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Introduction générale

Introduction générale

L’impression moléculaire est une technique permettant de préparer des récepteurs artificiels dans
une matrice polymérique réticulée. Cette technique a connu un développement remarquable au
cours des derni¢res décennies, et compte aujourd'hui un grand nombre d'applications potentielles,
notamment [’utilisation de ces polyméres comme phase stationnaire de colonnes
chromatographiques, comme support dans l'extraction sur phase solide (SPE), comme
nanoréacteurs pour la synthése et comme -catalyseurs chimiques. Les polyméres imprimés
(Molecular Imprinted Polymers: MIP) sont des matériaux préparés a partir de monomeres
fonctionnels, qui s’organisent autour de la molécule template pour former un complexe de pré-
polymérisation. Celui-ci co-polymérise avec les différents monomeéres et agents de réticulation
présents. Par la suite, I’extraction de la molécule template, conduit a la formation de sites ayant en
théorie une complémentarité de forme et/ou de fonction avec la dite molécule. A ce jour, différentes
molécules templates ont été utilisées pour préparer des polymeéres imprimés telles que des acides
aminés, des peptides, des protéines, des composés biologiquement actifs, ainsi que des mono et
oligosaccharides. La « qualité » des empreintes moléculaires dépend en grande partie de la force et
de la spécificité des interactions entre les monomeres fonctionnalisés et le template avant 1'étape de
polymérisation. La nature de ces interactions dans le complexe de pré-polymérisation permet de
classer les différentes approches de fabrication des empreintes moléculaires. Deux approches basées
sur des interactions covalentes et non-covalentes se distinguent. Dans 1’impression covalente le
template est lié de fagon covalente a la matrice polymérique par un ou plusieurs groupes
polymérisables, présents sur le template. Aprés extraction de la molécule cible par rupture de ces
liaisons, la reconnaissance s'effectue également par des interactions de type covalentes entre
I'empreinte et la molécule cible. Dans l'approche non-covalente les interactions entre les monomeres
et la molécule cible sont des liaisons faibles de type liaisons hydrogéne, liaisons ioniques, m-7
stacking, liaisons de Van Der Waals et interactions hydrophobes. Aprés extraction de la molécule
imprimée, la reconnaissance s'effectue également par des interactions non-covalentes entre
I'empreinte et la molécule cible. Une troisiéme approche, appelée semi-covalente, a été développée
pour combiner les avantages des deux approches précédentes. La méthode consiste a utiliser un
template ayant des groupements polymérisables (par exemple des esters méthacryliques), liés de
facon covalente au polymeére a la fin de la co-polymérisation. Ensuite, 1'hydrolyse des esters
méthacryliques laisse dans les cavités du polymeére des fonctions acides carboxyliques capables de

former des interactions non-covalentes (liaisons hydrogéne) avec le template. Ces approches,
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Introduction générale

covalente, non-covalente et semi-covalente sont utilisées pour la synthése des polyméres imprimés
généralement par une technique de polymérisation en masse ou polymérisation en «bulk». A la fin
du procédé, le polymeére est récupéré sous la forme d’un bloc, nécessitant une étape de broyage et
de tamisage afin d’obtenir une poudre préte a I'utilisation. Une conséquence de ce procédé est que
la forme des particules est trés irréguliere et que la distribution des tailles est large. Cette
hétérogénéité est généralement avancée comme principale cause de la large polydispersité des
constantes d’affinité observées. De plus certains auteurs estiment que seulement 20% des sites de
reconnaissance sont conservés apres l’étape de broyage. Pour circonscrire ces limitations,
différentes techniques de polymérisation ont été récemment développées. Ainsi, les polymérisations
par précipitation et en émulsion ont été utilisées pour obtenir des empreintes moléculaires avec un
meilleur controle de la taille des particules, des sites d’interaction mieux définis et ayant une
meilleure affinité.

Ainsi, dans le cadre de mes travaux de thése nous avons développé une nouvelle méthode qui
combine 1’approche semi-covalente et la méthode de polymérisation en mini-émulsion «one-stage».
Cette combinaison permet d’obtenir des nanospheéres imprimées en surface, avec un faible indice de
polydispersité et surtout avec une population de sites d’affinité trés homogene. De plus, 1'impression
moléculaire en surface des nanospheéres préparées par polymérisation en mini-émulsion
«one-stage», devrait assurer une meilleur accessibilit¢ et extraction du template apres
polymérisation, qui reste a ce jour, I'un des principaux inconvénients de l'approche semi-covalente.
Dans la premiere partie de nos travaux de thése, nous avons décidé¢ d'étudier davantage les
phénomenes qui régissent cette nouvelle technique d'impression moléculaire. Nous nous sommes
intéressés a I’influence de I’augmentation du nombre d’acides carboxyliques, capables de faire ou
de donner des liaisons hydrogene a l'intérieur des sites de reconnaissance, sur la sélectivité.

La série des MIP synthétisée a été caractérisée par des mesures physico-chimiques telles que
I’analyse infrarouge, la détermination de la surface spécifique (BET), la mesure de la polydispersité
(par diffusion de la lumiére) et la microscopie €lectronique a transmission (MET).

Dans la deuxieme partie de mes travaux de these, nous avons décidé d’appliquer la nouvelle
technique de polymérisation, décrite ci-dessus, pour la préparation de nouveaux MIP capables de
lier spécifiquement des monosaccharides, en particulier des dérivés du glucose.

Les glucides constituent une vaste famille de composés impliqués dans un grand nombre de
processus biologiques, et la préparation de récepteurs artificiels pour ce type de composés

représente a I’heure actuelle un challenge synthétique important.
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Principe et applications des polyméres imprimés

1. Principe général et applications des polymeéres imprimés

1.1. Introduction

Le nombre d’articles publiés ces vingt derniéres années concernant la préparation de polymeéres
imprimés ou empreintes moléculaires (notation: MIP, du terme anglais Molecular Imprinted
Polymers) et leurs applications montre I’intérét croissant porté¢ par le monde scientifique a ce

domaine de recherche (Figure 1)
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Figure 1. Nombre de publications parues sur les
empreintes moléculaires depuis 1930 jusqu'en 2003
(d'apres la référence 1).

Les premiers travaux sur les empreintes moléculaires ont été rapportés dans la littérature par le
chimiste soviétique M.V. Polyakov’. Ces travaux pionniers décrivent l'adsorption de substances 4 la
surface de particules de silice. Il a ainsi démontré que la matrice de silice était en mesure d'adsorber
différents composés tels que le benzene, le toluéne ou le xyléne utilisés comme template

Suite a cette découverte, le concept d’empreinte moléculaire a beaucoup évolué et il inclut
aujourd’hui une grande variété¢ de polymeéres organiques préparés selon différentes techniques de

polymérisation.

1.2. Principe général des empreintes moléculaires

Les empreintes moléculaires sont des polymeéres préparés a partir de monomeres fonctionnels
polymérisés autour d’une molécule, également appelée template. Cette derniere sert de gabarit pour
la formation de sites de reconnaissance présentant une complémentarité de forme avec la molécule
imprimée (Figure 2). L'extraction de la molécule template laisse vacant des sites de reconnaissance

a haute affinit¢ pour la molécule cible. La forme et la taille de 'empreinte ainsi que la disposition
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spatiale des groupes fonctionnels a l'intérieur de la cavité de reconnaissance sont complémentaires a

la molécule template (Figure 2).

7 \
P o /
- @ j
monomeres
fonctionnels + polymerlsatlon template
\ template
N template complexe =
agent de de
réticulation pre-polymerlsatlon empreinte

moléculaire

Figure 2. Représentation schématique du concept d'empreinte moléculaire.

De nos jours, différentes molécules sont utilisées comme template pour synthétiser des empreintes
moléculaires : des mono et oligosaccharides, des acides aminés, des peptides, des protéines, des
composés biologiquement actifs tels que la théophylline et le diazépam, la morphine, la leu-
enkephalin et la nicotine notamment. Cette diversité de substrats ainsi que la stabilité et la facilité
de préparation des MIPs ont rendu ces récepteurs artificiels extrémement attractifs pour résoudre les
problémes de séparation chimique’, d'extraction sur phase solide (SPE)* et de détection des
molécules d'intérét biologique. De plus, leur capacité & éliminer des composés indésirables dans les
aliments ou dans les fluides biologiques® a été démontrée.

Un résumé de toutes les applications potentielles des MIP est représenté dans la figure 3.

Anticorps artificiels

= Biocapteurs
= Tests immunologiques

Récepteurs artificiels . .
(développement de médicaments) Séparation

= Criblage de chimiothéques * Séparation chirale

= Synthése dirigée = Préparation d'échantillons
= Chimie combinatoire

Biomédicale

= Lent relargage des médicaments Synthése organique et catalyses

= Systémes extracorporelles = Groupements protecteurs
= Elimination de toxines = Déplacement d'équilibre
= Médicaments polymériques = Enzymes artificiels

Figure 3. Applications des empreintes moléculaires (d'aprés la référence 7).
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1.3. Méthodes pour I'introduction des sites d'interactions dans les cavités de reconnaissance

Comme représenté dans la figure 2, le principe des empreintes moléculaires repose sur les
interactions entre les monomeéres fonctionnels et le template avant I’étape de polymérisation. La
nature des interactions dans le complexe de pré-polymérisation, permet de définir différentes
approches pour la conception d’empreinte moléculaire. Ces approches sont soit covalentes, non-

covalentes, semi-covalente ou basées sur des liaisons de coordination.

