, ion-dip@ig6le-dipdle).

* Interactions de van der Waals (dip6le-dipdle inddipdle induit-dipble induit).

* Interactions hydrophobes.

« Liaisons hydrogéne (qui sont en fait de naturetéstatique).

* Soulagement des contraintes de conformation d®I&&hsion).

» Exclusion des molécules d’eau initialement présedéms la cavité.

« Interactions de transfert de charges (type d’icteza de van der Waals).

Depuis que les complexes d’inclusion utilisant @D sont connus, les interactions
intermoléculaires responsables de la stabilité awaplexes ont souvent été discutées et
critiquées. En fait, il a été démontré que plusetdorces intermoléculaires existent

simultanément, la relativité de chacune des fodégend du substrat et du solvant.

%9. Connors, K., Chem. Rev. (1997) 97, 1325-1357.

- Szejtli, J., (1982), Cyclodextrins and their bigibn Complexes, AKadémiai Kiado, Budabest.
2. Rekharsky M. V., Inoue Y., Chem. Rev. (1998) 58 (1875-1918.

" Liu, L., Guo, Q. -X., J. Incl. Phenom. (2002) 4214.



La théorie la plus acceptée est l'interaction da der Waal€, qui serait prédominante.
Le substrat est lié a la cyclodextrine par desraat@ons faibles avec les hydrogénes H3 et
H5. D’aprés cette théorie, si la forme générale l@emolécule invitée complémente
parfaitement la cavité, la complexation est fa\é®is

Pour d’autres auteurs, le phénomene régissardrngplexation serait la substitution des
molécules d’eau présentes dans la cavité par l&cul@ invitée. C'est la cohésion des
molécules d’eau qui favorise l'interaction hydropboplutét que I'attraction entre I'hote et
l'invité. Cette théorie propose une interactiondrémte au solvant due a une forte énergie des
molécules d’eau se trouvant a lintérieur de laitéav.es molécules d’eau situées dans la
cavité se trouvent dans un état énergétiguementoegble (interactions polaire-apolaire) et
leur expulsion a I'extérieur de la cavité par lalécale invitée sera favorisée par un gain
entropique et d’énergie potentiefié*

Toutefois, d’autres auteurs avancent le fait gee molécules d’eau doivent avoir un
degré de liberté conformationnelle plus grand geHdes présentes dans la solution et
entretenant des liaisons hydrogéne avec leursnasisieur exclusion est donc un processus
au cours duquel I'enthalpie et I'entropie se congean et elle ne constitue pas un facteur
déterminant lors de la complexatidn De méme, la modification des contraintes
conformationnelles de la CD ne semble pas étrermd@tent mais permet par contre de
maximiser les différentes interactions entre leitgoét la CD.

Une troisieme théorie, uniquement applicable aampmoseés polaires, évoque la formation
de liaisons hydrogéne entre les hydroxyles de lelodgxtrine et les hétéroatomes du
substral’. Les liaisons hydrogéne et les interactions ésetitiques faisant intervenir les
fonctions hydroxyle ou leurs substituants seraimpliquées, en particulier, dans I'orientation
relative des deux molécufes

D’autres auteurs pensent que les interactionsonssiples sont du type interactions
dipolaireg®, c'est-a-dire que le substrat et la cyclodextstarientent de facon & ce que
I'interaction entre les moments dipolaires soit maxm. D’autres théories proposent des
interactions coulombiques, hydrophofiesles forces d'induction (essentiellement dip6le
permanent-dipdle induit, aussi appelé effet d'iitucde Debye) et dispersi6h des forces
de tension conformationneffe

En plus des interactions discutées ci-dessugnlexation fait intervenir des parametres

stériques, c'est-a-dire les dimensions et la géoerdits deux molécules qui interagis&ent

2 Linert, W., Han, L., Lukovits, I., Chem. Phys9@9) 139, 441.

3. Tabushi, I., Kuroda, Y., Mizutani, T., J. Am. GheSoc. (1986) 108, 4514.

"_Van Etten, R. L., Sebastien, J. F., Clowers, GB&nder, N. L., J. Am. Chem. Soc. (1976) 89, 3253
™. Park, J. H., Nah, T. H., J. Chem. Soc. Perkim$r1994) 2, 1359.

% Kitagawa, M., Sakurai, M., Hoshi, H., Ch(ij6, Roue, Y., Bull. Chem. Soc. Jpn. (1988) 61, 4225.
" Frank, H. S., Evans, M. W., J. Chem. Phys. (1945)507.

8. Ohashi, M., Kasatani, K., Shinohara, H., Satg,JHAm. Chem. Soc. (1990) 112, 5824.

. Sakuraba, H., Natori, K., Tanaka, Y., J. Org. @h&1991) 56, 4124.



La cavité doit étre assez grande pour contemmndicule invitée ou au moins une partie,
mais pas trop grande pour que cette molécule wergente pas de traverser la cavité sans y
établir d’interactions. Nous avons vu au chapitrecgdent que les trois CD natives ont des
cavités de tailles difféerentes. Cela a pour conségel que b-CD complexe d’avantage les
molécules de faibles masses moléculaires ou ayanthaine aliphatique, pCD complexe
les molécules aromatiques ou hétérocycliques tapaiday-CD complexe les molécules plus
grosses contenant plusieurs cytles

4.1.2 Formation d’un complexe d’inclusion

On peut séparer la formation d’'un complexe enigplus étapes :

* Approche de I'invité vers la cyclodextrine.

* Rupture de la structure de I'eau a l'intérieur dechvité de la CD et éviction de
certaines de ces molécules.

* Rupture de la structure de I'eau autour de la nubdéioivitée et transport de molécules
d’eau vers la solution.

* Interaction de certains groupements de la molécgtée avec I'extérieur ou
I'intérieur de la CD.

* Eventuellement, création de liaisons hydrogénesdiitivitée et la CD.

» Reconstitution de la structure de I'eau autour pldies exposéees de l'invité apres

I'inclusion.

4.1.3 Conséquences de la complexation
L’inclusion des molécules invitées dans la cades CD constitue une encapsulation
moléculaire et ces molécules voient leurs propsi@ig@ysicochimiques modifiées. Parmi ces
modifications, on peut cit&t 5
» L’amélioration de la dissolution et de la soluléilidu soluté et 'augmentation de sa
biodisponibilité (dans le cas de principes actifs).
* La modification de ses propriétés spectrales (dépi@nts chimiques en RMN,
longueur d’onde du maximum d’absorption en UV, msigé de la fluorescence, etc.).
» La modification de sa réactivité (en régle génédateinuée). Le soluté bénéficie ainsi
d’'une protection contre la dégradation thermique ptwtochimique, I'oxydation,
I'hydrolyse et voit sa stabilité accrue.

« La diminution de sa diffusion, de sa volatilitédetsa sublimation.

De nombreuses techniques d’analyses physico-chanjqgtelles que la spectroscopie

UV-visible, la spectroscopie de fluorescence, llgsa cristallographique, la spectroscopie

8. Szejtli, J., Chem. Rev. (1998) 98, 1743-1753.
81_ Martin Del Valle, E., Proc. Biochem. (2004) 3933-1046.
82 Szejtli, J., Pure Appl. Chem. (2004) 76, 18258.84



RMN, la spectrométrie de masse ou bien encore dtBatles d’analyses électrochimiques,
permettent de mettre en évidence, de caractétisker @éterminer les constantes d’association

de ces complex&8§384:85.8%

4.2 Méthodes de caractérisation des complexes dlasion

L’encapsulation moléculaire peut se produire dat'diquide et a I'état solide. Les
molécules complexées voient certaines de leurgigtép physico-chimiques modifiées telles
gue la solubilité dans I'eau, la biodisponibilisais le cas de principes actifs), la réactivité,
les propriétés spectrales, etc. Les méthodesagdipour détecter I'inclusion, se basent sur les
mesures de ces propriétés.

Il est important de souligner qu'une analyse ceteplet efficace d'un complexe
d'inclusion potentiel doit fournir des réponses aaynant la réalité de linclusion, sa
stoechiométrie, sa constante d'association et idewaassi proposer une structure
tridimensionnelle de la supramolécule. Or, parns techniques d'analyse couramment
utilisées, peu peuvent répondre a ces questiors.eSedd le plus souvent a des limitations
techniques ou théoriques mais dans un certain roddsituations les incohérences relevées
dans la littérature peuvent venir d'une mauvaiserpnétation des données expérimentales.

Parmi les méthodes utilisées pour détecter l'inclusn trouve :

la diffraction des rayons®

les techniques d'analyse de I'état solide.

les techniques spectrophotométridftiés *°

la résonance magnétique nuclégire

4.3 Préparation des complexes d’inclusion

Pour préparer les complexes dinclusion, il exisiéérentes méthod&s®? la plus
commune consiste a agiter une solution de CD esepo& du composeé a inclure. Dans ce cas
on obtient une solution dont la formulation doiteébptimisée, c'est-a-dire dont la proportion
du complexe par rapport aux especes libres estmadei Pour cela il faut déterminer la
stoechiométrie du complexe ainsi que sa constaassatiation, tout d’abord dans I'eau, puis

en fonction des variations des propriétés physkiocues du milieu de solubilisation. Selon

8. Schneider H.-J., Hacket F., Rudiger V., IkedaGhem. Rev. 1998, 98 (5), 1755-1786.

8. Szente, L., Comprehensive Supramolecular Chegmistwood J.L., Davies J.E.D., MacNicol D.D., Végtl
F., Lehn J.-M., Eds., vol. 3, Cyclodextrins, ch&pPergamon : Oxford, U.K. (1996) 253-278.

8. Tsukube H., Furuta H., Odani A., Takeda Y., Kudg Inoue Y., Liu Y., Sakamoto H., Kimura K.,
Comprehensive Supramolecular Chemistry, Atwood, Davies J.E.D., MacNicol D.D., Vogtle F., LehnM.;
Eds., vol. 8, Physical methods in supramoleculangbtry, chap. 10, Pergamon : Oxford, U.K. (199%5-4382.
8. Connors K.A., Chem. Rev. (1997) 97, 1325-1357.

8 _Theo. Chem. Journal of molecular structure, (19263-117.

8. Song Li. William. C. Purdy, Chem. Rev. (1992) v@2. N° 6, 1457-1470.

8. Breslow, R. and Rideout, D.C., J. Am. Chem. $©880)102, 7816-17.

%_Le Thuaud P., Martel B., Int. J. Pharm. (1988)(RJ5205-213.

°L Ponhert, G., J. Chem. (2003) 4, 713-715.

%2 Hirayama, F., Uekama, K., J. Am. Chem. Soc. (1998) (45), 11627-16321.



I'allure de la courbe de solubilité du complexeest possible d’obtenir un complexe solide
par précipitation et filtration.
Quelgues méthodes opératoires d’obtention de aaplen solution homogéne ou en

solution hétérogéne sont résumées commesiit

4.3.1 Complexation en solution

e Les CD et les molécules invittes sont mélangés dea680 °C dans des
stoechiométries définies, pour atteindre la sofusiaturée de la CD et de l'invitée. Le
mélange est agité a température ambiante pendart@8heures. Le complexe ainsi
formé peut étre cristallisé par refroidissement.

» Méthode d’ajout progressif : la quantité calculée rdolécules invitées est dissoute
séparément dans un solvant approprié et est ajgotéie a goutte a la solution de la
CD. Apres agitation intensive (de 16 a 24 heutes)pmplexe peut étre cristallisé par

refroidissement.

4.3.2 Complexation en systéme hétérogene

e Complexation en suspension : les CD ne sont pasutiss, mais finement suspendues
dans l'eau. La substance invitée est dissoute daasquantité de solvant définie ou
directement ajoutée a la suspension de CD en iagitdte mélange réactionnel est
mis sous agitation continue pendant 4 heures osiquts jours selon la substance
invitée.

» Complexation par malaxage : la CD est intensiveregiixée pendant 1 a 2 heures
avec un peu d’eau au quelle I'invité a été ajoutéctement sans aucun solvant.

 Complexation en phase solide : des mélanges solidssCD et des substances
invitées sont malaxés jusqu’a formation des conmgsex

4.4 Détection de la formation d’un complexe d'inclgion®*°

Les complexes peuvent se former aussi bien eeurifjuide gu’en milieu solide.
En solution, il existe un équilibre entre la form@mplexée et la forme libre de chacun des
composés. En phase solide, les molécules invitdagent étre incluses dans la cavité ou lieées
a I'extérieur de la CDLorsqu’une molécule est incluse, ses propriétésipbychimiques (Pf,
Rf, solubilité,...) sont modifiées, ces changementsmettent de mettre en évidence la
formation du complexe.

La mise en évidence peut étre généralement efieg@éles moyens suivants :

9. Sigurdardottir, A. M., Loftsson, T., Anal. Che(i1998) 70(20), 205-213.

*.Buschmann, H. J., Schollmeyer, E., J. Incl. Ph@003) 24, 193-210.
%. Alvarez, R. M. S., Cuten, E. H., Spectrochimatad¢1996) 51 A., 555.



4.4.1 Détection de l'inclusion a I'état solide
Les méthodes utilisées pour détecter I'inclusiohétat solide sont: la diffraction par
rayons X, les méthodes thermiques, la chromatoggagir couches minces, la spectroscopie

infrarouge, la microscopie électronique a balay&geouillabilité et le test de dissolution.....

4.4.2 Détection de l'inclusion en solution

En solution, on peut détecter la formation du clexg d’inclusion par les méthodes
spectroscopiques (spectroscopie UV/ visible, spectipie de fluorescence, spectroscopie de
dichroisme circulaire, spectroscopie de résonanagngtique nucléaire), et les méthodes

électrochimiques, microcalorimétrie et par meswdadsolubilité.

4.5 Caractéristiques des complexes d’inclusion

Lors de l'étude d'un complexe d’inclusion, certitermes sont a prendre en
considération ou a étudier comme la stoechiomélmiecomplexe, la nature du complexe
(association ou inclusion), la conformation de lalénule incluse, la géométrie du complexe
formé, I'énantiodifférenciation et les calculs desistantes de complexation.

Toutes ces études ont été effectuées et étudigesirmentalement et théoriquement

depuis plus d’'une dizaine d’années.

4.5.1 Détermination de la stoechiométrie
Lors de la formation d’'un complexe deux cas darBgpeuvent se présenter :
* le complexe formé n’est pas ou peu soluble darsoleant et précipite sous forme
d’'un solide;
* |e complexe est soluble dans le solvant.
La stoechiométrie du complexe n’est pas directéraecessible. Dans le dernier cas, les
méthodes les plus utilisées pour la déterminatetadgtoechiométrie des complexes.

d’inclusion des CD sont la méthode des variatioastinues (MVC) et la méthode des

rapports molaires (MRM§' ¥’

4.5.1.1 Méthode des variations continué 99 100. 101

Une détermination fiable des stoechiométries dmsptexes peut étre fournie par la
méthode des variations continues (méthode de Job).
C’est une méthode générale qui peut s'appliquex aothbreuses techniques analytiques du
moment que la mesure d'une propriété physique moige permet d'avoir une image de la

concentration du complexe formé en solution.