1.3.1. Approche covalente

Dans ce type d'approche®’, le template est 1ié de fagon covalente a la matrice polymérique grice a
la présence d'un ou de plusieurs points d'ancrages présents sur le template (Figure 4). Apres
extraction de ce dernier par rupture des liaisons covalentes, des sites d'interactions restent dans la
cavité et la reconnaissance du template s'effectue alors par la formation de liaisons covalentes entre

les fonctions chimiques dans 1'empreinte et la molécule cible (Figure 4).

I AN

agent de
retlculatlon o] -T OH
polymensatlon +T

Template

Monomére polymérisable e nannnn:

fonctionnel Template (T)

Figure 4. Exemple de préparation de polymére imprimé basé sur des interactions covalentes.

La méthode classique d’impression covalente repose donc sur la formation de liaisons covalentes
réversibles entre le monomeére template et la matrice polymérique. Les plus utilisées sont les bases

de Schifflo, les acétals/cétals'!? 13,1415

et les esters boroniques . Cette approche présente deux
principaux avantages. Premiérement, les interactions entre le template et les monomeéres sont
beaucoup moins sensibles a la polarité des solvants et a la température au cours du processus de
polymérisation'. Deuxi¢émement, les groupements fonctionnalisés sont uniquement situés a
l'intérieur de la cavité et non statistiquement répartis sur toute la matrice de polymeére, comme dans
le cas de I’approche non-covalente ou un grand excés de monomere fonctionnel doit étre

,16,17,18
utilisé!®!”

. Les interactions non-spécifiques sont ainsi minimisées. De plus, récemment, le groupe
de Munoz-Olivas a montré une grande homogénéité des cavités formées pour des polymeéres
imprimé préparés par voie covalente, avec une affinité élevée de ces dernic¢res pour la molécule

empreinte'’
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Toutefois, le nombre de composés pouvant étre imprimés par cette méthode reste limité (alcools,
aldéhydes, cétones, amines et acides carboxyliques). La sensibilité a I’eau des liaisons covalentes
entre le monomeére fonctionnel et le template (imine, esters boroniques), peut poser probléme car
elle rend cette approche non envisageable dans des procédés de polymérisation en émulsion ou par

précipitation.

1.3.2. Approche non-covalente

L'approche non-covalente a été rapportée pour la premiére fois par le groupe de Mosbach™!

en
1981. Dans cette méthode d’impression, les interactions entre les monomeres et le template dans le
complexe de pré-polymérisation (Figure 5), sont des interactions faibles par rapport a 1'énergie des
liaisons covalentes. Ces interactions sont de type liaison hydrogéne, liaison ionique, n-m stacking,
liaison de Van Der Waals. L'étude et la compréhension des phénomeénes d'interactions entre les
monomeres et le template est trés important pour obtenir des cavités ayant une bonne affinité pour
la molécule cible. Ainsi, différents techniques spectroscopiques ont été développées pour

caractériser ces interactions, tels que la spectroscopie UV-VIS™, les expériences de titrage RMN™,

la spectroscopie FT-IR*, la spectroscopie de fluorescence et la calorimétrie®

HO ?
-C‘HA ': o
i m _ polymerlsanon
e Df

extraction
—_—

‘q{ OI\O
complexe

de
pré-polymérisation

Figure 5. Représentation schématique de I'impression non-covalente d’'un dipeptide par liaisons hydrogénes
avec 'acide méthacrylique (d'aprés la référence 21).

Apres polymérisation du complexe template-monomere en présence d'un agent de réticulation et
extraction du template par lavage avec un solvant appropri¢ (Figure 5), la reconnaissance
moléculaire s'effectue également par des interactions non-covalentes entre les fonctions chimiques
dans I'empreinte et la molécule cible.

Du fait de sa mise en ceuvre aisée et du grand nombre de monomeres fonctionnalisés
commerciaux"® disponibles, cette méthode reste la plus utilisée dans la synthése d’empreintes

moléculaires.
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Les principales limites de 1’approche non-covalente sont liées a la formation du complexe de pré-
polymérisation entre les monoméres et le template (Figure 5)*°. Tout d’abord, les sites de
reconnaissance sont trés hétérogeénes du fait de l'utilisation d'une grande quantité de monomeres
fonctionnels pour la formation du complexe de pré-polymérisation. Cette hétérogénéité se traduit

par une large gamme des valeurs de constantes d’affinité (Kp)”>"*

et elle est également a I'origine
des pics larges et asymétriques dans les applications chromatographiques®’.

Le deuxieme probléme est la quantité de monomeére fonctionnalisé¢ dispersé de fagcon aléatoire dans
la matrice polymérique en dehors de la cavité de reconnaissance, en raison de l'excés de monomere
utilisé pendant la polymérisation. Cet exceés entraine un grand nombre d'interactions non-
spécifiques avec la molécule cible.

Beaucoup d'efforts ont été accomplis ces dernieres années pour tenter de surmonter les problemes
d'interactions entre les monoméres fonctionnalisés et le template dans I'approche non-covalente.
En plus de l'acide méthacrylique, d’autres monoméres fonctionnalisés™ ont été impliqués dans la
tentative d'augmenter la force d'interaction avec la molécule template. Cette augmentation permet
l'utilisation d'une quantité controlée de monomere fonctionnel, qui se traduit par une diminution des
interactions non spécifique.

Dans I'approche non-covalente stoechiométrique®®, la force des interactions entre les monoméres
fonctionnalisés et le template est trés grande et conduit a la formation d'un complexe trés stable
(K, de l'ordre de 10° M™)*. Dans ce cas, la quasi-totalité des monoméres fonctionnalisés interagit
avec la molécule template, et donc seulement un faible pourcentage est placé de fagon aléatoire
dans la matrice polymérique. Cette approche a été¢ bien étudiée par le group de Wulff, avec
lI'introduction d'amidines polymérisables capable d'interagir fortement avec des acides
carboxyliques et avec des acides phosphoriques®. De plus, ce dernier groupe des monoméres
s'avérent particulierement efficaces dans la préparation de polymeéres imprimés utilisés comme

catalyseurs dans les réactions d'hydrolyse®*~’.

1.3.3. Approche semi-covalente

Cette approche vise a combiner les avantages des deux méthodes précédentes (covalente et non-
covalente)*®. Dans un premier temps, le template polymérisable est lié de facon covalente au
polymere. Suite a l'extraction de ce dernier par rupture des liaisons covalentes, on forme des
fonctions chimiques (comme des acides carboxyliques) pouvant par la suite reconnaitre la molécule
cible via des interactions non covalentes comme des liaisons hydrogénes. Notons par ailleurs
qu'étant donné que le template est initialement li¢ de facon covalente a la matrice polymérique, le
clivage de ce dernier permet de laisser des groupes de reconnaissance situés uniquement a
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I’intérieur des empreintes formées. Par conséquent, la distribution de ces groupes est plus uniforme
que dans le cas de I’approche non-covalente. Cela induit une diminution de la reconnaissance non

- 26,31
spécifique du polymere™".

Deux variantes de cette approche sont décrites dans la littérature :

(i) le template et les monomeres polymérisables sont directement liés entre eux. Cette méthode a été
rapportée par Sellergren et Andersson pour I’impression du p-aminophénylalanine éthyle ester’

(Figure 6).

NaOH(10M)/MeOH
=1/1

) HN, Oo« _).J\
L ) OH
H3N: o™
) - NH
- >
Ho” Ho
T 14

Figure 6. Exemple d’impression moléculaire par I'approche semi-covalente
dans laquelle le template polymérisable est lié¢ directement au polymére
(d'aprés la référence 32).

(i) le template et les monomeres sont liés par I’intermédiaire d’un groupement dit espaceur.
Whitcombe et Coll. ont mis en place I’approche via un espaceur de type carbonate pour
I’impression du cholestérol”>. L’hydrolyse du polymére qui en résulte, avec NaOH dans le
méthanol, libére la molécule modele (cholestérol) avec la perte simultanée de 1'espaceur sous la
forme de CO; (Figure 7). Ceci permet de réaliser une empreinte avec un espace plus grand que la

dimension du template, favorisant généralement la recomplexation de la molécule cible.
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Figure 7. Exemple d’impression par I'approche semi-covalente dans laquelle le template
et les monomeéres sont liés par un groupe espaceur (d'aprés la référence 33).

Le plus grand inconvénient de I’approche semi-covalente est I’étape d’hydrolyse du template apres
polymérisation. Dans le cas des fonctions esters, les conditions d’hydrolyse sont trés drastiques

(MeOH / NaOH conc. 4 reflux pour plusieurs jours)*>*

, et dans certains cas, elles ne suffisent pas a
cliver la liaison entre le template et la matrice polymérique. Pour surmonter ce probléme, le clivage
est parfois réalisé en conditions réductrices (utilisation de LiAIH,)*>"°, ce qui entraine la formation

des fonctions alcools dans I’empreinte.

1.3.4. Approche avec des liaisons de coordination

De nombreux processus de reconnaissance biologique utilisent des métaux de transition
(oligoéléments) pour former des liaisons de coordination avec les molécules cibles’’. Le méme
principe est appliqué pour la synthése d’empreintes moléculaires. Les complexes fonctionnalisés
sont alors composés d’un ion métallique et d’un ligand polymérisable, formant un complexe
ternaire via des liaisons de coordination avec la molécule cible a imprimer (Figure 8).

Le premier exemple utilisant cette approche a été rapporté par Fujii et Coll.*® dans I’impression
moléculaire d’aminoacides avec du cobalt (III). Différents métaux et ligands polymérisables de
types styréniques ont été testés par le group d’Arnold et de Striegler dans des matrices organiques et

39,40,41,44

des supports solides . Les ions cuivriques (Cu”") sont utilisés pour la synthése d’empreintes

moléculaires capables de reconnaitre sélectivement les sucres comme le glucose* .
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Figure 8. Exemples de complexes ternaires dans le cas du cu® (a) etdu Ni** (b).

Les liaisons de coordination sont en général plus fortes que les interactions non-covalentes (liaisons
hydrogenes, n-r stacking, liaison de Van Der Waals) utilisées dans les empreintes moléculaires. La
stabilit¢ des complexes de métaux de transitions permet d'obtenir des sites d’interactions sans
utiliser un excés de monomere fonctionnel, ce qui permet une diminution des interactions non-
spécifiques®™. Enfin, différents métaux de transition sont utilisés tant pour leurs propriétés de

complexation des analytes que pour leurs propriétés catalytiques pour des réactions chimiques® .

1.4. Facteurs intervenant dans la synthése des MIPs

1.4.1. Influence de I’agent de réticulation

Les agents de réticulation sont des molécules organiques possédant plusieurs groupements
polymérisables, capables d’apporter une structure tridimensionnelle plus ou moins rigide a la
matrice polymérique. La structure rigide de la matrice est nécessaire pour maintenir 1’arrangement

spatial de la cavité aprés extraction du template’’®

. Les polymeéres doivent également avoir une
certaine flexibilit¢ pour permettre au ligand d’accéder aux cavités avec des cinétiques d’équilibre
rapides. Donc, un bon compromis entre rigidité et flexibilit¢é de la matrice polymérique est

nécessaire pour obtenir un matériau avec une bonne sélectivité et une bonne cinétique de

28



Principe et applications des polyméres imprimés

reconnaissance. Des travaux d’optimisation du ratio monomere/agent de réticulation utilisé¢ ont été
réalisées en comparant les sélectivités obtenues avec différents polymére imprimés. Par exemple,
Wulff et coll. ont montré que, pour des MIP préparés par I’approche covalente, la sélectivité
augmente avec la quantité d’agent de réticulation®” (Figure 9a). Dans cette étudie des polyméres
imprimés ont été préparés avec différents rapports entre les agents de réticulation tel que le
diméthacrylate butane diol (BDMA), le diméthacrylate d’éthyléne glycol (EGDMA), le
divinylbenzeéne (DVB) et des monomeres fonctionnels de méme nature (le méthacrylate de méthyle
et le styréne respectivement). Les résultats ont montré que les polymeéres a base d’acrylates sont
plus performants que les polyméres d’origine styrénique (Figure 9a).

Pour I’approche non-covalente, Sellergren a étudi¢ I'influence du rapport entre le monomere
fonctionnel et I’agent de réticulation pour des polymeres préparés avec une quantité¢ fixe de
template®®. Initialement, la sélectivité des polyméres augmente avec le pourcentage de monomére
fonctionnel, pour diminuer lorsque le taux de monomeére dépasse environ 25% par rapport a la
quantit¢ d’agent de réticulation (Figure 9b). Deux principales raisons peuvent expliquer ce
phénomeéne. Tout d’abord, un exceés de monomere fonctionnel augmente la reconnaissance non-
spécifique, abaissant la moyenne générale de sélectivité des MIPs. Deuxiémement, une certaine
quantit¢ d’agent de réticulation est nécessaire pour maintenir une structure définie des sites
d’interactions, ainsi la diminution du taux de réticulation conduit a une moins bonne stabilité

physique des cavités dans le polymeére imprimé.
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Figure 9. Influence de la quantité d’agent de réticulation sur la sélectivité pour des polyméres imprimés
préparé avec une approche covalente (a) et une approche non-covalente (b) (d'aprés la référence 77b).
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1.4.2. Influence du solvant

Dans la synthése des empreintes moléculaires, le solvant joue un rdle trés important pour la
formation des macropores a I’intérieur de la matrice polymérique*’. Selon la nature du solvant
(appelé dans ce cas porogene), différentes dimensions et structures de pores peuvent étre obtenues
mais ces différences n'ont pas beaucoup d'influence sur la sélectivit¢ des MIPs. Les meilleurs
résultats en terme de sélectivité sont souvent obtenus lorsque du chloroforme est utilisé comme
porogene, ce qui conduit a la formation de polymeéres avec un faible indice de porosité et surface
spéciﬁque77b. Généralement, les polymeéres préparés en absence de porogene sont trés denses et les
sites de reconnaissance résultants ne sont pas facilement accessibles par les analytes®™.

La nature du solvant joue également un rdle important dans la complexation des monomeres
fonctionnels avec le template, surtout dans le cas d’une approche non-covalente, ou la formation du
complexe de pré-polymérisation est influencée par la polarité du solvant. Une étude réalisée par
Sellergren and Shea’' a permis de corréler la polarité du solvant & la sélectivité du polymére final
(Tableau 1).

Les solvants peu polaires comme le chloroforme et le benzeéne favorisent les interactions de type
liaison hydrogene et liaison de coordination avec un métal de transition, entre le monomere
fonctionnel et le template dans 1'étape de formation du complexe de pré-polymérisation.

Quant aux solvants polaires et protiques, ils défavorisent les interactions (liaisons hydrogénes et
liaisons de coordination avec un métal de transition) dans le complexe de pré-polymérisation,
entrainant la formation d'un polymeére moins sélectif, du fait de la diminution des interactions avec

le template dans les cavités du polymére imprimé.

Tableau 1. Effet de la polarité du solvant sur la sélectivité (d'apres la référence 51).

Force de la liaison

Entrée Solvant Facteur de separation hydrogéne
1 Acide acétique 1.9 Forte
2 Dimethylformamide 2.0 Modérée
3 Tétrahydrofurane 4.1 Modérée
4 Chloroforme 4.5 Faible
5 Acétonitrile 5.8 Faible
6 Benzéne 6.8 Faible
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1.4.3. Influence de la température de polymérisation

P”’". Les matrices

La température de polymérisation est un facteur qui influence la sélectivité¢ des MI
réticulées formées aprés polymérisation sont, quant a elles, trés stables thermiquement, jusqu’a
200°C dans certains cas>. Les températures de polymérisation dépendent de I’initiateur de radicaux
utilisé. L’AIBN (azoisobutyronitrile) est I’initiateur radicalaire de polymérisation le plus employé
dans la synthése des MIPs, et sa température de décomposition est de 65°C. Autre initiateur de la
méme famille que le précédent, ’ABDV (2,2’-azo-bis-(2,4-diméthylvaléronitrile) présente une
température de décomposition plus basse de 40°C. Enfin, les initiations photochimiques permettent
la formation de polymére a température ambiante voire a 0°C™. Il a été démontré que les
empreintes moléculaires préparées a basse température étaient plus sélectives que celles préparées a

53,54

plus haute température™". En effet, surtout dans le cas de ’approche non-covalente, la stabilité¢ du

complexe de pré-polymérisation étant défavorisée a hautes températures.
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2. Polymeérisation en mini-émulsion

2.1. De la polymérisation en «bulk» a la polymérisation en mini-émulsion

Les différents types d’approche pour la préparation des empreintes moléculaire peuvent étre adaptés
aux différentes méthodes de polymérisation. La plus utilisée, pour sa simplicité et sa facilité¢ de mise
en ceuvre, est la polymérisation en masse (ou « bulk »). Les monomeres, [’agent de réticulation et le
template sont mélangés en présence d’un initiateur radicalaire et dans certain cas, d’un solvant
organique. La polymérisation est initiée thermiquement ou photochimiquement selon le type
d'initiateur radicalaire utilis¢®”®®. A la fin du processus, le polymére est récupéré en un bloc
monolithique qui nécessite une étape de broyage et de tamisage avant d’étre utilisé. Pour cette
raison, la forme des particules est tres irrégulicre et présente une large distribution de taille (Figure
9a) ainsi que la rupture de certaines cavités. Il est estimé que seulement 20% des sites de
reconnaissance sont conservés aprés I’étape de broyage®. L’une des plus importantes limitations de
la polymérisation en bulk est la grande quantit¢ de template restant dans la matrice polymérique
sans pouvoir en étre extraite dans le cas de 1’approche covalente™.