%. Lohaus, G., Chem.Ber. (1997) 100, 2719.
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1% |ngham, K. C., Anal. Biochem. (1975) 68, 660 -663
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Le procédé consiste a préparer une série de neargproportions variables de solutions
équimolaires des deux corps susceptibles de selerenpet a en mesurer une propriété
physique additive.

Le procédé est particulierement rapide et éconoenigupermet de caractériser un complexe

a l'aide d’'une seule courbe d'écarts. Il évite dige de solutions a concentrations élevées,
avantage a la fois théorique et pratique, puisqeetalles solutions sont susceptibles

d’échapper a la loi d’additivité et de se décompose

Dans notre étude la variable spectrophotométrigse,l'intensité de fluorescence, qui
peut étre le reflet direct ou indirect de la corication des complexes en solution. Cette
méthode (MVC) exprime lintensité de fluorescencefenction de la fraction molaire de
I'invité.

4.5.1.2 Méthode des rapports molaire§ 1%

Cette méthode consiste a maintenir la concentratitale de la molécule invitée [I]
constante et a faire varier la concentration dupgerant [C].

Le tracé d'une propriété, propre au complexe,l'soi¢nsité de fluorescence, en fonction
du rapport [C]/[I] ¢ est étudié afin de détecter une éventuelle diguaité ou un changement
brutal de pente correspondant au rapport stoechimué (n/m), pour le complexe Cnim.

Si la constante de formation du complexe estsaiftie on obtient deux droites de pentes
différentes dont le point d'intersection correspandapport molaire [C]/ [I].

Afin de compléter la caractérisation thermodynarmaiges complexes d’inclusion, il reste
encore a déterminer la constante d'associatiaukcomplexe forme.

4.5.2 Détermination de la constante de stabilité*°**°

La stabilité d’'un complexe d’inclusion formé entae cyclodextrine et une molécule
hydrophobe de taille appropriée est caractérisésgpaonstante de stabilité. Cette constante
est un parametre thermodynamique important et aegeé utilisé.

En spectrophotométrie, la constante de stabdis§ociation) des complexes d’inclusion
avec la CD peut étre déterminée par la méthodelajgwée par Benessi et Hildebrand (B-H)
(en 1949). Initialement utilisée en conjonction @V&V/Vis, de nombreuses modifications
ont été apportées qui permettent a la méthode Heditre appliquée a d'autres techniques
spectroscopiques incluant la fluorescence, l'irdugie et la RMN.

Dans la méthode de Benesi-Hildebrand, la condémtrade la molécule organique

hydrophobe est généralement maintenue constaats,cle celle de la

192 Meyer, A. S., Ayres, G. H., J. Am. Chem. Soc.51979, 49-53.

193 Seal, B., Mukherjee. A, Mukherjee, D., Bull. CheBoc. Jpn. (1979) 52 (7), 2088-2090.
194 Seott, R., Chim. (1956) 75, 787—789.

192 vogsburgh, V. C., Cooper, G. R., J. Am. Chem..$0841) 63, 437.



cyclodextrine varie dans une gamme donnée de ctratiens. Au cours de I'étude, la
variable observable est, dans notre étude, litige fluorescence de la molécule “invitée”
quand elle est hydrophobe. Cette approche permetiéierminer graphiquement,ka
condition que I'espece non observée soit en laxgése(d’au moins un facteur 10) par rapport
a l'espece observée.

Dans ces conditions, on établit la relation qurespond a I'équation d’une droite de type
y = ax + b, ou areprésente la pente. Par extatipola I'origine, on peut déterminer la valeur

permettant le calcul deK

4.6 Travaux antérieurs de notre groupe
Inclusion des chloroéthylnitrososulfamides dans I8-cyclodextrine

Les 2-chloroéthylnitrososulfamides (CEN®)qui constituent une nouvelle série
d’oncostatiques potentiels, ont été congus surdéaile des chloroéthylnitrosourées (CENU), dans
lesquelles le groupement carbonyle a été remplacarpgroupement sulfonyle (fig. 24)

O O
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CENS CENU
Figure 24 : Chromophores CENU, CENS.

Dans des travaux précédent de notre groupe, dewglexes de CENS d’amines
secondaire§-CD*’, de CENS d'aminoestefED *®® et sulfamoyloxazolidinones-
cyclodextriné® ont été étudiées en solution et & I'état solidespactrophotométrie UV et par
RMN N¥® RMN H, RMN C® et ESI-MS. La caractérisation des complexes, leur
stoechiométrie, leur solubilité et leur stabiliggnsi que la détermination des constantes de
dissociation ont été établies et montrent que ILlision dans la3-cyclodextrine apparait

comme un mode de formulation prometteur pour leSI€E

1% Abdaoui, M, Dewynter, G, Aouf, N, Favre, G, MazeA, Montero, JL, Bioorg. Med. Chem. (1996) 4, 122
- Abdaoui, M., Dewynter, G., Montero, J.-L., Tetealon Lett. (1996) 37, 5695.

- Abdaoui, M., Dewynter, G., Aouf, N., Montero,L1,-Phosphorus, Sulfur, Silicon. (1996) 118, 39.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Regainia, Z., Monteidcl ., Tetrahedron. (1996) 52, 14217.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Toupet, L., MonteroLJ, Tetrahedron Lett. (1997) 38, 8691.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Toupet, L., MonteraLJ, Tetrahedron. (2000) 56, 2427-2435.

- Seridi, A, Kadri, M., Abdaoui, M, Winum, JY. amdontero, JL, Bioorg. & Med. Chem. Lett. (2006) 1621.

- Seridi, A, Kadri, M, Abdaoui, M, Winum, JY and Mtero, JL, Arch. Pharm. Chem. Life Sci. (2006) 3321].
197 Kadri, M., Dhaoui, N., Abdaoui, M., Winum, JY.@Montero, J. L., Eur. J. of Med. Chem. (2004) 39,
198 Kadri M., Djemil. R., Dhaoui, N, Abdaoui, M, WinuyJY. and Montero JL. Bioorg & Méd. Chem. Lett.
(2005) 15, 889.

199 Thése Nedjoua Cheghib, Université de Guelma, 2004



Figure 25 : Complexe d’inclusion CENB-CD.

Ces travaux ont porté sur les CENS et leurs deri@&iand a nous, nous avons acces nos
recherches sur les CENU.

En vu de I'étude bibliographique, relative aux GEBRt leur intérét thérapeutique et leur
solubilité et stabilité limitées et aygxCD et leur capacité a former des complexes d’siok
il nous a semblé important de tenter notre cortiibuen essayant de former des complexes
d’inclusion entre une série de CENU efi&D, afin de diminuer leur toxicité et d’augmenter
leur hydrosolubilité ainsi que leur stabilité. Lessmplexes obtenus ont fait I'objet d’'une étude
détaillée, par spectrofluorimétrie.



Chapitre 5



Chapitre 5

La spectrofluorimétrie
5.1 Généralités
En raison de leur sensibilité, sélectivité et sioifd instrumentale, les méthodes
spectrofluorimétriques peuvent étre utilisées comessource pour améliorer la performance

des méthodes analytiques et la détermination destaates d’association des compléXes

Considérons I'excitation ou I'absorption des éleost d’'une molécule par la lumiere. Les
composantes électrique et magnétique vont réagic des électrons. Les contributions
électrigue et magnétique dans la force F agissanirsélectron en mouvement sont :

F = (eE) + (evH/c) (1)
ou e, c, v, E et H sont respectivement la chargéétlectron, la vitesse de la lumiere, la
vitesse de rotation de I'électron, la composanéetéfjue et la composante magnétique de
'onde lumineuse.

L’absorption de radiation lumineuse (photons) yae population de molécules provoque
le passage d’électrons du niveau électronique foedéal $a un état excité,S (n>1). Le
retour a I'état $se réalisera suivant deux étapes (diagramme den3ab) :

- retour a l'état p;

- de S, il y aura retour a I'étatS

Différents processus compétitifs vont désexcitetal S:
* Iy a émission de photons avec une constantetdesé k c’est la fluorescence.
» L’énergie absorbée par la transition est dissipaasdle milieu sous forme
d’énergie non radiative, avec une constante k
* Les molécules excitées peuvent céder leur énerdiaudires molécules situées a
proximite, avec une constante de vitesgérhibition par collision), ou avec une
constante k(transfert d’énergie a distance).
Tout corps qui absorbe des photons s’appelle chpbore, et tout chromophore qui émet
des photons s’appelle fluorophore ou fluorochrome.
L’absorption permet le passage du chromophore éatlfondamental & un état excite,
donc I'absorption de photons est synonyme d’esoitat"

La luminescence regroupe I'ensemble des phénontbé@esssion de lumiere, qui sont la
conséquence d’'un apport préalable d’énergie. fitexplusieurs types de luminescences.

Elles se distinguent par le phénoméne a la basetdepport d’énergie (ou excitation). Le
terme de luminescence est alors précédé d’'un préfterminé par I'origine de I'excitation

mise en jeu. Par exemple, on parlera d’électrolestance lorsque I'excitation provient d’un

10, Lipinski, J., Chojnacki, H., Spectrochim. Acfa995) 51A, 381.
111 Roberts, E. L., Chou, P. T., Alexander, T. A.paga, R. A., Warner, |. M., J. Phys. Chem. (199%)5431.



courant électrique (électrons), de chimilumineseesid'origine est une réaction chimique, de
bioluminescence dans le cas d’'un processus bialegiou encore de photoluminescence s'il
s'agit d’une source lumineuse (photdn$)

Afin de mieux comprendre ce phénomene, nous allor@ntenant aborder les
mécanismes qui régissent le processus de luminascBour cela, nous étudierons le cas de

la fluorescence, qui est la méthode analytiqueus ptilisée.
5.2 La fluorescence

5.2.1 Principe de la fluorescence

Une molécule fluorescente possede la propriébsdtaer de I'énergie lumineuse (lumiere
d'excitation) et de restituer rapidement une foactie cette lumiére absorbée sous forme de
lumiére fluorescente (lumiére d'émission) a uneglmur d'onde supérieure. La différence
d'énergie correspondant a I'émission fluorescelue cbmposé est toujours plus faible que
celle correspondant a l'absorption, a cause desopiEnes de relaxation vibrationnelle dans
les états excités et fondamentaux.
La loi fondamentale de la fluorimétrie est que téimsité du rayonnement émis par
fluorescence est proportionnelle a la concentratienla molécule interceptant le faisceau
lumineux®>,

Lorsque la lumiére réagit avec la matiere, destgrts sont absorbés. La transition
électronique se déroule du niveau fondamerga&e®s les niveaux d’énergie supérieuie Sy,
S.. Plus I'énergie absorbée est importante, plusnlesaux électroniques supérieures sont
atteints. Le retour au niveau électroniqueVy est atteint par conversion interne. Le passage
du niveau ¥, au niveau ¥ au sein du niveau, st I'effet des interactions entre les molécules
de fluorophore et les molécules de solvant. A paiti niveau $ Vo se déroulent les
phénomenes indiqués dans le diagramme de Jablonski.

La fluorescence est I'émission de photons a pdeifétat singulet S Les transitions S
— S sont permises avec des constantes de vitessessiémiautour de £&*. L'intensité du
spectre de fluorescence dépend entre autres dpldgton de molécules se trouvant a I'état
excité § Vo. Tous les processus qui entrent en compétition Evéluorescence diminuent la

population de molécules a I'état, ;rduisant ainsi une chute de l'intensité de fasmence.

112 _ Rouessac, F. & Rouessac, A., Analyse chimiquéthatles et techniques instrumentales modernes,

2eédition, Masson, 1994. A été récemment réédigz €unod. Un classique trés complet notammentesur |
aspects expérimentaux
113 Atkins, P. W., Physical Chemistry, Oxford Unisity Press. Version francaise publiée par De Boeck.
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Schéma 1 Diagramme de Jablonski:

Schéma des phénomeénes de fluorescedee ghosphorescence.

Les fluorophores qui fluorescent fortement dansvilble possedent en général des
électrons délocalisés sur des doubles liaisonsigaBgs.

Les données spectrales de la fluorescence soé@talément présentées comme un spectre
d’émission qui est le tracé de I'intensité de fesmence en fonction des longueurs d'dfitle

5.2.2 Analyse spectrofluorimétrique
Comme mentionné plus haut, I'absorption de photan lgs molécules, donc leur

excitation s’accompagne de désexcitation qui péwg Eadiative (fluorescence). C'est ce
rayonnement de fluorescence envoyé dans toutesdiextions qu’'on analyse en
spectrofluorimétrie.

Cette technique peut étre appliguée a des mokeaudeéurellement fluorescentes ou
rendues fluorescentes par adjonction d'un réagtibl¢cules modifiées). On mesure

généralement la puissance rayonnée par fluoresée®@¢ du faisceau incident.

La spectrofluorimétrie permet

« une analyse qualitative car les longueurs d’ondescdation et celles qui sont émises
sont caractéristiques des substances étudiées.

« une analyse quantitative car dans certaines conditiintensité de fluorescence est
proportionnelle a la concentration. Il faut en fartter que la concentration soit trés
faible™.

Il existe unerelation linéaire entre la fluorescence d'un compefsla concentration de
celui-ci, pour autanque la source lumineuse posséde une intensitéardastl y a cependant
deux limitations a laalidité de cette relation.

Ceci n'est valable que pour des solutions faiblérabksorbantes. En effet, si tel n'était pas
le cas, on observerait une diminution de la fluceese due a la forte absorption propre a la
solution. C'est le processus d'auto-absorptionutgapart, en présence d'espéces étrangeres

en concentration appréciable, la molécule fluonesceisque de perdre son énergie sous

114 Matsushita, Y., Hikida, T., Chem. Phys. Lett. 489290, 349.
1 Bortolus, P., Monti, S., Adv. Photochem. (1996) 2-133.



forme non radiative, par collisions avec ces espegessi, l'intensité de la fluorescence
diminue. C'est le processus de "quenching" (extingt
Il existe un grand choix de fluorochromes, chaganvant étre caractérisé par ses spectres

d'excitation et d'émissidtf.

5.2.3 Caractéristiques des fluorophores
Les différentes caractéristiques des fluorophooes s

« Longueurs d'onde: celles qui correspondent aus pies spectres d'excitation et
d'émission.