D’autres méthodes ont été utilisées pour obtenir des empreintes moléculaires avec un meilleur
controle de la taille des particules et une distribution plus homogene de la forme des sites. Par
exemple, la polymérisation en suspension permet la formation de particules monodisperses de taille
micrométrique (5-50 pm)’™*. Comme son nom I’indique, le polymére est obtenu en suspension
dans le solvant. Les liquides perfluorés sont beaucoup utilisés pour leur capacité a disperser les
particules formées, évitant ainsi la formation d’un bloc comme dans le cas de la polymérisation en
masse. Ces solvants peuvent facilement étre recyclés par distillation afin de diminuer le colt de la

2039 "Quant a la taille des particules, elle

polymérisation, qui reste I'un des principaux inconvénients
est contrdlée par la vitesse d’agitation et la quantité de stabilisant utilisée.

Une autre méthode pour obtenir des particules de taille micrométrique est la polymérisation par
précipitation. Cette technique, appliquée aux empreintes moléculaires, a été rapportée pour la

premiére fois par Ye et Mosbach®”*!

et permet d’obtenir des microspheres de taille comprise entre
0.3-10 um (Figure 9b). Le principe est basé sur la précipitation des particules de polymeére, qui
lorsqu’elles atteignent une certaine taille ou une certaine masse molaire deviennent insolubles dans
le solvant et précipitent. La forte dilution des monomeres (le solvant représentant 95% du milieu
réactionnel) avec une bonne quantité d’agent de réticulation permet 1’obtention de chaines

polymériques plus courtes et empéche le phénomene de coalescence.
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Figure 10. Microscopie électronique a transmission (MET) pour un
polymére préparé par polymérisation en bulk (a), et pour un
polymeére préparé avec la polymérisation par précipitation (b).

e , . . , . )
La méthode de polymérisation en émulsion®®

a également été étudiée pour la préparation des
empreintes moléculaires. Elle permet d’obtenir des particules de forme et de taille plus homogenes
que celles obtenues par la polymérisation en masse. De plus, il est possible d’obtenir des
nanosphéres fonctionnalisées en surface’’, ce qui permet une amélioration au niveau de ’extraction
du template aprés polymérisation et des phénomenes de diffusion de la molécule cible vers les sites
de reconnaissance. Whitcombe et coll. ont préparé des empreintes moléculaires du cholestérol avec
une méthode de polymérisation «core-shell» en émulsion®. Cette polymérisation s’effectue en deux
¢tapes. Dans la premicre, un latex de particules sphériques est préparé avec différentes variétés de
monomeéres fonctionnels, comme par exemple le styréne, le divinylbenzéne (DVB), ou les alkyles
acrylates. Les particules formées ont généralement une taille comprise ente 50 nm et 1 um de
diametre. Le latex ainsi obtenu est mélangé avec une certaine quantité de monomeres
fonctionnalisés et de «template» lors de la seconde étape de polymérisation. La taille, la
morphologie et les propriétés physico-chimiques des particules finales sont controlées par la
composition, la structure des monoméres et les conditions réactionnelles®*.

Pour améliorer la méthode et avoir un contréle du processus d’impression uniquement a la surface
des nanospheéres, le méme groupe de recherche a synthétisé des empreintes moléculaires avec un
monomére tensioactif (PS) et un template tensioactif (TS)®. Ce type de template a été envisagé
pour se positionner a la surface des nanoparticules formées dans la premicre étape de
polymérisation. Suite a la deuxieme étape de polymérisation et a ’extraction du template, des

cavités hydrophobes sont obtenues a la surface hydrophile des nanosphéres (Figure 11).
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Figure 11. Représentation schématique de la formation des cavités hydrophobes a la surface des
nanosphéres avec I'utilisation d’'un template tensioactif (TS) (d'aprés la référence 65)

Carter et Rimmer ont récemment rapporté la préparation d’empreintes moléculaires avec une

polymérisation «core-shell», pour la reconnaissance sélective de la caféine dans I’eau®®. Aprés

polymérisation, 100% du template est extrait de la matrice polymérique, ce qui représente un gros

avantage comparée a la préparation habituelle des empreintes par polymérisation en «bulk».
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Un cas particulier de la polymérisation en émulsion est la technique de polymérisation en
mini-émulsion®” qui permet également d'obtenir des nanoparticules monodisperses, trés réguliéres

en forme, et avec des tailles de particules comprises entre 50 et 500 nm.

2.2. Principes généraux de la polymérisation en mini-émulsion

La formulation et l'application des nanoparticules de polymeére bénéficient d'une grande popularité

dans le monde de la recherche et de l'industrie®”®®

. Une des méthodes pour obtenir des
nanoparticules consiste en une procédure de polymérisation particuliére: la polymérisation en mini-
émulsion. Dans la procédure de préparation d'une mini-émulsion huile dans 1'eau, deux phases
liquides non miscibles sont fortement agitées (Figure 12).

Formation de Formation de Nanoparticules
micelles nano-micelles de polymeére

eﬁs#ﬁﬁ %6 o
Ultrasonication # .;ﬁ # Polymérisation | @ @ P ..

> #* % Lavage . e
% o W S R

‘\/ /\ Agitation
/o /_\/ wgoureuse)

phase aqueuse .

omonomeére Taille : 200 — 1 ym Taille : 20 — 200 nm

¢ agent de réticulation

T tensioactif

Figure 12. Procédure pour la formation de nanoparticules via mini-émulsification et
photos de nanosphéres de polymére prises par microscopie électronique a
transmission (d'aprés la référence 67a)

L'une organique contenant les monomeres fonctionnels, un initiateur radicalaire de polymérisation

et un agent hydrophobe (pour éviter le phénoméne du mirissement d’Ostwald)*®

, et l'autre aqueuse
contenant un tensioactif. Pendant I'agitation et grace a cette derniere, la phase organique se disperse

dans 1'eau sous forme de gouttelettes (Figure 12). La taille des micelles varie entre 200 nm et 1pum.
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Polymérisation en mini-émulsion

Aprés traitement par ultrasonication®*®®

, elles deviennent plus homogenes du point de vue de leur
forme, et leur diamétre est réduit entre 20-200 nm (nano-micelles).

Les nano-gouttelettes ainsi formées, stabilisées par 1'agent hydrophobe, sont ensuite polymérisées
par initialisation thermique ou photochimique, pour obtenir un latex de nanoparticules (Figure 12).
La forme et la taille de ces nanospheres ne changent pas apres polymérisation comme le montrent
les photographies prises au microscope ¢lectronique (Figure 12) et ce contrairement a la
polymérisation en émulsion. En effet, dans ce cas, la taille des particules est établie par la cinétique
des processus d’agitation, par la température ou la quantité de l'initiateur®. Ces facteurs ont peu
d'importance dans la polymérisation en mini-émulsion ou la taille des particules est essentiellement

déterminée par le processus de dispersion de la phase organique dans l'eau, et par la stabilit¢ des

. 69
micelles™.

2.2.1. Etudes sur I'nomogénéisation de la mini-émulsion

Le processus d'homogénéisation par ultrasonication (US) de la mini-émulsion est initié par agitation
de I'échantillon, afin d’obtenir une taille des gouttelettes qui est dix fois plus grande que la taille des
gouttelettes finales aprés ultrasonication (Figure 13)°%.

Au cours de I’ultrasonication, la taille des gouttelettes diminue constamment jusqu'a atteindre un
équilibre. Au début de I'homogénéisation, la polydispersité des gouttelettes est encore assez élevée,
mais par une série de fusions et fissions, la valeur de polydispersité diminue. La mini-émulsion

atteint un état stable appelé état stationnaire ou la valeur de polydispersité devient constante

(Figure 13).
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Figure 13. Rappresentation schématique du processus d'homogénéisation par ultrasons (US)GBa.
Le processus d’homogénéisation peut tre suivi par différentes méthodes, comme par exemple, la
mesure de la turbidité et de la tension superficielle. Avec l'augmentation du temps d’ultrasonication,
la taille des gouttes diminue et, par conséquent, l'ensemble de l'interface micellaire augmente. La
tension superficielle qui est sensible a la variation de la surface a l'interface huile / 1'eau, augmente
avec le temps d’ultrasonication pour atteindre une valeur de saturation correspondant a I’état
stationnaire (Figure 13). L'homogénéisation de la distribution des tailles des micelles est atteinte
aprés environ 1000 s. (Figure 13). Aprés le processus d’homogénéisation, les trés petites
gouttelettes formées ne sont pas dans un état thermodynamique stable, donc elles essaient
d'augmenter leur taille par deux mécanismes : croissance par murissement d’Ostwald et croissance
par coalescence®™. La suppression de ces deux processus est nécessaire pour la réalisation d'une
mini-émulsion stable. La coalescence peut étre contrdlée par 1'usage efficace d'un agent tensioactif.
Le mirissement d’Ostwald peut étre supprimé de maniére efficace par I'ajout d'un agent
hydrophobe®®.

Différentes molécules peuvent étre utilisées comme hydrophobe pour supprimer le marissement
d’Ostwald. La molécule standard la plus utilisée est ’hexadécane (HD). Les silanes, les siloxanes,
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les isocyanates, les polyesters, les alcanes fluorés et de nombreux autres se sont révélés treés

efficaces dans la suppression du mirissement d’Ostwald (Tableau 2).

Tableau 2. Exemples de molécules utilisées comme hydrophobe en mini-émulsion®®.

Hvdrobhobe Diamétre Tension Hvdrophobe Diamétre Tension
ydrop (nm) Superficielle ydrop (nm) Superficielle
F
R RFFLF E
F F
H3C—<CH2>—CH3 102 67.2 F . 88 68.7
14
F
F
FEFF F
Oligostyrene: M,,= 1000 96 68.2
F
F F
CO 78 68.4 F F 86 69.2
F
CH,CH,
H3CH,C —Si—CH,CHg 99 68.2 Huile d’olive 80 52.8
CH,CH,
| o/
Si SIT
o< o] 109 58.9 Polyester 82 50.1

2.3. Préparation des empreintes moléculaires via la polymérisation en mini-émulsion

La polymérisation en mini-émulsion est bien adaptée pour la préparation de nanospheres imprimées
par approche covalente ou non-covalente (Figure 14)"%"".

La préparation des nanospheres via la polymérisation en mini-émulsion a été pour la premiére fois
étudiée par le groupe de Tovar'’. Plusieurs formulations de particules ont été préparées en utilisant
différents rapports entre ’agent de réticulation (EGDMA) et le monomére fonctionnalisé (acide
méthacrylique, MMA), tout en faisant varier le template. Aprés polymérisation en mini-émulsion en
présence d’un agent tensioactif (SDS), et d’hexadécane pour prévenir le miarissement d’Ostwald, le
latex résultant est caractéris¢ par plusieurs analyses physico-chimiques: analyse
thermogravimétrique, la mesure de la polydispersité¢ (par diffusion de la lumiére), mesure de la

surface spécifique (BET) et microscopie électronique a transmission (MET)"®.
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Figure 14. Préparation des nanosphéres imprimées par la polymérisation «one-stage» en mini-émulsion
(d'apres la reference 70).

Les mesures spécifiques de surface (BET) ont montré une valeur presque identique (=55 m*g")
entre les polymeéres préparés en présence et en absence de template. L’extraction du template
entraine une augmentation de la surface des nanoparticules pour atteindre une valeur de 80 m*/g”’.
L’augmentation de la surface spécifique, dans le cas du polymeére imprimé, est interprétée comme
une indication de la formation de nanopores suite a I'extraction du template aprés polymérisation.
De plus, dans les études rapportées par Tovar, la quantité de template extraite est controlée par
spectroscopie UV. Ainsi, le fait que plus de 95% du template initial soit extrait de la matrice
polymérique met en évidence une extraction plus efficace du template dans ce systéme face a celui
de la polymérisation en bulk.

Récemment, la polymérisation en mini-émulsion a été utilisée par le groupe de Tong pour
I’impression de certaines protéines’'. L’étude a permis de comprendre et de caractériser les
interactions entre le tensioactif et les protéines utilisées pour réaliser I’empreinte moléculaire. En
¢tudiant ces types d’interactions par la technique du dichroisme circulaire, il a été constaté qu'un
certain degré d'interaction entre la protéine-template et les micelles formées par le tensioactif est
nécessaire pour maintenir les protéines a la surface des particules. Il a également été constaté que
qu'une interaction protéine-template/surfactant trop importante entraine un changement
conformationnel ou une dénaturation de ces mémes protéines. Cette étude a permis de définir des
parametres importants requis pour la préparation des polymeres imprimés pour la reconnaissance

des protéines via la polymérisation mini-émulsion.
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3. Evaluation des propriétés des MIPs

La capacité des polymeéres imprimés a reconnaitre les molécules a partir desquelles ils ont été
préparés, est la propriété la plus importante de ces matériaux’*. Compte tenu de la nature solide des
MIPs, l'usage de ces polymeéres comme phase stationnaire en chromatographie est une des
applications les plus importantes pour évaluer les propriétés de capacité et de sélectivité. Des
équations régissant le processus de reconnaissance moléculaire permettent de déterminer les valeurs
de la constante d'affinité, du facteur de séparation et du facteur d’impression des polymeéres
préparés (la définition de ces parameétres sera expliquée en détail au cours de ce paragraphe).
Comme il a été décrit et démontré par le groupe de Wulff’?, et plus récemment par le groupe de

. . 3173
Shimizu™

et Sellergren’, les MIPs présentent une distribution de sites d’interaction, avec des
sites a haute et d’autres de basse affinité. La méthode chromatographique, méme en restant la plus
simple a mettre en ceuvre pour ces types de systémes, ne permet pas d'évaluer en détail
I'hétérogénéité des sites d'interactions des MIP"™.

La méthode d'évaluation la plus utilisée pour déterminer les constantes d'affinités et de la sélectivité

des polymeéres imprimés est la méthode de binding appelée « batch process ».

3.1. Description de la méthode du « batch process»

Cette méthode implique I’analyse du mélange hétérogéne MIP / solution de I’analyte”. Une
quantité connue de polymere imprimé est ajoutée a une solution de concentration connue de

molécules template (Figure. 15).

t=0 t=x
- i
\_/
Concentration
— —— :
M~ ~———— ~ libre d'analyte (F)

Concentration vy b | équilibre v ’d
initial d'analyte (I) ™| b v > — v >V
“ Concentration d'analyte

v N Y
reconn B
MIP ** ***/ ue (B)
V/I\V

N =

Figure 15. Equilibre de complexation par la méthode du « batch process».
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Apres un certain temps d’incubation, I'équilibre MIP / template est atteint, et une certaine quantité
d’analyte est complexée par le polymere imprimé (B). Le polymére peut étre donc séparé par
filtration ou centrifugation, et la quantité d’analyte non reconnue qui reste en solution (F) est
mesurée et quantifiée par les méthodes classiques d’analyse comme la CLHP ou par toutes autres
techniques de dosage quantitatif’ ’*. La concentration de template reconnu par le MIP (B) est
facilement calculable par la différence entre la concentration initiale de 1'analyte a t = 0 (I) et la
concentration libre (F) aprés l’incubation avec le polymere (B = I — F). Les valeurs des
concentrations mentionnées précédemment permettent d’effectuer une étude détaillée de la capacité
et de la sélectivité, ainsi que de 'homogénéité des sites de reconnaissance des MIP. Cette méthode
permet ¢également de réaliser les isothermes de reconnaissance moléculaire pour déterminer

I'homogénéité de la distribution des sites d'interaction et les constantes d'affinité Kp.

3.2. Analyse de I'effet d'empreinte et de la sélectivité dans les polyméres imprimés

Le phénomene de reconnaissance moléculaire des polyméres imprimés peut étre résumé par

1'équation suivante, similaire a celle qui régit les phénomenes de reconnaissance entre un enzyme et
5

son substrat” :

MIP + S= [MIP-S]

La quantité¢ de substrat partitionné entre le MIP et la solution est donnée par le coefficient de
partition Kp:
Ky=B/F

La sélectivité pour un polymere est donnée par la différence en énergie libre d’adsorption d’un
substrat par rapport a un autre. L’énergie libre d’adsorption est définie par I’équation :
AG =-RT In Kp
La différence peut donc étre écrite de la fagon suivante :
AAG = AGl — AGz =-RT In sz - (—RT In Kpl) =-RT In (sz/ Kpl)

Donc, le rapport entre les coefficients de partition correspond a la sélectivité du polymére imprimé
entre deux substrats. Cette valeur est normalement définie comme le facteur de séparation (a) ou,

dans certains cas, comme le facteur de sélectivité :
a= (Kp2 / Kpl)

Le facteur de séparation indique combien de fois le substrat 2 s’est lié au polymere par rapport au

substrat 1. Ceci est particuliérement intéressant pour comparer les énantiomeéres du méme composé,

41



Evaluation des propriétés des MIP

qui ont les mémes propriétés mais une disposition spatiale différente. Pourtant, la valeur du a, ne se
limite pas seulement aux énantiomeres, et toutes les molécules peuvent étre comparées par rapport
au méme polymere.