- Coefficient d'extinction (ou absorption molairg)relie la quantité de lumiere absorbée,
pour une longueur d'onde donnée, a la concentrdtidluorophore en solution

- Rendement quantique : efficacité relative de larfigcence comparée aux autres voies
de désexcitation (= nombre de photons émis / nouiogghotons absorbés).

- Durée de vie a I'état excité : c'est la durée tanatique pendant laquelle la molécule
reste a l'état excité avant de retourner a sorbéatal (psec). Cette durée est assimilable
a la demi-vie de I'état excité.

- Photoblanchiment (photobleaching) : lorsque la muk est a I'état excité, il existe une
certaine probabilité pour qu'elle participe a désctions chimiques (on parle alors de
réactions photochimiques), en particulier avecyly@ne sous forme de radicaux libres.
Le fluorochrome perd alors ses propriétés de femece. Autrement dit, quand on
excite une solution de molécules fluorescentes,aen@ine proportion d'entre elles est
détruite a chaque instant et par conséquent I8ittede fluorescence décroit au cours du

temps.
5.2.4 Caractéristiques de I'émission de fluoresceac

5.2.4.1 Déplacement de Stockes

Sur le plan de I'énergie, le chemin que suit té&len est fermé : passage du niveas
pour le niveau SV avec i etj > 0, retour a I'état §o par conversion interne et a partir de cet
état il y a émission de photons (fluorescence).sDea chemin il n'y a ni perte, ni gain
d’énergie par la molécule qui restitue a I'envirement toute I'énergie qui lui a été fournie.

L’apport d’énergie est celui du photon absorbd :=Ehv;. L’électron va restituer cet
apport d’énergie par les conversions internes et ljggergie associée au photon de
fluorescence. Il s’ensuit que I'énergie @ photon de fluorescence est plus faible que cell
du photon initialement absorbé ; € E; — Afivo > Aabs

On conclue que la longueur d’onde de fluorescesstsupérieure a celle d’absorption. Ce
déplacement observé pour la premiere fois par 8toek 1852 prit le nom de déplacement de

Stockes.

18_Kim, Y.H., Cho, D.W., Yoon, M., Kim, D., J. Phy€hem. (1996) 100, 15670.



Lorsque le spectre d’absorption ou/et le spectémidsion de fluorescence d’'un
fluorophore présentent plusieurs transitions éeitjues, donc plusieurs pics, le déplacement
de Stockes correspond a la distance qui sépadeiespics les plus intenses.

Ce déplacement du spectre d'émission vers deadangd'onde plus élevées, décrit par le
déplacement de Stokes, est essentiel pour la s@part la détection de la lumiere de

fluorescence, signal spécifique délivré par leritydore.

5.2.4.2 Relation entre le spectre d’émission et langueur d’'onde d’excitation

Lorsqu’un fluorophore absorbe de I'énergie lumiregusn dit qu’il est excité par cette
lumiére incidente. Au paragraphe précédent, noesmsavu que la fluorescence émane du
niveau 3 Vo quelle que soit I'énergie de la lumiére absorbémi@gre excitatrice). Donc, en
d’autres termes quelle que soit la longueur d’odtexcitation, la forme du spectre de
fluorescence ne varie pas généralement.

Si l'allure du spectre de fluorescence est inddpete de la longueur d’onde d’excitation,
I'intensité de fluorescence ne I'est pas.

Il est important de souligner que lorsqu’une dolutcontient deux fluorophores, elle
présente en général un spectre de fluorescenceageiavec la longueur d’'onde d’excitation,
ce qui n’est pas le cas lorsque nous sommes earnues’un seul fluorophore.

Voyons maintenant I'effet de l'intensité lumineusele la source lumineuse sur le spectre
de fluorescence. Nous remarquons quest proportionnelle & |Ceci signifie que pour un
produit fluorescent, une excitation a la méme cotregion et a la méme longueur d’onde
mais avec deux sources lumineuses différentes dandes intensités de fluorescence
différentes. Par exemple, il est plus facile d'abee la fluorescence d’un fluorophore en
I'excitant avec un laser qu’avec une lampe. L'aggetd’avoir une source lumineuse de forte
intensité est la possibilité de travailler a desasmtrations et des densités optiques faibles. I
faut toutefois savoir qu’'une lumiere de forte irdgiéd peut détruire un échantillon
photosensible plus facilement qu’une lumiére delégintensité.

Tous les spectres de fluorescence d'un fluorophprelconque enregistrés dans un
domaine donné en utilisant différentes longueuexdtation présentent le méme pic (le

méme maximum d’émission) quelle que soit la longutonde d’excitation.

5.2.4.3 Spectre d’excitation de fluorescence

Nous pouvons obtenir le spectre d’excitation deriégscence en fixant la longueur d’onde
d’émission et en faisant défiler les longueurs d®ml’excitation. Le spectre obtenu est en
principe identigue au spectre d’absorption du fhptore étudié. L’avantage du spectre
d’absorption sur le spectre d'émission est la fig& de travailler a de faibles

concentrations.



La comparaison des spectres d’absorption et da@n permet entre autres de savoir si
le fluorophore est pur. La présence d'impuretés/gae une modification dans le spectre
d’excitation plus facilement détectable que darsplectre d’absorption.

5.2.4.4 Relation fluorescence et diffusion de lunig

Lorsque les photons entrent en collision avecélestrons des molécules, certains sont
absorbés induisant le passage des électrons defb@idamental vers I'état excité tandis que
d’'autres sont diffusés. Il existe deux sortes deision lumineuse : Rayliegh et Raman.

La diffusion Rayligh a lieu lorsque les photon#fudiés par les électrons possedent la
méme énergie que les photons qui entrent en aolliavec les électrons. Qui dit énergies
égales dit longueurs d’onde identiques. Donc, flasion Rayleigh est observée a la longueur
d’onde d’excitation. Cette diffusion est caracteipar un spectre dont le maximum est égal a
la longueur d’onde d’excitation.

La diffusion Raman est observée a une longueurd#cupérieure a la longueur d’onde
d’excitation. Les photons en guestion possédent amergie inférieure a celle du spectre
Rayleigh. Le spectre Rayleigh s’enregistre avargplectre de fluorescence sans le perturber,
particulierement si le spectre de fluorescencenggbrtant. Le spectre de fluorescence est le
plus souvent enregistré a partir d’'une longueumdé ou le spectre Rayleigh n’est plus
observable ou lorsqu’il est a sa fin. Le spectren®a lui se trouve dans la région du spectre
de fluorescence. Il perturbe le spectre de flu@mese et cette perturbation est d’autant plus
importante que l'intensité du spectre de fluoreseesst faible.

En milieu aqueux, les liaisons O-H sont resporesaldu spectre Raman. La position
du pic Raman dépendra de la longueur d’onde datait. Il est possible de calculer la
position du pic Raman en milieu aqueux grace aradle suivante :

1hram = Lhex - 0,00034 2

4.2.5 Spectrométrie de fluorescence

La technique de spectrofluorimétrie ou spectrométe fluorescence permet la mesure et
I'étude des spectres de fluorescence.

Le principe de cette méthode repose sur le fatdpinombreux composés organiques et
inorganiques, en solution ou solide, émettent deumaiere lorsqu’ils sont excités par des
photons du domaine du visible ou du proche ultlati®Ce phénoméne appelé fluorescence
permet de caractériser la substance analysée,uyaul8gtensité maximale de fluorescence
correspond a un couple particulier de longueursndko d’excitation et d’émission. En
fluorimétrie, le seuil de détection d’'un composéfescent en solution est souvent 1000 fois
plus faible gu’en absorption UV/visible (coloriméd: Cette technique est donc trés sensible
et permet de travailler & de trés faibles concéotra. Par rapport a la fluorimétrie, qui
permet de doser une substance fluorescente pour lamgueur d'onde donnée, la



spectrofluorimétrie fournit les moyens d’identifitfensemble des substances en solution.
L’analyse de I'échantillon s’effectue en balayamiidtanément une large plage de longueurs
d’onde d’excitation et d’émission, ce qui permeglentification de chaque compdsé

FLUORESCENCE SPECTROSCOPY

Schéma 2 Spectrofluorimétrig'®

117 _ Guilbault, G.G, Pratical fluorescence, Theoryetibds and Techniques. Marcel Dekker (eds), Nevk Yor
(1973).
118 The science of spectroscopy: Hitp: //www.scieffsgectroscopy.info.
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Résultats et discussion

Nous avons envisageé la préparation d’'une séreoaglexes dg3-CD-N-(2-chloroéthyl),
N- nitrosourées.

La méthodologie suivie consiste a synthétiser IEBIQ, les caractériser et par la suite les
complexer par I@-cyclodextrine. La complexation a été étudiée pactofluorimétrie.

Les produits de synthese et les produits finaux saractérisés par leurs Rf, leurs Pf,
leurs spectres infrarouge, leurs spectres de RMpration et leurs spectres de masse en mode

électrospray ionisation (ESI-MS).

1 Synthese des 2-chloroéthylurées

Le choix des amines utilisées pour la synthése uiéss s’est porté sur des amines
aromatiques primaires et secondaires.

Pour les amines aromatiques primaires, nous asfumisi des amines substituées en ortho.

Nous avons prévu, I'étude de l'effet de la natduesubstituant sur le noyau aromatique,
sur I'orientation de la nitrosation, et sur la gitlhdes complexes d’inclusion formés entre les
CENU obtenues et [3CD.

L’obtention de l'urée par condensation de 'amawec l'isocyanate de 2-chloroéthyle, a
lieu par attague nucléophile de l'azote de I'amifegote par son caractére nucléophile est
porté a se lier, sur le carbone déficitaire du Ce®carbone participant a une structure non

saturée en électron, le mécanisme global de cadii@n nucléophile est le suivant:

R
/\ m ’ |1
. Iy H

R —h— — £ ~N N
2\'?'/ L, oIVN=CS0 O~ | T O e R,
| I
H
J 5
Ref. R R2
H2 H2

1u —c—@ —C_Q

w | —D
F
4u —© H

6u

Schéma 3:Schéma réactionnel d’obtention des urées.



1.1 Caractéristiques physico-chimiques

Lesurées 1u-6u ont été isolées sous forme de poudrehm. Elles sont solubles dans
'acétone. Révélées a la ninhydrine. L'éluant erg@lest le mélange dichlorométhane-
méthanol 95:5.

1.2 Caractéristiques spectroscopiques
En IR, les bandes caractéristiques au groupemet &pparaissent entre 3400 et 3300
cm™. L'absorption du carbonyle apparait & 1640-1680.cm

En RMN du proton en plus des pics attribués awan® aromatiques entre 6.90-8.50
ppm, les urées sont identifieées par les tripldisbats aux ChHCI entre 3.60-3.95 ppm et les
quadruplets des GIN entre 3.40-3.78 ppm. Les urées sont égalemeattégsisées d’'une part
par les triplets attribués aux NH éthyléniques eedt©0- 6.50 ppm et d’autres parts par les
NH sous forme de singulet entre 6.95-9.46 ppm pP8wsbu (celles issues des amines

primaires).

En SM, les spectres de masse obtenus par la neéttfazhisation par pulvérisation
(electrospray ionisatiofESI)) de 10 a 30 volts, donnent des spectrogrammes de®ics
moléculaires qui correspondent parfaitement auxsseg moléculaires des structurkés-6u

proposees.

A titre indicatif, les figures 26 et 27, montr@espectivement le spectre RMN du proton
de 1u et son spectre de masse.
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Figure 26 : Spectre RMN du proton a 400MHz de 1u.
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Figure 27 : Spectre de masse en ESI de 1u a 30v.

Nous donnons ci-dessous (tableau 3) les caraoées physico-chimiques et spectrales
des différentes urées synthétisées sous formebtmata



Tableau 3: Caractéristiques physico-chimiques et spectratesudées synthétisées.

Composé

1lu
C17H19CIN2O
M=302,5 g/mol

2u
C15H15CIN2O
M = 274,5 g/mol

3u
CyH1:CIN,O
M =198,5 g/mol

4u
CoH10CIN,OF
M = 216,5 g/mol

Su
C10H130|N20
M =212,5 g/mol

6u
C]_OH 13C| Nzoz
M = 228,5 g/mol

(*)Eluant: Dichlorométhane / Méthanol (95/5)

Pf (°C)

98-100

72-74

136-138

138-140

159-161

126-128

Rf (*)

0.55

0.55

0.47

0.43

0.45

0.50

1u = N-(2-chloroéthyl) N’, N’-dibenzylurée
2u = N-(2-chloroéthyl) N’,N’-diphénylurée

3u = N-(2-chloroéthyl) N’-phénylurée
4u = N-(2-chloroéthyl), N'-(2-fluorophényl) urée

IR (KBry crit)
Cc=0 N-H
1680 3380
1675 3300
1640 3400
1650 3380
1680 3300
1650 3380

5u = N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthylphényl) urée
6u = N-(2-chloroéthyl), N'-(2-méthoxyphényl) urée

RMN'H (CDCk, 5
en ppm)
4.90 (t,1H, NH);
3.61(t, 2H,&,C);
3.56 (g,2H,E,N)

4.95(t,1H, NH);
3.60(t,2H,CI-GH,);
3.45 (q,2H, N-Gi,)

6.95 (s,1H, ArN);
5.05(t,1H, NHCH));
3.68(t, 2H,CI-G1,);
3.40 (q,2H,N-G1,)

9.50(s,1H,M{Ph);
6.43(t,1H, NHCHy);
3.85(t, 2H,G1,Cl);
3.65 (g,2H,&1,N)

9.42(s,1H,NHPh);
6.33(t,1H, NHCH,);
3.88 (t, 2H,&,.Cl);
3.42 (q,2H,E,N)

9.46(s,1H,NHPh);
6.50(t, 1H,NHCH,);
3.95 (t,2H,CH,Cl);
3.78(q,2H,&1;:N)

SM

[M+Na]*=
325.25;
[M+H] " =
303.29
[M+Na] "=
297.65;
[M+H] * =
275.72
[M+Na] "=
221.32;
[M+H] " =
199.42
[M+Na] "=
239.01;
[M+H] * =
217.11
[M+Na] "=
235.16;
[M+H] * =
213.36
[M+Na]*=
251.98



2 Synthese des 2-chloroéthyl nitrosourées

La nitrosation a été réalisée par addition dateitte sodium sur une solution de l'urée,
dans I'acide formique, a 0°C.

La méthode « a » présente I'avantage d’'une miseeewre simple; les rendements sont
améliorés dans le cas de la méthode « b ».