Une meilleure fagon pour comparer I’effet d'impression de deux composés, est de prendre en
compte le facteur d'impression ou effet d'empreinte (I)**. Cette grandeur est une modification du
coefficient de partition (Kp), et peut étre obtenue en effectuant le rapport entre le coefficient de
partition d’un composé avec le polymere imprimé (Kwup), et le coefficient de partition du méme

compos¢ avec le polymere de contrdle (Knp) :
1= (Kwme / Knp)

Dans ce cas, le facteur d'impression (I) permet d’évaluer combien de fois le composé 1 est reconnu
par le polymére imprimé¢ par rapport au polymere de contrdle. De cette fagon, les interactions non
spécifiques avec le polymére sont enlevées, et on ne prend en compte que la quantité réelle de
template reconnu par le polymeére imprimé. A partir du rapport entre deux facteurs d'impression (Iy
pour le composé 1 et I, pour le composé 2) nous pouvons obtenir le facteur de sélectivité
spécifique :

S=(11 /Iz)

Il est clair que pour deux énantiomeres la valeur Knp est la méme et que par conséquent, la valeur
de la sélectivité spécifique S est réduite au facteur de sélectivité a.
Une autre manicre, tout a fait comparable a la précédente, pour calculer le facteur de sélectivité a

43,76

été proposée par le groupe de Striegler ™. Ils ont défini le facteur de sélectivité a;; pour deux

analytes i et j comme :

@i = (Cij=i — Ccontrole,i) / (Cij — Ccontrole,j) (1)
ou ¢;;est la concentration d’un carbohydrate j reconnue par un polymére imprimé i.

3.3. Les courbes isothermes de complexation

Les propriétés de reconnaissance et les distributions des sites d’interactions peuvent tre calculées a
partir des courbes isothermes de complexation correspondantes’’. Les courbes sont une mesure du
comportement de la reconnaissance moléculaire des MIPs par rapport a la variation de
concentration de 1’analyte. Elles sont représentées comme la concentration reconnue par le
polymére (B) en fonction de la concentration libre d’analyte en solution (F) (Figure 16). A premiére

vue, la ligne courbe dans 1’isotherme du polymeére imprimé indique la présence de sites de liaisons
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spécifiques a l'intérieur du MIP, tandis qu'une ligne droite dans le cas du polymére de contrdle,

indique seulement I'existence de fixations non spécifiques de I’analyte’”.

44— Polymeére imprimé

/ ___— Polymere de
[ ___—— ¥ contrdle

»
»

F

Figure 16. Courbes isothermes de complexation pour
un polymeére imprimé et un polymére de controle.

Différentes corrélations mathématiques ont été établies pour mettre en relation la quantité d’analyte
reconnue par le polymere (B) et la quantité libre en solution (F). En général, ces corrélations sont
basées sur deux modeles d’affinité : homogeéne et hétérogene. Le modele d’affinité homogéne
suppose que les sites d'interaction a l'intérieur de la matrice de polymeére ont seulement une certaine
forme, avec une seule série de paramétres de reconnaissance (le nombre total des sites de
reconnaissance N, la constante d'affinité K). Dans le deuxiéme cas, le mod¢le d’affinité hétérogene,
on suppose l'existence de deux ou plusieurs types de sites d'interactions, chacun avec une constante
d’affinité différente (Kj). Les deux types de modeles sont discutés bri¢vement.
Le mode¢le d’affinité homogene est le méme que celui utilisé dans les structures homogénes des
enzymes, des anticorps et des récepteurs artificiels’® et, il est facilement applicable pour la
caractérisation des MIPs, généralement sous la forme de droites de Scatchard. L’équation
mathématique du Scatchard plots est directement dérivée de 1’isotherme de Langmuir :

B

F- KN — KB
ou N et K ont respectivement ét¢ définis comme le nombre total de sites de reconnaissance et
comme la constante d'affinité.
Le premier essai, consiste a déterminer 1'évolution du rapport B/F en fonction de la concentration
reconnue par le polymeére (B). Tous les systeémes d’empreintes moléculaires qui correspondent a une
régression linéaire comme celui illustré dans la figure 17a, sont caractérisés par un modele

homogene de sites d’affinité.
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Figure 17. Scatchard plots pour un polymére imprimé contenant des sites d’interaction
homogenes (a) et pour un polymére imprimé contenant de sites d’interaction hétérogenes (b).

La pente de la ligne correspond a la constant d’affinité (K) et la valeur x — intersection correspond
au nombre total des sites de reconnaissance N.

Malheureusement, la plupart des MIPs ne suivent pas le modele homogene de sites d’affinité
(Figure 17a). Cela peut étre attribué au fait que les sites d’interaction des polymeéres imprimés,
contrairement aux enzymes ou aux anticorps, présentent de grandes différences dans la taille, la
forme, la rigidité et l'affinité. Le graphique du Scatchard plots ressemble a celui de la figure 17b, ou
deux lignes droites peuvent étre différenciées : une correspondant a des sites a haute affinité et
I’autre a des sites a faible affinité. Cependant, ce dernier moyen d’analyse est trop simple pour
caractériser avec précision 1I’hétérogénéité des polymeres imprimés, et est trop difficile a utiliser
lorsqu'on veut comparer deux polyméres différents avec diverses concentrations de l'analyte™. Pour
surmonter ce probléme, les courbes isothermes ont récemment été analysées avec 1’équation de
Freundlich®""*"*

B =aF"

Tout d'abord, la reconnaissance du polymére est représentée sous la forme de log B en fonction de
log F (Figure 18a). La ligne droite obtenue correspond a I’équation de Freundlich sous sa forme

logarithmique :
log B=mlog F + log a

ou m et a sont respectivement deux parametres correspondants a la pente et a la valeur de
JoW-intersection) "o deux variables permettent de calculer le nombre des sites d’interactions (N;) qui

ont une certaine constante d’affinité (Kj), par I'équation suivante (Figure 18b) :

Ni=2.3 am (1 - m®) K;™
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Le minimum (Kpin) et le maximum (Kyax) de la distribution de constante d'affinité sont donnés

dans la pratique, par les limites de concentration de 1'analyte, utilisés lors des essais d'incubation

avec le polymére imprimé :

(a)

logB=mlogF +log a

r'

log B (umol/g)

log F (mmol)

N (K) (pmol/g)

Kimin =1 / Fumax
Kmax = 1/ Fiin

(b)

Ni=23am (1-m) K™

log N (umol/g)

Kmin

log K (1/M)

Kinax

(c)

log N vs log K

log K (1/M)

Figure 18. Représentation de I'équation Freundlich (a) et de la distribution des constantes d’affinités (b et ¢)

(d'apres la référence 77a)

La courbe de la figure 18b, peut également étre représentée sous forme logarithmique (Figure 18c).

De cette facon, une ligne droite est obtenue, et la pente représente le paramétre m vu

précédemment. Cette variable, généralement appelée indice d’hétérogénéité, est une mesure de

I'hétérogénéité du systeme et sa valeur est comprise entre 0 et 1. Plus la valeur est proche de 1 plus

le systéme est considéré comme homogéne, avec une distribution des constantes d’affinité plus

étroite.
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4. Introduction des travaux de these

L’¢étude des résultats publiés dans la littérature sur la polymérisation en mini-émulsion, montrent
que grace a cette technique, nous pouvons obtenir des particules de polymeére sphériques, avec un

bon contrdle du processus et des cinétiques de polymérisation®”®®

. Les nanosphéres formées
montrent un haut degré d’homogénéité comparé¢ aux particules obtenues par polymérisation en
masse. La technique a ¢été aussi utilisée pour synthétiser des MIP, dans lequel les sites de
reconnaissance sont localisés sur la surface, avec donc une amélioration significative des
pourcentages d'extraction du template aprés polymérisation, et de 1’accessibilité¢ des sites par la
molécule cible™.

Outre cette amélioration dans la préparation des MIP, 1’approche semi-covalente qui combine
I'avantage des stratégies covalente et non-covalente, a également été développée pour améliorer le
contrdle de la micro-impression de polymér6526b. Le résultat est une diminution nette des
interactions non spécifiques qui généralement, en particulier dans une approche non-covalente,
provoquent un faible effet d'impression.

Dans le cadre de mes travaux de thése nous avons développé une nouvelle méthode d'impression
moléculaire qui combine [’approche semi-covalente et la méthode de polymérisation en
mini-émulsion «one-stage». L'association des deux concepts devrait conduire a des MIP avec des
propriétés de reconnaissance moléculaire probablement améliorée, avec un faible indice de
polydispersité et surtout avec une population de sites d’affinité plus homogeéne comparé a la
polymérisation en « bulk ». De plus, 1'impression moléculaire en surface des nanospheres préparées
par polymérisation en mini-émulsion «one-stage», devrait assurer une meilleure accessibilité et
extraction du template aprés polymérisation, qui reste a ce jour, l'un des principaux inconvénients
de l'approche semi-covalente.

Pour la réalisation de la nouvelle méthode d'impression moléculaire deux systéme de templates ont
¢été étudiés: les molécules phosphorées et les monosaccharides. Le chapitre 1 de ce de ce manuscrit
décrira la synthése de nouveaux templates tensioactifs phosphor¢s, et leur utilisation pour permettre
de controler le "design" des empreintes moléculaires a la surface des nanoparticules. En effet, grace
a ces molécules phosphorées il a été possible de mettre en place plusieurs points d'ancrage dans les
sites de reconnaissance des polymeéres imprimés. Nous nous sommes intéressés a 1’influence de
I’augmentation du nombre des points d'ancrage sur la capacité et la sélectivit¢ des MIP.