C’est une substitution électrophile d'un hydrogpaeun groupement nitroso (NO), selon

le mécanisme suivant :

o AP
H Rl N/ RZ N/
{ S
Cl/\,N\C/N\R2 + NO Cl \ﬁ/ \R1 C|’\'N\|(|:/ \Rl
e}
Majoritaire Minoritaire
Ref. R R2
in —EEQ —('_;‘3@
w | =0 —O

aw | —D
F
4n —© H

6n H

Schéma 4 :Schéma réactionnel d'obtention des nitrosourées.

La génération de I'ion nitrosonium, a lieu selersthéma suivant :

) /_\\HECI /\H_(.‘CI -HZO
N o — +
Na —o/ \O N - N —> N—/O

o X, T N

Nitrite de sodium Acide nitreux lon nitrosium

Schéma 5 :Génération de I'ion nitrosonium.

La nitrosation des urées (3u-6u) par le nitritesddium n’est pas régiospécifique, elle
aboutit a la formation de deux composés mononitosévélés par CCM, séparés par
chromatographie sur colonne de gel de silice, Bostructure est confirmée par spectroscopie
de RMN. L’ambiguité du site de nitrosation peuedavée par I'étude du spectre de RMN de
la nitrosourée.

2.1 Propriétés physico-chimiques et spectrales

Les nitrosourées obtenues, sont moins polairedeyus précurseurs, présentant de bons
chromophores en UV, elles sont également révélé&esiahydrine.

Elles sont isolées apres purification sur colodeegel de silice, sous forme de solides
jaune, dont les points de fusion sont plus basleurs précurseurs. Ces produits nitrosés sont

instables et se décomposent en solution.



En IR, les CENU sont caractérisées par une baadébdationv n-oa 1470-1485 cih

En SM, les spectres de masse obtenus par la neéttfazhisation par pulvérisation
(electrospray ionisatiofESI)) de 10 a 30 volts donnent des spectrogrammes da&@ics
moléculaires qui correspondent a [M-NO+H] pour tesscomposées (1n-6n), ceci peut étre
expliqué par la fragilité de la NNO en SM. Notongede méme phénomene a éteé relevé dans

le cas de leurs séries homologues (CENS§*14

En RMN du proton, la nitrosation entraine une rficalion de certains signaux visibles
dans le spectre RMN de proton de l'urée. Elle seluit par la disparition du proton
échangeable et I'apparition d’'un systemXAa 3.10-3.75 ppm pour le triplet des (§&H) et
a 3.65-4.32 ppm pour les triplets des gBNO). Pour les dérivés nitrosés, les BhHseront
plus déblindés que les GEI. Ce comportement est bien vérifié dans la htiére.

Il est & noter que les GAI (triplet) qui étaient moins blindés que les SHquadruplet)

dans leurs précurseurs respectifs sont devenublphaes dans les composeés nitroses.

A titre indicatif, les figures (28, 29 et 30) santes, montrent respectivement les spectres

RMN *H de 1n et 6n et le spectre de masse de 6n.

119 Abdaoui, M, Dewynter, G, Aouf, N, Favre, G, Morefe Montero, JL, Bioorg. Med. Chem. (1996) 4,
1227.

- Abdaoui, M., Dewynter, G., Montero, J.-L., Tetealon Lett. (1996) 37, 5695.

- Abdaoui, M., Dewynter, G., Aouf, N., Montero,L1,-Phosphorus, Sulfur, Silicon. (1996) 118, 39.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Regainia, Z., Monteidcl ., Tetrahedron. (1996) 52, 14217.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Toupet, L., MonteroLJ, Tetrahedron Lett. (1997) 38, 8691.

- Dewynter, G., Abdaoui, M., Toupet, L., MonteraLJ, Tetrahedron. (2000) 56, 2427-2435.

- Seridi, A, Kadri, M., Abdaoui, M, Winum, JY. amdontero, JL, Bioorg. & Med. Chem. Lett. (2006) 1®21.

- Seridi, A, Kadri, M, Abdaoui, M, Winum, JY and Mtero, JL, Arch. Pharm. Chem. Life Sci. (2006) 3381

120 Kadri, M., Dhaoui, N., Abdaoui, M., Winum, JY. aMbntero, J. L., Eur. J. of Med. Chem. (2004) 39, 7
121 These Nedjoua Cheghib, Université de Guelma, 2004.
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Figure 28 : Spectre RMN de proton de 1n a 400 MHz.
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Figure 30 : Spectre de masse en ESI de 6n a 30v.
Le tableau (4) suivant regroupe les caractéristigumysico-chimiques et spectrales des 2-

chloroéthylnitrosourées obtenues :



Tableau 4 :Caractéristiques physico-chimiques et spectraleézhloroéthylnitrosourées.

Composé

1n
C]_7H 180' N302
M = 331,5 g/mol

2n
C15H14CIN3O;
M = 303,5 g/mol

3n
CoH10CIN3O;
M = 227,5 g/mol

4n
CoHoCIN3OF
M = 245,5 g/mol

5n

C10H12C|N302
M= 241,5 g/mol

6n
C]_OH 1ZC| N303
M = 257,5 g/mol

Pf Rf IR (KBr, v
(°C) *) cm!
C=0| N=O
74-76 | 0.87 | 1680 1480
48-50  0.89| 1680 1470
94-96 | 0.80 1680 1480
56-58 | 0.73 1675 1480
104- | 0.72| 1670 1485
106
182- | 0.82| 1670 1485
184

(*) Eluant Dichlorométhane.

RMN*H (CDCl, 5 en

ppm)

4.06(t,2H,NGH,);
3.40(t,2H,CI-GH,)

4.00 (t,2H,N-CH,);
3.15 (t,2H,CI-GH,)

3.65(t, 2H,NGH,);
3.10(t,2H, CI-G1,)

4.20(t,2H,GH,N);
3.68(t,2H, G1.Cl)

4.32 (t,2H,GH,N);
3.75 (t, 2H,G1.Cl)

4.21(t,2H,CH,N);
3.51(t,2H, G4,Cl)

1n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’, N’-dibenzylurée

2n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’, N’-diphénylurée

3n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(phényl) urée

4n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(2-fluorophényl) urée

5n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthylphényl) uée

6n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthoxyphényl)uréee

SM

[M-NO+Na+H] "
= 325.25;
[M-NO+H] * =
302.29

[M-NOJ*= 273.14

[M-NOJ* = 197.24

[M-NO+Na+H]" =
239.01

[M-NO+Na+H]"*
= 235,22

[M-NO-H] *
=226.95;
[M+Na+H] =
281.16



2.2 Discussion des résultats obtenus

Comme mentionné plus haut, a la fin de la réacteorCCM révéle une nitrosation
parasite, qui aurait pu étre non négligeable paustames urées, suivant 'encombrement
stérique d’'une part et les effets électroniquesitdéapart, si on n'avait pas eu recourt au
contrdle cinétique des réactions de nitrosationguenous a permis d’obtenir I'isomere le
plus polaire en quantité majoritaire.

Le mécanisme généralement admis pour une nitossdturée 1-3 disubstituée consiste
en une attaque électrophile due a I'ion nitrosonNIB® sur un site N-H secondaire. Dans ce
type de composeés les influences électroniqueget|ses orientent la substitution sur I'un ou
I'autre des atomes d’'azote.

Dans certains cas, la double nitrosation n'a janééé observée : ceci peut étre expliqué
par le fait que I'introduction du groupe nitrosomuohe vraisemblablement la disponibilité de
I'hydrogene de lautre groupement NH. Outre des sat#rations d'ordre stérique,
I'indisponibilité de cet atome d’hydrogene pourréire due a l'existence d’une liaison
intramoléculaire entre I'oxygéne du groupementositr et 'hydrogéne de I'atome d’azote

voisin‘?? (figure 31).

Figure 31 : Liaison hydrogéne au niveau des nitrosourées.

Cette chélation provoque une diminution des imt#was intermoléculaires qui existent

dans les urées.

La plupart des réactifs utilisés pour nitroser leées, tels que le nitrite de sodium en
milieu acide, le chlorure de nitrosyle, l'anhydridgtreux, le tétraoxyde d'azote, le
tetrafluoroborate de nitrosyle et le sulfate acake nitrosyle, entrainent des nitrosations
parasites dont I'importance varie suivant I'encoembent stériqué® d’une part et les effets
électroniques d’autre part.

Ainsi, au cours de la nitrosation d'une 2-chlohgirée d’amine primaire, deux
positions de l'urée sont susceptibles de réagirpdsition 3’ qui donne le composé (n), et la
position 1’ qui conduit au composé (n’).

122 gynder, J. K. et Stock, L. M., J. Org. Chem. (1)9&5, 886.
123 Montgomery. J. A., Thomas, H. J., Brockman, R.éMVheeler, G. P., J. Med. Chem., (1981) 24, 184.
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Figure 32 : Positions susceptibles de réagir lors d’une nitrosa

Seul le composé (n) présente un intérét thérapetid est susceptible de donner l'ion vinyl
carbonium aux propriétés alkylantes. Par contresdancomposé (n’), qui résulte d’'une
nitrosation parasite, la formation de I'ion vinyarbonium est impossible et les propriétés
oncostatiques disparaissent.

Johnston et coff?*'?* ont constaté I'existence de nitrosation en 1',sd@ncas des N-(2-
chloroéthyl) urées substituées par un groupemematique ou alicyclique. L'influence des
conditions expérimentales est importante dansniédtion de la réaction parasite ; en effet
ces auteurs ont obtenu en proportion non négligeablcomposé nitrosé en 1’ en utilisant de
I'acide formique a 85 % et une solution aqueusaititée de sodium. Par contre en utilisant
I'acide formique pur (98-100 %) et du nitrite dedgon anhydre, ces auteurs obtiennent une

nitrosation spécifique en?’

Il est difficile de prédire la position de nitrda dans le cas ou les groupes sont des

amines aromatiques, ceci est complexe car des stigiques et électroniques coexistent.

Dans notre cas, pour les deux premiéres réactlensitrosation, une seule position de
chaque urée (position 3’) est disponible pour néag qui donne, par conséquent le composé
présentant un intérét thérapeutique.

D'autre part, et a titre d'exemple, le doublet fiant de I'atome d'azote daniline est

engagé dans la résonance avec le cycle aromatique.

Le -H, -F, -CH et -OCH sont tous des substituants en position ortho dyauno
aromatique, ils activent le cycle, ce qui rend ¢eilnlet de I'azote encore moins disponible,
cependant, ceci est insuffisant, parce qu’en péssidfiluences électroniques et stériques qui
orientent la substitution sur I'un ou l'autre de®mes d'azote, I'influence des conditions

expérimentales est importante dans la limitatioted@trosation parasite.

124 johnston, T. P., Mc Caleb, G. S., Opliger, PeBMontgomery, J. A., Med. Chem., (1966) 9, 892.
12 Johnston, T.P, Mc Caleb, G.S, Opliger, P.S.,drad¥.R. et Montgomery, JA, J. med. Chem., (1971) 1
600.



3 Etude en solution des complexes d’inclusioprCD-CENU

Cette étude comprend la mise en évidence de haatosn des complexes d’inclusion, la
détermination de leurs stoechiométries et de lenmstantes de stabilité, en plus de I'étude de

I'effet du solvant.

3.1 Mise en évidence de la formation des complee<D-CENU

La complexation en solution a été suivie par spéawrimétrie, a température ambiante,
dans l'acétonitrile. L'acétonitrile n’entrant pas eompétition avec le soluté pour la cavité
hydrophobe de IB-CD, en raison de sa grande polarité& 36.2, 25° C).

Les CENU utilisées sont : 1n, 2n, 3n, 4n, 5n etl@&urs complexes correspondants sont
désignés respectivement par 1c, 2c, 3c, 4c, 5c.et 6

La technique utilisée pour mettre en évidenceolan&tion des complexes, consiste a
comparer les spectres de fluorescence dedd et des CENU avec les spectres de leurs
complexes correspondants dans les mémes conditense fait de suivre les changements
spectraux subis par les fluorophores, suite a fugmation du milieu environnant (suite a

I'inclusion) : la formation d’'un complexe est acqoagnée par une perturbation spectrale.

La figure 33 représente les spectres, enregiattémpérature ambiante, d’excitation et
d’émission de fluorescence des solutions des CENWO@ x1C M, de lap-CD & 1.00 x10

M et de leurs mélanges & 1.00 X1 dans I'acétonitrile.



35— Excitation Emission

Excitation Emiss|
Q
2
3 @
5 2
3 o
[ o
5 =
2 Q
° °
2 ‘@
3 2
2 c
£ £
0 T T T T T 1 o T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
1: Complexe 1c 2: Complexe 2
35 o it .
Excitation Emission 204 Excitation Emission
[ ' C' ¢
§ 8 25 o a
g 3 a b
o @
[}
5 5 204
= =3
3 P
k) T 1549
2 2
< 2
g }1_,:) 104
54
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
3: Complexe 3c 4: Cotepe 4c
35 vacitation Emission 30+ Excitation Emission
C Cc ¢ c
b' b ‘ b
30 2 a o 254 ,
3 g a
§ 17 § 204
3 5
g 204 w_?
s L 154
2 1] 2
2 $ 104
g 10 £
5 5
0 T T T T T . 0 T T T T T |
250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
5: Complexe 5c¢ 6: Complexe 6¢

Figure 33: Mise en évidence de la formation des complexexhision.
a': spectre d'excitation de la CENU; a: spectmaid'gion de fluorescence de la CENU
b" spectre d'excitation de faCD; b: spectre d'émission de fluorescence deGD

¢ spectre d'excitation du mélangespectre d'émission de fluorescence du mélange.

De nouvelles bandes d’émission se forment aveerdesmums différents. L'intensité et
la forme des bandes different de celles des preodiet départ. La bande du mélange est

léegerement déplacée vers les courtes longueursiela@t un effet hypsochrome est observe,



avec des intensités de fluorescence plus grandgsidadique la formation d’'une nouvelle

espece.

La présence du phénomene d’inclusion est démostée ambiguité par la comparaison
des spectres d’excitation et d’émission de flueese de lap-cyclodextrine et des
chloroéthylnitrosourées seules avec celui de lewgkanges. En effet, les molécules hote et

invitée donnent chacune des signaux discernablaésle® formes libres et complexées.

Le groupement nitrosourée des CENU est un chroorepparfaitement approprié a la

mesure spectrophotomeétrique.

Les différences entre les spectres sont liéesdusion d'une molécule a l'intérieur de la
cavité de Ig8-CD, formant une nouvelle entité de propriétés sptxs différentes. En effet, la
molécule invitée entraine des modifications devitemnement de son hoéte, eta&CD de son
c6té augmente la fluorescence de son invitée apchssion, lesquelles se traduisent par des

variations de I'émission et par suite du spectésrission.

La superposition des spectres de fluorescence 0B, des CENU (1n-6n) et des
complexes (1c-6¢) montre dans chaque cas un effpsochrome, (de 2 a 11 nm)
caractéristique de la formation d'une nouvelle esp@

En conclusion, la formation des complexes entee G&NU et lap-CD est mise en
évidence par la difféerence entre les spectres daian et d’émission de fluorescence des
deux composés de départ et celui du complexe : al gpparition d’'une nouvelle bande
caractéristique dont le maximum et l'intensité saolifférents de ceux des réactifs. Un

déplacement hypsochrome est visible dans les gsets complexes.

Apres la mise en évidence de la formation des cexagl d’inclusion, il convient de

déterminer leurs stoechiométries.

126_Cramer, F., Saenger, W., Spatz, H..C., J. AnenttSoc., ( 1967) 89,14.
- lkeda, K., Uekama, K., Otagiri, M ., Chem. PhaBall., (1975) 23, 201.



3.2 Détermination de la stcechiométrie
Les stoechiométries des complexes d'inclugid®D-CENU ont été déterminées par deux
méthodes : la méthode des variations continuesratthode des rapports molaires.

3.2.1 Méthode des variations continues (méthode deb)'?’

Pour déterminer la stoechiométrie des complexescldsion B-CD-CENU, selon la
méthode de Job, nous avons procédé comme suitmédkisiges ont été préparés d'apres les
tableaux rapportés dans la partie expérimentaleyoos avons fait varier la teneur gCD,
de maniére a obtenir une série de solutions, dsstgiélles sa fraction molaire variait entre
0.20 et 0.80, tout en conservant la somme des ntatens des CENU et de [&CD
constante, et nous avons mesuré la fluorescencemalax due a l'interaction entre ces deux
produits.

En portant l'intensité de fluorescence (IF) encloon du rapport §-CD] / ([p-CD] +
[CENU]) (figure 34), nous obtenons, pour chagueieskes courbes de forme convexe ayant
un IF max qui correspond a la stoechiométrie duptere obtenue grace a la valeur de
I'abscisse.

De part et d'autre de IF max, la stcechiométriestnjgas atteinte, et les IF observées
correspondent a des rapporfs(D]/ [CENU] différents : la partie gauche de laudoe
correspond a des concentrations en CENU supériauceBes de 18§-CD, tandis que dans la
partie droite nous avons plus gD que de CENU.

Les difféerents spectres d’émission de fluoresceane été enregistrés a l'aide du
spectrofluophotométre & température ambiante, esiédhantillons en solution 1.00 X111

dans 'acétonitrile.
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Figure 34 : Détermination de la stoechiométrie des complexedpar la méthode des

variations continues.

Le maximum de chaque courbe (figure 34), corredpnonau maximum de fluorescence
des complexes est atteint pour une fraction motefe CD dans le mélange égale a 0.5, ce

qui signifie que la stoechiométrie des complexasctlision étudiés est 1:1.

127_ Job, P., Annal. Chim. (1927) 113-203.



Afin de valider les résultats obtenus par la mééhdes variations continues lors de la
détermination de la stoechiométrie on a utilisé daexieme méthode, celle des rapports

molaires.

3.2.2 Méthode des rapports molaire’$®

Le protocole utilisé ici, pour la déterminationldestoechiométrie, s’appuie sur la méthode
des rapports molaires, ou I'on exprime l'intenslg&fluorescence en fonction du rapport des
concentrations de [&CD et du CENU.

Les difféerents spectres d’émission de fluorescenice été enregistrés a température

ambiante, sur des échantillons en solution 1.00%M dans I'acétonitrile.
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Figure 35 : Détermination de la stoechiométrie des complexedpar la méthode des
rapports molaires.

Les résultats expérimentaux obtenus montrent, conmaiqué sur la figure 35, que les
courbes IF = f (Y.co/Vcenu) présentent une rupture de pente a I'abscigse/Vcenu= 1, ce
qui signifie que les complexes d’inclusion formé# ane stcechiométrie 1:1. On ne peut
toutefois exclure la possibilité de la formatiomaltanée de deux stcechiométries 1:1 et d’'un

mode mineur d’association 2:1, surtout pour le dexg2c.

128 Connors, K. A., Chem. Rev. (1987) 12, 54-56.



La rupture de pente caractéristique observég.éN ceny = 1, montre que la modalité

principale d’association pour ce type de compleasie nature équimolaire.

Conclusion

Tenant compte des dimensions de la cavité dp-@D et des CENU étudiées, un
complexe d’inclusion de stoechiométrie 1:1 est les @usceptible d'étre formé entret€D
et les CENU en question, ceci a été confirmé paték@rmination de la stoechiométrie par
deux méthodes.

La stoechiométrie des complexes a été étudiéelspusnditions expérimentales établies
par les méthodes des rapports molaires et destivasacontinues. Les deux méthodes ont
montré que la composition du complexe était B-CD : CENU). Quand le rapport molaire
entre la CENU et I8-CD est 1:1, il y a toujours un point de viragei donne une inclusion
uniforme entre les CENU et [®#CD, de méme pour la méthode de Job ou le maximeim d
fluorescence correspond a une fraction D égale a 0.5, démontrant la méme

stoechiométrie.



3.3 Effet de I'ajout de lap-CD sur l'intensité de fluorescence des CENU
Cette étude consiste a faire varier la concentratie lap-CD tout en fixant celle du

CENU. La concentration des CENU est fixée a 1.0I0% M et on fait varier celle de Ig
CD (entre 2.00 x 18 et 1.00 x 16 M).

Les difféerentes valeurs des intensités de fluoressede chaque complexe sont

rassemblées dans le tableau 5 suivant.
Tableau 5 :Variation des intensités de fluorescence en fondmI'ajout de 18-CD.
[B-CD] IF 1c IF 2c IF 3c IF 4c IF 5¢ IF 6¢
(M) ai EM- ar EM- ai EM- ar EM- ai EM- ai EM-
368 nm 362 nm 360 nm 364 nm 368 nm 369 nm

2.00x10° | 23.51 35.76 30.44 28.68 43.34 21.16
3.00 x10° | 23.16 38.84 31.05 29.64 50.23 21.33
4.00 x10° | 26.39 42.14 32.81 30.67 52.79 20.96
5.00 x10° | 26.36 44.44 33.93 34.14 63.57 21.58
6.00 x10° | 28.76 53.88 36.33 36.27 73.08 22.63
7.00 x10° | 28.96 53. 95 38.40 37.77 82.70 22.48
8.00 x10° | 31.46 61.63 42.29 39.02 87.59 24.03
9.00 x10° | 32.66 71.12 42.25 40.36 97.34 25.56
1.00 x1¢* | 32.19 73.91 42.80 44.07 102.73 27.39

La figure 36 montre I'’évolution des spectres deiféscence, lors de la détermination des

constantes de stabilité des complexes.

Les différents spectres d’émission de fluoresceoice été enregistrés a température

ambiante, sur des échantillons en solution, datgibnitrile.
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Figure 36 : Spectres de fluorescence des CENU (1.00"%M}pdans I'acétonitrile contenant
différentes concentrations @§eCD (2.00 x 17 & 1.00 x 1d M), & température ambiante.

Les figures ci-dessus représentent le suivi daitsion de fluorescence des CENU dans
I'acétonitrile contenant diverses concentrations3deD. Elles montrent que, l'intensité de
fluorescence émise par les CENU dans I'acétonitiitet sensiblement quand fCD est
ajoutée a la solution a des concentrations croiessaavec déplacement de la bande de

fluorescence, témoin de l'interaction des CENU daeavité relativement non polaire.



Comme la cavité de Ig-CD est hydrophobe, l'augmentation de lintensité d
fluorescence des CENU suggére la formation des g d'inclusion. La formation du
complexe d’inclusion avec IB-CD est indiquée par I'augmentation de la solubidjueuse
des CENU en présence pl&D.

Les résultats expérimentaux de fluorescence cuogfit cette proposition et illustrent que
'augmentation en émission de fluorescence des CE&li$ée par IR-CD doit étre due a la
sauvegarde offerte par les cavités hydrophobef-(3.

Les effets bathochromes et hypsochromes dansolgguéurs d’onde d’émission de
fluorescence maximales des CENU étaient intensgwésence dg-CD suggérant que les
CENU forment des complexes stables aved3-aD, ainsi on s’attendait a une grande
constante de stabilité du complg«€D-CENU.

Conclusion
L'utilisation des solutions de CD et par 'effet domplexation induit I'accroissement de
la fluorescence. L'association avec €D est donc une réalité physicochimique a priori

exploitable pour les CENU.

Les signaux de fluorescence des CENU se sont ifilmns@vec l'augmentation des
concentrations de If-CD. Il est suggéré que des complexes stablesfeames entre les
CENU et la B-CD. Les cavités hydrophobes dg@«<D fournissent un microenvironnement
douxaux CENU, et ainsi, augmentent le rendement dutqudm fluorescence de la molécule
invitée.

La constante de formation et la stcechiométrie desptexes sont calculées a partir des

données utilisant 'équation modifiée de Benessiétirand.



3.4 Détermination de la constante de stabilité
La détermination des constantes de complexatiposee sur la méthode de Benessi-
Hildebrand, qui consiste a faire varier la concatidn de la-CD tout en fixant celle du

CENU'?®. La concentration des CENU est fixée a 1.00 % Met on fait varier celle de &

CD (entre 2.00 x 18 et 1.00 x 16 M).

Etant donné que I8-CD forme des complexes de stcechiométrie 1:1 aeeCENU
étudiées, la constante d’association des compldieslusion, désigné par Kdans cette
étude, est donnée par I'équation suivarte

1/ (I-lo) = {[1/ (11-10)] [L/K1 [CD]]} + [1/ (11 — lo)] 3)

ou [CD] représente la concentration analytique de la GDetll sont les intensités de
fluorescence en absence et en présence de CD.ctigepeent et | est l'intensité de

fluorescence infinie (limite). Kest la constante d’association pour un compleke 1:

Le tracé 1/ (I4) = f (1/ [CD]) selon I'équation (3) doit donner airdroite, dont le
coefficient [1/ (k-lp)] [1/K4] représente la pente. Par extrapolation a I'oggion peut
déterminer la valeur 1/,l) permettant le calcul de;K

Le tracé de Benessi-Hildebrand pour les complekieglusion 2:1 (CD:CENU), peut
étre représenté par I'équation (4) :
1/ (1) ={[1/ (12-10)] [1/K2 [CDJ]} + [/ (11— )] @)
Qui s’écrit aussi  Ho)/ (I-lg) = 1 + [1/K; [CD]?]

Si le tracé 1/ (I4) = f (1/ [CDP) est effectué selon I'équation (4), et si une beunon-
linéaire est obtenue, ceci indique que la stoecéinendu complexe d'inclusion ne peut en

aucun cas étre de tygel.

Le traitement des données expérimentales, grougées les tableaux 6-11 a permis

d’obtenir les graphes représentés sur les figure$33

La cavité de I$-CD est hydrophobe, cette réalité a comme conséguarréduction de la
stabilité du complexe, si l'invité avait une potérplus grande ou était chargé électriquement,
ainsi une molécule invitée neutre serait la plusgacte pour la cavité deflaCD.

129 Benessi, H.A., Hildebrand, J. H. J.Am.Chem.S(949)71, 2703-2707.
130 Connors, K. A., Binding constants, Weily, New ¥pt987.



1. Complexe 1c: 13-CD
Tableau 6 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexe Xlga= 368 nm.

Solution 1/ (1-1p) 1/ [CD] (I.mol™) 1/ [CDJ? x 1@ (12.mol?)
1 0.303 50000.00 25.00
2 0.340 33333.33 11.11
3 0.162 25000.00 6.25
4 0.163 20000.00 4.00
5 0.097 16666.67 2.77
6 0.114 14285.71 2.04
7 0.088 12500.00 1.56
8 0.080 11111.11 1.23
9 0.083 10000.00 1.00

y = 6E-06x + 0,0212
R?=0,891

1/(1-1g)

1/[CD]
Figure 37 :La courbe de Benessi-Hildebrand pour la compleratid de 1c a
Aem =368 nNm, A ex =274 nm.

La solution graphique du modele linéaire ci-desdmsnessi-Hildebrand), est montrée
dans la figure 37. Le lissage de la courbe expériabe obtenu dans ce cas a été effectué sur

ordinateur, et a conduit a 'équation de droitdadforme :

1/ (I-lg) = 6E-06% 1/ [CD] + 0.0212 avec 1i4b)] [1/K,] = 6E-06
d’oli Ky= 3533.33t 55 |. mol* pour le complex@-CD-1n.



0 500000000 1000000000 1500000000 2000000000 2500000000 3000000000

1/[CD]?

Figure 38 :La courbe de Benessi-Hildebrand pour la compleraid de 1c a
Aem =368 NnM, A ex =274 nm.

A fin de lever 'ambiguité sur la présence d’urieeshiométrie 2:1, la courbe de la
figure 38 a été tracée. L'allure de cette courbésg@nte une courbure vers le haut (non
linéaire) par conséquent la possibilité de fornmatitun complexe d’inclusion 2:1 entre 1n et

la 3-CD est écartée.

2.Complexe 2c : 2ng-CD
Tableau 7 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexe 2gya= 362 nm.

Solution 1/ (1-1p) 1/ [CD] (I.mol™) 1/ [CDJ? x 1@ (12.mol?)
1 0.103 50000.00 25.00
2 0.078 33333.33 11.11
3 0.062 25000.00 6.25
4 0.054 20000.00 4.00
5 0.036 16666.67 2.77
6 0.035 14285.71 2.04
7 0.028 12500.00 1.56
8 0.022 11111.11 1.23
9 0.020 10000.00 1.00
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Figure 39: La courbe ddBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de 2¢@n= 362
nm, A gx =272 nm.

L'équation de droite de la forme :
1/ (I-lg) = 2E-06 x 1/ [CD] + 0.0038 avec Li-{b)] [L/K1] = 2E-06
d’oli Ky= 1900+ 40 |.mol* pour le complex@-CD-2n.
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Figure 40: La courbe ddenessi-Hildebrand pour la complexation 2:1 de 2¢@a= 362

nm, A ex =272 nm.

L'allure de cette courbe présente une courbure kehaut (non linéaire) par conséquent

la possibilité de formation d’'un complexe d’'inclosi2:1 entre 2n et BCD est écartée.



3. Complexe 3c : 3rB-CD
Tableau 8 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexe Bgya= 360 nm.

Solution 1/ (1-b) 1/ [CD] (I.mol™) 1/ [CDP? x 1@ (12.mol?)
1 0.275 50000.00 25.00
2 0.235 33333.33 11.11
3 0.166 25000.00 6.25
4 0.140 20000.00 4.00
5 0.104 16666.67 2.77
6 0.086 14285.71 2.04
7 0.064 12500.00 1.56
8 0.064 11111.11 1.23
9 0.062 10000.00 1.00

0,35
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y = 6E-06x + 0,0079
R? = 0,9501

1(1-10)
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Figure 41: La courbe ddBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de Bg@a= 360

nm, A ex = 264 nm.