Par ailleurs, nous nous sommes employés a la préparation de polymeéres imprimés comme
récepteurs artificiels des monosaccharides, en particulier des dérivés du glucose. Avant de décrire la

synthése de ces récepteurs artificiels, nous avons réalisé¢ dans le chapitre 2, un état de I'art sur tout
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ce qui a été consacré, jusqu'a aujourd'hui, a I’impression des monosaccharides avec les différentes
approches d'impression moléculaire.

Dans le chapitre 3, nous expliquerons la préparation des empreintes moléculaires a 1’aide d’un
template tensioactif basé sur le glucose. Les résultats obtenus lors des tests de complexation du
glucose, en termes de capacité et de sélectivité vis-a-vis des autre épimeres, ont é&té comparés aux
données de la littérature. Dans ce chapitre, nous discuterons également de 1'application de différents
modeles mathématiques (Bi-Langmuir et Freundlich), afin d'obtenir des informations sur le degré
d'homogénéité des sites d'interactions formés avec la nouvelle méthode d'impression moléculaire.
Enfin, aprés une conclusion générale sur ce travail de these, les dernieres sections de ce manuscrit

seront consacrées a la partie expérimentale et aux notes bibliographiques.
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Nouvelle approche pour la synthése des empreintes moléculaires

5. Combinaison de |'approche semi-covalente avec la méthode de
polymérisation en mini-émulsion «one-stage»

5.1. Descriptions du procédé d'impression moléculaire

La nouvelle approche étudiée et mise au point consiste a copolymériser un template polymérisable
tensioactif (T) (Schéma 1), caractéris€ par la présence simultanée d’une partie polymérisable
hydrophobe et d’une téte polaire soluble dans I’eau. Pendant le processus de mini-émulsification
« huile dans 1'eau » en présence de l'agent de réticulation, d'un tensioactif (SDS) et d'un initiateur
radicalaire de polymérisation (AMBN), un ensemble de micelle ayant un diametre compris entre 50
et 500 nm est obtenu. Compte tenu de sa nature, le template T va se positionner sur la surface de
ces micelles a I’interface entre la phase organique et la phase aqueuse (Schéma 1). Les micelles sont
ensuite polymérisées pour obtenir un latex de nanoparticules. Apres rupture des liaisons covalentes
(esters méthacryliques) et extraction du template, les sites de reconnaissance devraient étre situés a
la surface des nanospheres (Schéma 1). La reconnaissance moléculaire du template a lieu grace a
des interactions non-covalentes (liaisons hydrogeéne) entre les fonctions alcools présentes sur la
molécule modele et les acides carboxyliques présents dans les cavités des nanosphéres imprimées
(Schéma 1). Dans la premiere partie de mes travaux de thése, nous avons étudié les phénomenes qui
régissent cette nouvelle technique d'impression moléculaire. Nous nous sommes intéressés a
I’influence de I’augmentation du nombre d’acides carboxyliques, présents a l'intérieur des sites de
reconnaissance, sur la capacité et la sélectivité de MIPs. Ainsi, une série de templates a base
d’oxyde de phosphine fonctionnalisés (tensioactifs et polymérisables, T1-T3, Figure 19), a été

synthétisée avec aucune (T1), une (T2) ou deux (T3) fonctions esters méthacryliques.

L o
@k(\%osoﬂ& Ok\%somé ﬁﬁ* k\%SOSHN

T2 T3

(0] (0]
L(/\/ L,/\/OH L/\/OH H
SENENGES O o
1 2
Figure 19. Structures des templates phosphorés T1-T3 et des analytes 1-4
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1. Design du template:

i o

Template polymérisable et tensioactif (T) = <4

2. Mini-émulsification et préparation des nanosphéres imprimées en surface:

Mini-émulsion stable Latex de Nanosphéres
Taille de gouttelettes : 30-500 nm nanoparticules imprimées en surface

phase organique

AL Bod

a) Mini- L d) Clivage
N srmtsifstion % P) Polymérisation P14 ot extraction
i c) Lavages f :
o

phase aaueuse

Cdcler 5 %

Template polymérisable
et tensioactif (T)

Monomere / Agent de réticulation

! Tensioactif: SDS

¢ Initiateur radicalaire de polymérisation

3. Reconnaissance moléculaire de I'analyte par liaisons hydrogénes:

Nanosphéres

MIP-Template

Complexe ]

Schéma 1. Description du procédé de préparation des nanosphéres fonctionalisées et imprimées en
surface par 'approche semi-covalente, en utilisant la méthode de polymérisation en mini-émulsion.
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Ce type de templates phosphorés (T1-T3) a été choisi pour deux raisons principales. La premicre,
est que ’atome de phosphore permet de quantifier exactement le template introduit et extrait du
polymeére grace a I’analyse élémentaire du phosphore du matériau; la seconde, est que I’impression
des esters phosphoriques a déja été utilisée pour la formation de récepteurs artificiels pour la
détection des phosphates dans ’eau’’, pour la catalyse des réactions d’hydrolyse d'esters
carboxyliques® et des réactions de transestérifications®' basées sur le principe de la stabilisation de
I’¢état de transition (TSA). Ces travaux nous permettrons de comparer nos résultats avec ceux décrit
pour d’autres systémes de polymeéres imprimés, au niveau de leur capacité et sélectivité.

La préparation de polymeéres dans les conditions de mini-émulsion (styréne, divinylbenzéne,
AMBN, SDS, H,0) avec les templates T1, T2 ou T3, suivie de lavages (extraction) dans le premier
cas (T1), ou d’une étape d’hydrolyse des fonctions esters dans les deux autres (T2-T3), a conduit a
la formation de MIP dont les sites de reconnaissance correspondants possédent respectivement
aucun (IPt;), un (IP12) ou deux (IPy3) acides carboxyliques. Différents tests de reconnaissance
croisés avec les analytes 1-4 (Figure 19) ont été réalisés afin de mettre en évidence la relation entre
la structure du site de reconnaissance des MIPs et leur capacité et sélectivité.

Avant de décrire nos résultats, une analyse bibliographique sur l'utilisation des templates
phosphorés employés dans la préparation des polymeéres imprimés est nécessaire pour faciliter la

comparaison avec les résultats obtenus avec les polymeéres synthétisés au laboratoire.

5.2. Antécédent bibliographique des MIPs préparés avec des templates phosphorés

5.2.1. Réactions d'hydrolyse d'esters

Comme cela a été rappelé précédemment, I'une des principales applications de molécules template
contenant du phosphore (V) repose sur leur utilisation pour la préparation des polymeéres imprimés
possédant une activité catalytique dans les réactions d’hydrolyse d'esters carboxyliques™. La
géométrie tétraédrique de l'atome de phosphore dans les esters phosphoriques a été utilisée pour

80 . .
. Pour cette raison, les cavités d'un

mimer 1'état de transition de I'hydrolyse d'ester (TSA)
polymeére imprimé préparé avec un template a base d'ester phosphorique, est capable de stabiliser
I'état de transition d'hydrolyse d'une fonction ester et donc présenter des propriétés hydrolytiques.

9% Dans

Un des premiers exemples sur ce concept a été reporté par le groupe de Mosbach en 198
cette référence, les auteurs ont synthétisés le p-nitrophénol méthyl phosphonate comme template
mimant l'analogue de 1'état de transition (TSA) de la réaction d'hydrolyse du p-nitrophényle acétate.
Le polymére imprimé préparé avec ce template a montré une activité catalytique de 60% plus

importante que celle observée avec le polymere de contrdle. Le plus grand inconvénient de cette
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méthode a été la forte inhibition de sites catalytiques par 1'état de transition d'hydrolyse de 1'ester.
Cette observation a donné la preuve que les cavités formées sont tout a fait complémentaires a I'état
de transition de la réaction.

Quelques années plus tard, le méme groupe de recherche a rapporté un autre exemple d'hydrolyse
catalytique d'ester®. Dans ce cas, le template phosphoré montré dans la figure 20a, est complexé
avec le monomere fonctionnel N,N'-diethyl (4-vinylphényl)amidine (DEVPA), pour assurer des
fortes interactions avec le template dans le complexe de pré-polymérisation. Apres polymérisation
et extraction du template, le polymére imprimé est utilisé pour catalyser la réaction d'hydrolyse

représentée dans la figure 20b.

0]
2 P
0=0
/o PO
: H 1) Polymérisation
Et\N/ O 'Tl ) Poly - MIP

t NS N\ X
@N/ Et 2) Extraction du template catalytique
|
Et

complexe de pré-polymérisation

b

OV OV

catalytique

Figure 20. a)Préparation d'un polymeére imprimé utilisant un acide phosphonique mono-ester
comme mime de ['état de transition; b) Hydrolyse catalytique d'un ester (d'aprés la reference 82).