L'équation de droite de la forme :
1/ (I-lo) = 6E-06 x 1/ [CD] + 0.0079 avec 1{)] [L/K1] = 6E-06
d’oll Ky= 1316.67+ 69 |.mol* pour le complex@-CD-3n.
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Figure 42 :La courbe de Benessi-Hildebrand pour la compleratid de 3c a gy = 360

nm, A gx =264 nm.

L’allure de cette courbe présente une courbure ehaut (non linéaire) par conséquent

la possibilité de formation d’'un complexe d’incloisi2:1 entre 3n ela 3-CD est écartée.

4. Complexe 4c : 4r3-CD

Tableau 9 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexe 4¢@ = 364nm.

Solution

1

© 0o N o g b~ WODN

1/(1-b)
0.276
0.208
0.178
0.110
0.089
0.078
0.071
0.065
0.062

1/ [CD] (I.mol™)

50000.00
33333.33
25000.00
20000.00
16666.67
14285.71
12500.00
1111111
10000.00

1/ [CDJ? x 1@ (12.mol?)
25.00
11.11
6.25
4.00
2.77
2.04
1.56
1.23
1.00



y = 6E-06x + 0,0036
R®=0,9658
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Figure 43: La courbe ddBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de Ag@a= 364

nm, A ex =274 nm.

L'équation de droite de la forme :
1/ (I-lg) = 6E-06 x 1/ [CD] + 0.0036  avec 1{-(})] [1/K4] = 6E-06
d’ou K;= 600+ 65 I.mol* pour le complex@-CD-4n.
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Figure 44 La courbe ddBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de Agya= 364

nm,A ex =274 nm.

L'allure de cette courbe présente une courbure Verdaut (non linéaire) par
conséquent la possibilité de formation d’un comeldinclusion 2:1 entre 4n et [&CD est

écartée.



5. Complexe 5c : 5r-CD
Tableau 10 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexegbgyp= 368 nm.

Solution 1/ (1-b) 1/ [CD] (I.mol™) 1/ [CDJ? x 1@ (12.mol?)
1 0.059 50000.00 25.00
2 0.042 33333.33 11.11
3 0.038 25000.00 6.25
4 0.026 20000.00 4.00
5 0.021 16666.67 2.77
6 0.017 14285.71 2.04
7 0.016 12500.00 1.56
8 0.014 11111.11 1.23
9 0.013 10000.00 1.00

0,07 4

0,06

0,05 +

y = 1E-06x + 0,0022
R?=0,9754
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Figure 45: La courbe ddBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de bgw= 368

nm, A gx =268 nm.

L’équation de droite de la forme :
1/ (-lg) = 1E-06 x 1/ [CD] + 0.0022  avec 14-(§)] [1/K4] = 1E-06
d’oli Ky= 2200+ 60 |.mol* pour le complex@-CD-5n.



Figure 46:

1(1-19)
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La courbe déBenessi-Hildebrand pour la complexation 1:1 de bewa= 368

nm, A ex = 268 nm.

L'allure de cette courbe présente une courbure ehaut (non linéaire) par conséquent

la possibilité de formation d’'un complexe d’'inclosi2:1 entre 5n et BCD est écartée.

6. Complexe 6¢: 6rg-CD

Tableau 11 :Méthode de Benessi-Hildebrand pour le complexe6ga= 369 nm.

Solution 1/ (I-b)

1

O© 0 N O O b WD

0.344
0.286
0.226
0.166
0.15
0.122
0.121
0.098
0.091

1/ [CD] (I.mol™)
50000.00
33333.33
25000.00
20000.00
16666.67
14285.71
12500.00
11111.11
10000.00

1/ [CDJ? x 1@ (12.mol?)
25.00
11.11
6.25
4.00
2.77
2.04
1.56
1.23
1.00



y = 7E-06x + 0,0355
R®=0,9627

1/(1-19)
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Figure 47 La courbe de Benessi-Hildebrand pour la compleratid de 6¢ a gy = 369

nm, A gx = 266 nm.

L'équation de droite de la forme :
1/ (I-lo) = 7E-06 x 1/ [CD] + 0.0355  avec L-(8)] [1/K4] = 7E-06
d’oli Ky= 5071.4+ 87 |.mol* pour le complex@-CD-6n.
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Figure 48: La courbe de Benessi-Hildebrand pour la compleratil de 6¢ & gy = 369 nm,

A Ex =266 nm.

L’allure de cette courbe présente une courbure leehgut (non linéaire) par conséquent

la possibilité de formation d’'un complexe d’inclosi2:1 entre 6n et B-CD est écartée.



Les graphes 1/ (k) = f (1/ [CD]), donnés par les figures (37, 39, 4B, 45 et 47),
respectivement, pour les complexes 1c-6¢ montraeatag sont des droites. La ligne droite
confirme la stoechiométrie 1:1 des complexes d'siolup-CD-CENU.

Les résultats des constantes de stabilité desreliffs complexes, sont récapitulés dans le

tableau 12 suivant :

Tableau 12 :Valeurs des constantes de stabilité des complexés tlans I'acétonitrile.

Complexe Lem (nm) | Stoechiométrie  Constante de stabilité

(.mol™)
1c 368 1:1 3533.33+ 55
2c 362 1:1 1900+ 40
3c 360 1:1 1316.67+ 69
4c 364 1:1 600+ 65
5¢ 368 1:1 2200+ 60
6¢C 369 1:1 5071.4+ 87

L'ensemble des valeurs, regroupées dans le talflEd}y permet de remarquer le bon
accord entre la constante de stabilitg) (&t les substituants dans les CENU. En effet, phss
substituants sont hydrophobes, plus la constanstadhdité est grande et plus le complexe est
stable, ceci est vérifié pour les complexes 3ctbtardre de stabilité est :

2-MeO-Ph- > 2-Me-Ph- > Ph- > 2-F-Ph-

L'ordre global de stabilité des complexes est: &MPh- > diBn- > 2-Me-Ph > diPh-

>Ph- > 2-F-Ph-

En conséquence, les résultats trouvés montreniegu€ENU et IaB-CD forment des
complexes de stoechiométrie 1:1, lesquels présemtenstabilité qui dépend de la nature du
CENU.



3.5 Effet du solvant

Pour réaliser cette étude, la 2-méthoxyphényl-CEHBK) a été choisie pour I'étude de
I'effet du solvant sur sa complexation pagd@D.

La figure 49, compare les longueurs d'onde datoit et d'émission aux maximums de

fluorescence pour le complexe, €D dans quelques solvants.

Excitation Emission
Acétonitrile Eau
254 eau DMSO
| méthanol DMF
§ Acétone Acétonitrile
g 2094 DMF Méthanol
a | DMSO Acétone
S
2 154
(4]
©
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‘D 104
c
g
c
5 N\
0 T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500

longueur d'onde (nm)

Figure 49 : Courbes d’excitation et d’émission de 6¢ dansques solvants.

On constate que le maximum du spectre d'excitaf@osorption) ayant lieu dans un
solvant polaire sera décalé vers les courtes larguéd'onde par rapport au maximum du

spectre réalisé dans un milieu de plus faible gélar

Les solvants choisis sont de polarité différehts résultats trouvés sont regroupés dans
le tableau 13 suivant.

Tableau 13:A ex, A em €t leurs intensités de fluorescence pour chaqwaisol

Solvant Aex (nm) | IFex(u-a) | Agw (nm) | IF gm(u-a) €
Eau 270 17.15 356 23.05 78.5
DMSO 268 11.58 363 22.21 49.0
DMF 265 13.60 359 20.62 36.7
Acétonitrile 268 19.83 373 20.73 36.2
Méthanol 266 16.86 370 19.52 32.6

Acétone 267 15.84 362 18.01 20.7



La figure 50 montre l'effet de la polarit¢ du st (la constante diélectrique) sur

I'intensité de fluorescence du complexe.
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Intensité de fluorescence
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Constante diélectrique
Figure 50 : Effet du solvant sur 'intensité de fluorescenaecdmplexe 6c.

Discussion

La polarité reflete toutes les interactions soehdivant, aussi bien les interactions non
spécifiques que spécifiques telles que les liaibgdsogene.

L'interaction solvant-soluté se fait surtout pas diaisons hydrogéne et par des liaisons
électrostatiques. L'absorptiofénergie électromagnétique par la solution proeagu premier
lieu une réorganisation des dipbles du soluté wmwent, puisque c'est lui qui absorbe les
radiations électromagnétiques. Plus le solvanpektire, plus l'interaction entre les dipbles
des molécules du solvant et du soluté nécessiterbédergie. Dans ce cas, la transition
électronique entre le niveau fondamental (non éxat le niveau excité se fera avec une
importante énergie par conséquent l'intensité ueréiscence correspondante sera grande.

Ainsi, la figure 50 montre que plus la polarité solvant diminue plus l'intensité de

fluorescence diminue.



4 Etude des complexes d’inclusion a I'état solide

Parallélement a I'étude des complexes en solutiae, autre étude a été menée sur des
complexes d’inclusion a I'état solide formés em&rp-CD et les six CENU.

Ces complexes ont été préparés a partir d'undicola 2 % deg-CD dans I'eau, et une
solution de CENU dans peu de méthanol, ajoutéet@@ugoutte, sous agitation magnétique
et a température ambiante. Le précipité formé,mbagpreés filtration de la solution aqueuse,
est séché puis caractérisé par son Pf, Rf, IRezttgpnétrie de masse en mode Electrospray

ionisation.

Le schéma général de la formation des complexedutsion peut étre représenté comme

suit:

Ref. R R2
H2 H2
1c —C-@ —(}@
.| =0 —O
3c _< > H
F
4ac _© H
HaC,
5¢c H
H3CQ,
6¢C Z:> H

Schéma 6:Schéma général de la complexation.

Le tableau (14) suivant regroupe les propriétésigbychimiques et spectroscopiques des

complexes 1c-6¢ et de [BaCD.



Tableau 14 :Données spectroscopiques des complexes 1c-6dapdeD libre.

M (g/mol) Pf (°C) Rf(*) IR vencm ESI-MS

N=O C=O0 | OH

B-CD 1135.5 280-282 Start - - 3400 -
1c 1466.5 149-151 0.50 | 1620 1730 3300 302.43[M-NO+H]J(30ev,80%)
1538.24 [M + 4HO | (20%)
2c 1438.5 152-154 0.50 16001750 | 3300 1471.32 (M+MeOH+H)*
(50ev,28%)
3c 1362.5 227-229 0.63 16101730 3300  1333,79 (M-NO+H)" (50ev,
28%)
4c 1380.5 >260 0.62 16401760 3300 -
5c 1376.5 252-254 0.55 16201700 | 3300 -
6C 1392.5 >260 0.62 16201700 3300 -

(*) Eluant: isopropanol / ammoniaque (v/v)
B-CD = p-cyclodextrine
1c=p-CD-diBn-CENU

2c= pB-CD-diPh-CENU

3c= p-CD-Ph-CENU

4c = B-CD-2-F-Ph-CENU

5c= B-CD-2-Me-Ph-CENU

6c = p-CD-2-MeO-Ph-CENU

Les complexes se présentent sous forme de sdlldas avec des points de fusion
totalement différents de ceux de la cyclodextrimgles et des CENU.
En infrarouge, puisque les environnements chimigiessdifférents groupements fonctionnels
sont modifiés et les spectres obtenus lors de haptaxation sont difféerents de ceux des
produits isolés. Ainsi le complexe d’inclusion estractérisé par les bandes d’absorptions
suivantes : Une large bande d’absorption & 3300 qui représente le groupement OH deux
intenses absorptions vers 1700-1760 et vers 16Q0-ld&tribuées respectivement aux
groupements C=0, N=0O
Les spectres de masses obtenues confirment la noessdragments M-NO pour les
complexes 1c-3c.



Troisieme partie

Partie experimentale



Troisieme partie
Partie expérimentale

Conditions générales

Les chromatographies sur couche mince (CCM) antésdlisées sur feuilles d’aluminium
(0.2 mm) recouvertes de gel de silice Merck @€). E.es spots sont détectés a la lumiere UV
(254 nm), et révélés par pulvérisation de ninhyaii@.1 %) dans I'éthanol, puis chauffage.
Les chromatographies préparatives ont été effestage colonne contenant du gel de silice
Merck 60 H.

Les points de fusion non corrigés ont été détetmanl’aide d’'un band Kofler type W M

E, Reicher-jung.
Les solvants utilisés sont du type Aldrich poualgse.

Les spectres de fluorescence ont été enregisirésnsspectrofluophotométre Shimadzu
de type RF-5301PC, équipé d’'une lampe Xenon, aleatin quarts de 1.00 cm de diametre, a

température ambiante.

Les spectres IR ont été effectués sur un spectrer®@rkin-Elmer, les échantillons sont
analysés sous forme de pastilles avec KBr, lesdmdu@bsorption sont exprimées en'tm

Les spectres RMN du proton ont été enregistrésmipérature ambiante sur un appareil
360 WB ou AC 280 (Bruker) a I'Ecole Normale de Charde Montpellier, les déplacements
chimiques §) sont exprimés en ppm par rapport au signal DMs@xé a 2.49 ppm ou
CHsCl fixé a 7.24 ppm pris comme référence internemiLdtiplicité des signaux est indiquée
par une (ou plusieurs) lettre(s) miniscule(s) : ¢&)gulier, (d) doublet, (t) triplet, (q)
guadruplet, (m) multiplet.

Les spectres de masse ont été enregistrés speatranetre de masse relié a une HPLC
(Waters) par la méthode <<Electrospray lonisatiopesitive & 30 v et 20 v a l'aide d’'un
appareil Jeol SX102 de haute résolution, les aealyde la masse ont été realisées au

Laboratoire de Chimie Biomoléculaire de I'Univeéstte Montpellier 1l, France.



1 Mode opératoire général de la synthése des 2-ctdéthyl urées

Dans un ballon de 100 ml, surmonté d’'une ampouBrame protégée par une garde a
CaClb, est placé 1 équivalent de I'une des amines aiques suivantes (dibenzylamine,
diphénylamine, aniline, 2-fluoroaniline, 2-méthyilare ou 2-méthoxyaniline), dans pele
dichlorométhane (DCM) anhydre, auquel est ajoutadtg a goutte a I'aide d’'une ampoule a
brome et sous agitation magnétique dans un baiglai®, une quantité équivalente de 2-
chloroéthylisocyanate, dans le méme solvant. Latiga est suivie a température ambiante
sur plaque de silice CCM, éluée dans le dichlorbaré ou dichlorométhane/méthanol, elle

est compléte au bout de 16 heures.

Généralement, on arréte la réaction une fois gphéeipité blanc apparaisse. On obtient
I'urée sous forme de poudre blanche, gu’on récuggres filtration, et séchage a I'air libre.

Dans le cas ou le précipité ne se forme pas, lkeuniréactionnel est dilué au
dichlorométhane, lavé par deux fractions d’'une tsmiud’acide chlorhydrique (0.1 N), puis a
I'eau, jusqu’a neutralité. La phase organique éshée sur sulfate de sodium et le solvant est

évaporeé sous pression réduite.

Le produit obtenu est recristallisé dans un sdhagproprié (éther diéthylique), ou dans
certains cas, chromatographié sur colonne de gekilite éluée au dichlorométhane-

méthanol.

Nous donnons, ci-apres, les caractéristiques dféemtes urées préparées par cette

méthode.

1u = N-(2-chloroéthyl) N’, N'-dibenzylurée

N

H / :
Nt
N0

M = 302.5 g/mol [G7H1sCIN,O]

Pf °C: 98-100

Rf : 0.55; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cni) : 3380 (NH); 1680 (C=0)

RMN *H: (CDCk, & en ppm): 7.30-7.29 (m, 10H, 2A); 4.90 (t, 1H, NH); 4.52(s, 4H,
2CH,-Bn); 3.61(t, 2H, ®,Cl); 3.56 (g, 2H, Ei,N)

SM :[M+Na] " = 325.25]M+H] * = 303.29.



2u = N-(2-chloroéthy!) N’,N’-diphénylurée

M = 274.5 g/mol [GsH15CIN,O]

Pf °C: 72-74

Rf : 0.55; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cni) : 3300 (NH); 1675 (C=0)

RMN *H : (CDCE, & en ppm): 7.40-7.25 (m, 10H, 2A}; 4.95 (t, 1H, NH); 3.60 (t, 2H, Cl-
CH2); 3.45 (q, 2H, N-El,)

SM: [M+Na] "= 297.65;[M+H] * = 275.72.

3u = N-(2-chloroéthyl) N’-phénylurée

A=)
>N NN 7
n
o

M =198.5 g/mol [GH1:CIN,O]

Pf°C: 136-138

Rf : 0.47; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cni) : 3400 (NH); 1640 (C=0)

RMN *H : (CDCk, & en ppm) : 7.55 (s, 5H, A); 6.95 (s, 1H, Ari); 5.05 (t, 1H, NHCH,);
3.68 (t, 2H, CI-G1,); 3.40 (q, 2H, N-El,)

SM : [M+Na] "= 221.32;[M+H] © = 199.42.

4u = N-(2-chloroéthyl), N’-(2-fluorophényl) urée

N
F
H H =
CI/\/N\C/N_\ /
1}
(6]

M =216.5 g/mol [GH]_oC|N20F]
Pf °C: 138-140



Rf : 0.43; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cni) : 3380 (NH); 1650 (C=0)

RMN *H : (CDCk, & en ppm) : 9.50 (s, 1H, HPh); 7.90-7.10 (4m, 4H, At); 6.43 (t, 1H,
NHCH,); 3.85 (t, 2H, Ei,Cl); 3.65 (q, 2H, Ei:N)

SM :[M+Na] "= 239.01;[M+H] " = 217.11.

5u = N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthylphényl) urée

M =212.5 g/mol [GoH13CIN2O]

Pf °C: 159-161

Rf : 0.45; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cn) : 3300(NH); 1680 (C=0)

RMN 'H : (CDCk, & en ppm) : 9.42 (s, 1H, #Ph); 8.5-7.50 (4m, 4H, At); 6.33 (t, 1H,
NHCHy,); 3.88 (t, 2H, ®&i,Cl); 3.42 (q, 2H, E2N); 2.32 (s, 3H, El3)

SM :[M+Na] "= 235.16; [M+H] * = 213.36.

6u = N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthoxyphényl) urée

HsCi

\ 7

N. N
cI ~9'
O

M = 228.5 g/mol [GoH12CIN,O5]

Pf°C: 126-128

Rf : 0.50; Dichlorométhane/Méthanol 95/5

IR (KBr, v en cni) : 3380(NH); 1650 (C=0)

RMN *H : (CDCk, & en ppm) : 9.46 (s, 1H, iPh); 8.25-6.90 (4m, 4H, At); 6.50 (t, 1H,
NHCHy); 3.95(t, 2H, ®.Cl); 3.78(q, 2H, E2N)

SM :[M+Na] "= 251.98.



2 Nitrosation des urées

On procede a la nitrosation en utilisant soit’deide chlorhydrique (HCI) soit de 'acide
formique (HCOOH), sous agitation magnétique a 0° I&, réaction est suivie par
chromatographie sur couche mince (CCM).

Méthode a:

A 1 équivalent de la N-(2-chloroéthyl) urée, diggo dans un minimum de
dichlorométhane (DCM), a 0° C et sous agitation métigue, sont ajoutés successivement
trois équivalents d’acide chlorhydrique concentrdreis équivalents de nitrite de sodium
(NaNQG,) par petites fractions. La réaction est suivie @ague de silice, €luée au DCM. La
suspension de NaCl formée est éliminée par fittiratla phase organique est lavée a l'eau,
séchée sur sulfate de sodium anhydre, et le sobsirvaporé sous pression réduite.
Méthode b:

La nitrosation est conduite a 0° C, sous agitati@gnétique, avec 3 équivalents d’acide
formique, qui sont ajoutés directement a 1 équitatéune solution de N-(2-chloroéthyl)
urée, auxquels sont ajoutés par petites fractbrgjuivalents de NaNO L'addition par
petites fractions s’échelonne sur 45 minutes. Adiégion au DCM, le milieu réactionnel est

lavé a I'eau, puis séché et évaporé.
Nous donnons, ci-dessous, les caractéristiquedifiéseentes CENU.

1n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’, N'-dibenzylurée

M = 331.5 g/mol [G7H15CIN3O;]

Pf°C: 74-76

Rf: 0.87; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cni): 1680 (C=0); 1480 (N=0)

RMN *H: (CDCL, 5 en ppm): 7.28-7.14 (m, 10H, 2); 4.55 (s, 4H, 26, Bn); 4.06 (t, 2H,
N-CH,); 3.40 (t, 2H, CI-El,)

SM : [M-NO+Na+H] * = 325.25; [M-NO+H] * = 302.29.



2n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’, N’-diphénylurée

M = 303.5 g/mol [GsH14CIN3O;]

Pf °C: 48-50

Rf: 0.89; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cnit) : 1680 (C=0); 1470 (N=0)

RMN *H: (CDCL, den ppm): 7.50-7.30 (m, 10H, 2A); 4.00 (t, 2H, N-&,); 3.15 (t, 2H,
CI-CH,)

SM : 50V(ESI+)[M-NO] * = 273.14.

3n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(phényl) urée

/O

T
i
M4
n
(6]

M = 227.5 g/mol [GH10CIN30,]

Pf °C: 94-96

Rf : 0.80; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cn) : 1680 (C=0); 1480 (N=0)

RMN 'H: (CDCI3, 5 en ppm): 7.50-7.00 (m, 5H, H); 6.10 (t, 1H, NH); 3.65 (t, 2H,
NCH,); 3.10 (t, 2H, CI-E®i,)

SM : 30V(ESI+)[M-NO ] "= 197.24.

4n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(2-fluorophényl) urée

~

/O

N
| R
H )\:_
>N NTT 7
"
¢}

M = 245.5 g/mol [GHyCIN3O-F]



Pf °C: 56-58

Rf : 0.73; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cni) : 1675 (C=0); 1480 (N=0)

RMN *H: (CDCk, & en ppm): 9.40 (t, 1H, NH); 8.30-7.20 (m, 4H, ArH).20 (t, 2H,
CH:N); 3.68 (t, 2H, E1.Cl)

SM : 30V(ESI+):[M-NO+Na+H ] * = 239.01.

5n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N'-(2-méthylphényl) uée

~

/O
H

N
| 3C
H 7:_
CI/\/N\C’ NTTN\ 7
n
O

M= 241.5 g/mol [GoH12CIN3O;]

Pf °C: 104-106

Rf : 0.72; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cni) : 1670 (C=0); 1485 (N=0)

RMN *H: (CDCk, & en ppm): 9.05 (t, 1H, NH); 8.20-6.90 (m, 4H,HAr 4.32 (t, 2H,
CH2N); 3.75 (t, 2H, ®1,Cl); 2,32 (s, 3H, El3)

SM : 30V(ESI+):[M-NO+Na+H | "= 235,22.

6n = N-nitroso, N-(2-chloroéthyl), N’-(2-méthoxyphenyl)urée

~

O

NF

| HsC
H —
Cl/\/N\C’N_\ /

i
O

M = 257.5 g/mol [GoH12CIN3O3]

Pf°C: 182-184

Rf : 0.82; Dichlorométhane

IR (KBr, v en cn) : 1670 (C=0); 1485 (N=0)

RMN *H: (CDCk, & en ppm): 9.54 (t, 1H, NH); 8.47-7.19 (m, 4H,HAr 4.21 (t, 2H,
CH2N); 3.97 (s, 3H, O€i3); 3.51 (t, 2H, Ei.Cl)

SM : 10V(ESI-);[M-NO-H ] * = 226.95; 30V(ESI+)[M+Na+H] “= 281.16.



3 Etude en solution des complexes d’inclusion
Nous relatons dans cette partie du travail, |[§éréintes méthodes utilisées ayant conduit
a l'observation et a I'étude en solution de la dexgtion des CENU par :CD.

3.1 Mise en évidence de la formation des complex@gclusion p-CD-CENU

Les solutions des CENU sont préparées dans l'aitél® a une concentration de 1.00
x10°M.

La solution de Ig-CD a été également préparée avec I'acétonitrila,/aéme concentration
(1.00 x10°M).

A 2 ml de la solution d’'une CENU on ajoute 2 mlldesolution de I$-CD.

Un échantillon de 3 ml de ce mélange, ainsi que deitres échantillons, chacun de 3 ml
des solutions de IA-CD et des CENU, sont analysés a l'aide d’'un sp#uabphotométre
Shimadzu de type RF-5301PC, a température ambibeseessais effectués ont permis de
déterminer les longueurs d'ondes d'excitatiop) et d'émissionX(gv) de fluorescence ainsi
que les intensités de fluorescence maximales @Fgspondantes.

Les différentes valeurs des longueurs d'ondesstrdensités de fluorescence obtenues de

la 3-CD, des CENU et de leurs complexes, sont regraugées les tableaux suivants :

1. Complexe 1c : 13CD

Tableau 15:Mise en évidence de la formation du complexe 1c.

solution A ex (nm) IFex (u-a) Aem (nm) IFem (u-a)
1n 274 21.54 350 20.22
B-CD 272 26.77 356 24.30
Mélange 268 22.13 350 24.53

2. Complexe 2c : 2r3CD

Tableau 16:Mise en évidence de la formation du complexe 2c.

solution A ex (Nm) IFEex (u-a) A em (NmM) IFem (u-a)
2n 272 29.02 368 27.92
B-CD 270 29.45 356 31.67

Mélange 272 29.50 366 33.77



3. Complexe 3c : 3nB-CD

Tableau 17:Mise en évidence de la formation du complexe 3c.

solution A ex (nm) IFex (u-a) A em (NM)
3n 264 17.79 357
B-CD 270 21.66 356
Mélange 265 22.77 358

4. Complexe 4c : 4r3CD

Tableau 18:Mise en évidence de la formation du complexe 4c.

solution A ex (Nm) IFEex (u-a) A em (NmM)
4n 274 28.39 366
B-CD 270 29.66 356
Mélange 274 30.04 358

5. Complexe 5c : 5n3CD

Tableau 19:Mise en évidence de la formation du complexe 5c.

solution A ex (nm) IFex (u-a) A em (NM)
sn 268 19.60 364
B-CD 270 22.80 358
Mélange 268 25.29 361

6. Complexe 6¢ : 6n3CD

Tableau 20:Mise en évidence de la formation du complexe 6c.

solution A ex (nm) | Fex (u-a) A em (NM)
6n 266 14.18 379
B-CD 270 16.51 356

Mélange 267 19.83 368

IFem (u-a)
27.00
31.92
33.56

IFem (u-a)
25.06
24.82
25.31

IFem (u-a)
26.53
29.55
33.98

IFem (u-a)
17.14
24.30
27.99



3.2 Détermination de la stoechiométrie des complexp-CD-CENU
Pour déterminer la stoechiométrie, deux méthodesétin utilisées : la méthode des

variations continues et la méthode des rapportainesl

3.2.1. Méthode des variations continues

Les solutions des CENU et de fCD ont été préparées dans le méme solvant
(acétonitrile) et & la méme concentration (1.0®X 41).
On fait varier la teneur ef-CD dans le mélange a analyser, de la facon rempesei-
dessous, de sorte qu’on obtienne les fractionsimeladef-CD (FM p.cp), indiquées dans le
tableau suivant :
Tableau 21:Fractions molaires de rCD utilisées dans la méthode des variations coesin

Solution 1 2 3 4 5
V pco (ml) 1.00 2.00 2.50 3.00 4.00
Veenu (M) 4.00 3.00 2.50 2.00 1.00

FM g.cp 0.20 0.40 0.50 0.60 0.80

Les essais ont été réalisés avec un spectrofleompiédre Shimadzu de type RF-5301PC, a
la température ambiante.
Nous donnons ci-apres, pour les différents congdgbes longueurs d’onde d’émission de

fluorescence maximales £yv), ainsi que les intensités de fluorescence (IFjurées.

1. Complexe 1c : 13-CD

Tableau 22:Méthode des variations continues pourilgy = 356 nm.

Solution 1 2 3 4 5
IF & 356 nm 17.56 22.49 23.61 23.02 21.61

2. Complexe 2c : 2r-CD

Tableau 23:Méthode des variations continues pouri2gy = 357 nm.

Solution 1 2 3 4 5
IF 2357 nm 26.46 28.71 31.39 29.77 27.95



3. Complexe 3c : 3rB-CD
Tableau 24:Méthode des variations continues pouri3gy = 357 nm.

Solution 1 2 3 4
IF a 357 nm 27.33 29.75 34.32 30.97

4. Complexe 4c : 4r3-CD
Tableau 25:Méthode des variations continues pourdg = 358 nm.

Solution 1 2 3 4
IF a 358 nm 22.09 24.83 26.24 24.76

5. Complexe 5c : 5r-CD
Tableau 26:Méthode des variations continues pourigy = 361 nm.

Solution 1 2 3 4
IFa 361 nm 26.21 30.75 33.98 3291

6. Complexe 6¢ : 6r§-CD
Tableau 27:Méthode des variations continugsy = 368 nm.

Solution 1 2 3 4
IF a 368 nm 21.13 34.27 35.48 27.68

26.45

22.03

30.73

23.66



3.2.2 Méthode des rapports molaires

Les solutions des CENU et defe&CD, de 1 jusqu’a 11, sont préparées de la ménmnfag
gue dans la méthode des variations continues,té garsolutions meres de CENU et fgle
CD, aux mémes concentrations de 1.00 X M0 En revanche, dans ce cas, le volume de la
solution de CENU est fixé a 2 ml et on fait vaigefui de laB-CD en solution, de 0.4 a 6 ml,

pour obtenir les rapports de concentrations uéisgelon ce qui suit :

Tableau 28:Rapports des concentrations utilisés dans la métted rapports molaires.

solution \g.co (Ml) Veenu (MI) Vp.co /Vcenu

1 0.40 2.00 0.20
2 0.80 2.00 0.40
3 1.00 2.00 0.50
4 1.60 2.00 0.80
5 2.00 2.00 1.00
6 2.40 2.00 1.20
7 3.20 2.00 1.60
8 4.00 2.00 2.00
9 4.80 2.00 2.40
10 5.60 2.00 2.80
11 6.00 2.00 3.00

Les intensités de fluorescence (IF) aux maximui@migsion § gv) ont été mesurées a
I'aide d’'un spectrofluophotométre Shimadzu de tRRFe5301PC, a la température ambiante.

Nous donnons, ci-apres, pour les différents corgdgeles valeurs mesurées.



1. Complexe 1c : 13-CD
Tableau 29:Méthode des rapports molaires pour 1c.

Solution \g-co /Veenu IF ai gm =350 nm
1 0.20 17.22
2 0.40 18.11
3 0.50 18.56
4 0.80 19.64
5 1.00 20.74
6 1.20 21.07
7 1.60 20.71
8 2.00 21.30
9 2.40 21.75
10 2.80 21.03
11 3.00 21.07

2. Complexe 2c : 2r-CD
Tableau 30:Méthode des rapports molaires pour 2c.

Solution \-co /Veenu IF ak em=361 nm
1 0.20 25.61
2 0.40 25.83
3 0.50 26.79
4 0.80 29.45
5 1.00 31.69
6 1.20 30.93
7 1.60 30.08
8 2.00 28.95
9 2.40 28.37
10 2.80 28.71

11 3.00 29.95



3. Complexe 3c : 3rB-CD
Tableau 31:Méthode des rapports molaires pour 3c.

Solution \g-co /Veenu IF ai gm =358 nm
1 0.20 28.52
2 0.40 29.62
3 0.50 32.90
4 0.80 33.56
5 1.00 34.50
6 1.20 33.83
7 1.60 30.98
8 2.00 29.51
9 2.40 29.46
10 2.80 27.82
11 3.00 27.03

4. Complexe 4c : 4r3-CD
Tableau 32:Méthode des rapports molaires pour 4c.

Solution V-co /Veenu IF aX em= 366 nm
1 0.20 23.89
2 0.40 25.80
3 0.50 26.18
4 0.80 26.73
5 1.00 29.37
6 1.20 28.28
7 1.60 27.66
8 2.00 27.60
9 2.40 27.42
10 2.80 26.99

11 3.00 25.25



5. Complexe 5c : 5r-CD
Tableau 33:Méthode des rapports molaires pour 5c.

Solution \g-co /Veenu IF ai gm =360 nm
1 0.20 27.84
2 0.40 28.20
3 0.50 30.37
4 0.80 3241
5 1.00 32.79
6 1.20 32.83
7 1.60 32.90
8 2.00 32.65
9 2.40 32.74
10 2.80 33.84
11 3.00 33.96

6. Complexe 6¢ : 6r3-CD
Tableau 34:Méthode des rapports molaires pour 6c¢.

Solution V-co /Veenu IF aX em= 368 nm
1 0.20 23.94
2 0.40 24.52
3 0.50 25.66
4 0.80 26.49
5 1.00 28.43
6 1.20 28.57
7 1.60 29.09
8 2.00 29.80
9 2.40 30.92
10 2.80 30.21

11 3.00 30.76



3.3 Détermination des constantes de stabilité desraplexesf-CD-CENU

Les constantes de stabilité ont été déterminéesitdéirant la méthode de Benessi-
Hildebrand.

Les solutions des CENU sont préparées dans l'aiel® a une concentration donnée. En
revanche on prépare plusieurs solutionspdéD, dans le méme solvant, a différentes
concentrations mais qui sont supérieures a cefeCieNU.

Pour préparer les solutions de 1 jusqu’a 9, orangd deux volumes égaux des solutions
de CENU et dg¢-CD.

L'analyse est effectuée sur un échantillon de 3 dal ce mélange a l'aide d'un
spectrofluophotométre Shimadzu de type RF-5301R&température ambiante.

Pour les différents mélanges, nous donnons, @sapes concentrations utilisées.

Tableau 35:Concentrations utilisées lors de la déterminaties cbnstantes de stabilité.

Solution [CENU] (M) B-CD] (M)
1 1.00 x1@ 2.00 x10°
2 1.00 x10 3.00 x10°
3 1.00 x10 4.00 x10°
4 1.00 x1@ 5.00 x10°
5 1.00 x1@ 6.00 x10°
6 1.00 x1CQ 7.00 x10°
7 1.00 x10 8.00 x10°
8 1.00 x10 9.00 x10°
9 1.00 x10 1.00 x10'

Les longueurs d’'onde d’émission de fluorescerice), ainsi que les intensités de

fluorescence (IF) mesurées, sont regroupées damastieaux suivants :



1. Complexe 1c : 13-CD
Tableau 36:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 1c.

Solution IF &\ gm = 368 Nm
1 2351
23.16
26.39
26.36

2
3
4
S 28.76
6 28.96
7 31.46
8 32.66
9

32.19

2. Complexe 2c : 2r-CD
Tableau 37:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 2c.

Solution IF @\ em= 362 Nnm
1 35.76
38.84
42.14
44.44

2
3
4
5 53.88
6 53. 95
7 61.63
8 71.12
9

73.91



3. Complexe 3c : 3rB-CD
Tableau 38:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 3c.

Solution IF &\ gm = 360 Nm
1 30.44
31.05
32.81
33.93

2
3
4
5 36.33
6 38.40
7 42.29
8 42.25
9

42.80

4. Complexe 4c : 4r3-CD
Tableau 39:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 4c.

Solution IF &\ em = 364 Nm
1 28.68
29.64
30.67
34.14

2
3
4
5 36.27
6 37.77
7 39.02
8 40.36
9

44.07



5. Complexe 5c : 5r-CD
Tableau 40:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 5c.

Solution IF &\ gm = 368 Nm
1 43.34
50.23
52.79
63.57

2
3
4
5 73.08
6 82.70
7 87.59
8 97.34
9

102.73

6. Complexe 6¢ : 6r3-CD
Tableau 41:Méthode de Benessi-Hildebrand pour 6c.

Solution IF @\ em = 369 Nnm
1 21.16
21.33
20.96
21.58

2
3
4
5 22.63
6 22.48
7 24.03
8 25.56
9

27.39



3.4 Effet du solvant

Pour réaliser cette étude, les solutions de laéthaxyphényl-CENU et de Ig-CD, de
concentration 1.00 x 10 M, sont préparées dans les solvants suivants: eau
diméthylsulfoxide (DMSO), diméthylformamide (DMRg¢étonitrile, méthanol, et acétone.
En suite, on mélange deux volumes égaux des sotute CENU et dg-CD. Les mesures
sont faites avec un spectrofluorimétre Shimadzutygpe RF-5301PC a la température
ambiante.

Le tableau suivant regroupe les valeurs des lamguel’onde aux maximums de

fluorescence.

Tableau 42: Longueurs d'onde d'excitation et d'émission etnsités de fluorescence, du
complexe 2-MeO-Ph-CEN@-CD dans quelques solvants.

Solvant A ex (Nm) IF ex (u-a) Aem (nm) IFem (u-a)
Eau 270 17.15 356 23.05
DMSO 268 11.58 363 22.21
DMF 265 13.60 359 20.01
Acétonitrile 268 19.83 373 19.62
Méthanol 266 16.86 370 18.73

Acétone 267 15.84 362 16.52



4 Préparation des complexes a I'état solide

La complexation ayant été menée pour les complixess entre Ig-cyclodextrine et
les CENU synthétisées

L’'approche de préparation des complexes d'inatusiboisie, consiste a utiliser deux
solvants miscibles, parmi, ceux-ci on a choisid’es le méthanol. L@-cyclodextrine est
soluble dans 'eau, et les CENU le sont dans lénarédl. Les deux solvants étant miscibles, la
CENU et les cyclodextrines sont présentes dansn@me phase et le complexe peut se
former sous simple agitation.

Sur base de la quantité des solides obtenuschamitgie décrite semble donner de bons
résultats. Toutefois, aucune mesure de rendeneegtéréalisée.

Une évaluation précise du rendement requerraitmiesires de synthése plus précises. De

telles mesures n‘ont pas été prises dans le cagreedent travail.

Mode opératoire

Une solution aqueuse a 2 %D (1 éq.), et une solution de CENU (1 éq.) daxs ge
méthanol ont été préparées.

La synthése du complexe se fait en mélangeanttegagoutte, la solution de CENU dans
le méthanol, a la solution aqueuse dg4aD, sous agitation magnétique et a température
ambiante.

Aprés 24 heures d’agitation on obtient un précjpité'on récupére par filtration de la
solution aqueuse, aprés séchage sous vide un dubde est recueilli. Le solide obtenu
contient le complexe, ainsi que la cyclodextrireyaht pas réagi.

Nous avons procédé a une tentative de purificationcomplexe en nous basant sur la
différence de solubilité entre le complexe et lalagextrine, celle-ci étant la plus soluble

dans l'eau. Pratiguement, on solubilise le sollatermu dans un volume minimal d'eau chaude,
de sorte que la concentration en complexe soi¢ jestdessous de la limite de sa solubilité.
Apres refroidissement de la solution a tempéraambiante, la limite de solubilité du

complexe étant dépassée, celui-ci précipite, leslodgxtrines restant solubles. Apres
sédimentation de la solution, le retrait de la Sofu de surnageant contenant les

cyclodextrines permet une purification, tout au msgpartielle.

Nous donnons, ci-aprés, les caractéristiques eopiques des complexes d’inclusion
et de 1a3-CD libre :



B-CD = p-cyclodextrine

HO o
o Q
OH HO
o OH
HO OH oH [ °
o oH°

M=1135 g/mole

Pf: 280-282 °C

Rf : start ; isopropanol / ammoniaque (v/v)
IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large.

1c= p-CD-diBn-CENU

M= 1466.5 g/mole.

Pf: 149-151 °C

Rf: 0.54; isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large; 1730 (C=0); 1620 (N=0)

SM: ESI; m/z = 1538.24 [M + 4D |* (20%); 302.43§-NO+H] * (30ev, 80%).

2c = -CD-diPh-CENU

;
== =°

=




M= 1438.5 g/mole

Pf. 152 -154°C

Rf: 0.50; isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large; 1750 (C=0); 1600 (N=0)
SM: ESI; m/z =1471.32 (M+MeOH+H" (50ev, 28%).

3c=p-CD-Ph-CENU

= D ‘

M= 1362.5 g/mole

Pf: 227-229 °C

Rf: 0.63 isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large; 1730 (C=0); 1610 (N=0)
SM: ESI; m/z =1333.79 (M-NO+H" (50ev, 28%).

4c = B-CD-2-F-Ph-CENU

M= 1380.5 g/mole

Pf: > 260°C

Rf : 0.62; isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large; 1760 (C=0); 1640 (N=0).



5c= pg-CD-2-Me-Ph-CENU

M= 1376.5 g/mole

Pf: 252 -254°C

Rf : 0.55; isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cmi') : 3300 (OH) large; 1700 (C=0); 1620 (N=0).

6¢ = p-CD-2-OMe-Ph-CENU

M= 1392.5 g/mole

Pf: > 260°C

Rf : 0.62; isopropanol / ammoniaque (v/v)

IR (KBr, v en cni®) : 3300 (OH) large; 1700 (C=0); 1620 (N=0).



Conclusion géneérale



CONCLUSION GENERALE

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire daembhe de chimie appliqu€éeCA) de
I'Université de Guelma il porte essentiellement:sur

La synthésale six Chloroéthylnitrosourées (CENU) issus desnamiaromatiques

(dibenzylamine, diphénylamine, aniline, 2-fluordemd, 2-méthylaniline et 2-
méthoxyaniline)

La mise en évidence de la formation des complesieslusion B-Cyclodextrine-
CENU

La détermination de la stacechiométrie des complexes

L'étude de leurs stabilités

L’effet du solvant sur I'intensité de fluorescert®s complexes.

hY

La mise a profit de la forte réactivité du chlotodisocyanate (CEIl), nous a permis
d’accéder aux 2-chloroéthylurées qui ont été paulte nitrosées. Une série de six CENU a
été préparée et étudiée.

Compte tenu de la liposolibilité et de l'instalgilides CENU, la formation de complexes

d’inclusion avec Ig-cyclodextrine a été investiguee.

L’étude en solution des complexes d’inclusion a régnée par spectrofluorimétrie qui
nous a permis de mettre en évidence sans ambiguidémation de ces complexes, avec un

phénomene de complexation host-guest.

Afin de déterminer la stcechiométrie des compledesx méthodes ont été utilisées: la
méthode des variations continues et celle des reppoolaires. L'étude menée indique un

phénomene de complexation principalement équimtdéeu(1:1).

L'évaluation de la stabilité des complexes a é#bliet par la méthode de Benessi-
Hildebrand. Les résultats obtenus ont montré deasstaates d'association relativement

grandece qui traduit une interaction d'inclusion forte.

Comme il est rapporté dans la littérature l'inadasd'une molécule a l'intérieur de la
cavité de |aB-CD augmente la fluorescence, ainsi l'effet deliade lap-CD a validé les
résultats de formation de complexes stables. Uneiliaration dans I'émission de

fluorescence des CENU est obtenue par I'inclusamsda cavité de Ig-CD.



La nature du solvant et la taille de I'invité septil étre les facteurs déterminants de la

force et de l'orientation de I'invité par rapport aomplexe, et affectent considérablement la
stabilité du complexe.

Nous avons donc amélioré la stabilité des CENUceti grace a un procédé de
préparation simple et économique. Ces deux factsoné donc en faveur d'un mode de

formulation adapté a cette famille de composés.