L'activité catalytique du polymére imprimé est 5 fois plus grande que celle avec le polymere de
contrdle. Ainsi la réaction d'hydrolyse conduite avec le polymére imprimé est accélérée d'un facteur
100 par rapport a la réaction conduite en solution homogene sans catalyseur. Par contre, méme dans
ce dernier exemple, les auteurs ont constaté un taux d'inhibition important due a l'acide
carboxylique formé apres I'hydrolyse. Le probléme d'inhibition par le produit d'hydrolyse a été

ensuite étudié par le méme groupe de recherche®. L'étude a été consacré a I'hydrolyse de diphényl
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carbonate et carbamate qui a la différence de I'hydrolyse d'un ester, ne produit pas de produits
d'hydrolyses qui inhibe les sites catalytiques a l'intérieur du polymere imprimé. La constante
cinétique Michaelis-Menten dans ce type de systeme catalytique est augmentée d'un facteur 588
dans le cas de 1'hydrolyse du carbonate et d'un facteur 1435 dans le cas du carbamate, par rapport a
la méme réaction conduite en solution. En comparaison, la réaction menée avec le polymere de
contrdle l'activité catalytique est augmentée d'un facteur 10. Cette étude a également montré que
l'activité catalytique est plus grande pour un polymeére imprimé préparé par polymérisation en
suspension par rapport au polymere synthétisé par polymérisation en masse. Ce dernier résultat
suggere donc que la morphologie du polymeére a une importance fondamentale pour une bonne
sélectivité et activité catalytique™.

Sellergren et Shea ont également menés des études sur I'hydrolyse énantiosélective d'ester catalysée

par des polyméres imprimés (Figure 21)%%%.

4 /N o\\//
H—-N o
/ o
o 7 N
i ne
o MHN N N o
% \\S) Polymérisation . g/o
OKHN o
i
o} H
(0] o
OH O\/\O)J\H/
+
(0] (@]
MMA EGDMA
Extraction
OY
.0
o
R H—N
oo O. OH
NH
o MIP oMN HO
7( Y g A + ROH
o H,0 o

(0] _H
(0]
Réaction d'hydrolyse étudiée’

MIP

Figure 21. Hydrolyse énantiosélective de I'ester phénylalanine catalysée par les MIP (d'apres la
référence 80b).
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Une série de template phosphorés (chiraux et polymérisables) ont ¢été synthétisés. Apres
copolymérisation avec de I'EGDMA et de l'acide méthacrylique, le template est extrait par
hydrolyse pour générer une fonction phénol, imidazole et acide carboxylique dans le site de
reconnaissance du polymere (Figure 21). Les polyméres imprimés ont montrés une activité

catalytique 10 fois plus importante comparée a la réaction en solution homogeéne.

5.2.2. MIPs comme récepteurs d'analytes phosphorés

Les pesticides organophosphorés sont largement utilisés pour augmenter les rendements des
cultures®. Le phosphate qui se libére par décomposition de ces pesticides provoque durant la saison
d'été, la prolifération des algues et des mauvaises odeurs dans les eaux des rivieres, des lacs et des
réservoirs. Il est donc important de développer des systémes pour la récupération et 1'élimination du
phosphate dans les milieux aqueux®’.

Au cours des derniéres années le développement de récepteurs artificiels pour les molécules
phosphorées a été concentré sur I'utilisation des structures contenant le groupement thiourée. Cette
fonction semble avoir des fortes interactions avec les phosphates et de nombreux groupes de
recherche ont décrit la préparation de récepteurs artificiels pour des analytes phosphorés en utilisant
cette unité®’. Le groupe de Kugimiya a étudié la préparation des polyméres imprimés sélectifs pour

les phosphates, contenant le groupe thiourée (Figure 22)”.

[

o /" -\fﬁs EGDMA

P.
Y —
; Polymérisation

53]

Reconnaissance
moléculaire
-
e
Lavages

Figure 22. Représentation schématique de la préparation de
polyméres imprimés pour la reconnaissance des phosphates en
présence de 1-allyl-2-thiourea comme monomeére fonctionel
(d'aprés la référence 79).
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Le composé 1-allyl-2-thiourée et le diphényl phosphate ont été utilisés comme monomere
fonctionel et comme template respectivement. Les polymeres imprimés ont été préparés en présence
de EGDMA comme agent de réticulation par polymérisation en masse. Aprés extraction du
template, le polymeére a été¢ évalué¢ dans la reconnaissance des phosphates par chromatographie
liquide haute performance. Les polymeéres imprimés ont montré une capacité expérimentale de 256
umol par g de polymere et une constate de dissociation Kp de 10,3 pmol.

Par la suite, la fonction urée a été trés largement étudiée dans la complexation d'autres

88,89 . 88 \ Lo "
. Dans un exemple rapporté par Sellergren™, les polymeres imprimés ont été

phosphates
préparés en utilisant le monomere fonctionel présenté dans la figure 23. Ce monomere a été utilisé
en quantité steechiométrique (approche non-covalente steechiométrique) et avec en exces pour
complexer les templates phosphorés (Figure 23). Les polyméres imprimés ont été préparés par
polymérisation en masse en utilisant EGDMA comme agent de réticulation. L'efficacité¢ des
polymeéres a complexer les esters de phosphore a été évaluée en tant que phase stationnaire pour le

colonne CLHP.

/A@LNJOLNKN; @LO_E? 520 QQ
HoH 4 O (4 .

o
Monomere fonctionel T~
Templates phosphorés

Figure 23. Structure du monomeére fonctionel a base d'urée et des templates phosphorés
utilisé pour la préparation de polymeéres imprimés (d'aprés la référence 88).

Les polymeres imprimés synthétisés par l'approche steechiométrique non-covalente ont montré de
trés faibles effets d'empreinte. En revanche, lorsqu'un exceés de monomere fonctionnel est utilisé les
facteurs d'impressions sont améliorés, mais une augmentation des interactions non-spécifiques est
aussi obtenue®®.

Récemment, le group de Shimizu a reporté la préparation des polymeres imprimés pour la
reconnaissance des phosphates en utilisant des monoméres monofonctionnel ou multifonctionnel a
base d'urée®. Comme prévu par les auteurs, le monomére multifonctionnel forme des interactions
plus fortes avec les analytes phosphorés par rapport au monomere monofonctionnel qui se traduit,
en reégle générale, par une meilleure capacité et sélectivité. Par contre, les interactions non-
spécifiques mesurées avec le polymere de contrdle sont trés importantes et dans certains cas les

polymeéres imprimés ne montrent aucun effet d'empreinte. Ces derniers exemples de polymeres
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imprimés représentent une bonne base de donnés pour comparer ensuite l'efficacit¢é de nos
polymeres imprimés synthétisés avec la nouvelle technique de polymérisation optimisée au
laboratoire. Avant d’entreprendre la préparation des polymeres imprimés, nous avons synthétisé
dans un premier temps les molécules template T1-T3 et les molécules phosphorées 1-4 (Figure 19)

utilisées comme analytes.

5.3. Synthése des template phosphorés T1-T3

5.3.1. Syntheése du template tensioactif T1

La synthése de ce template tensioactif a été réalisée en collaboration avec le Dr. Stefan Schmidt
dans le cadre de son travail postdoctoral au sein du laboratoire.

La premiére étape de la synthése du template T1 consiste en une réaction de Michaelis-Arbuzov’®"
entre le phosphite 5 et I'halogénure d'alkyle 6, conduisant au phosphinate 7 avec 67% de rendement

(Schéma 2).

o Br\/Hg\/\OPMB 0 Bng\/H}/ E
P. S~ N TN TN
P ) O \o)/ (®) O :
10
©/5 130°C, 13 mbar , 10 I’eﬂlé)((),‘y21 h o
5h ° OPMB
67% OPMB
DCM/ H,0 (10:1)
DDQ 86%
1) CISO,0H 0

i
©/P\/\/\/\/\ 2) Pyridine P~
) 10 / 3) Et3N
3

+

T 0s0; N/ 70% 10 “OH

Schéma 2. Synthése du template tensioactif T1.

La réaction est favorisée a haute température et par ’utilisation du diméthyl phosphite 5 qui forme
un halogénure (CH;3Br) volatile a la température et a la pression de la réaction.

La deuxiéme étape de la synthése est une réaction d’alkylation du composé 7 avec le réactif de
Grignard 8 pour conduire a I'oxyde de phosphine 9. L'alcool 10 est ensuite obtenu par deprotection
du groupement PMB avec du 2,3-dichloro-5,6-dicyanobenzoquinone (DDQ). La derniére étape de
la synthése du template tensioactif T1 consiste en la formation d’un O-sulfonate sur la fonction
alcool du composé 10. Pour ce faire, nous avons eu recourt au procédé décrit par le groupe de

Whitcombe®, qui consiste a faire réagir l'alcool 10 avec le complexe de pyridine Py-SO; afin
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d’obtenir un sel de pyridinium. Malheureusement les diverses tentatives ont conduit a la formation
du produit désiré T1 avec des faibles rendements. Suite au rendement médiocre de cette réaction,
nous avons décidé de synthétiser dans un premier temps ’acide sulfonique correspondant de l'alcool
10, par réaction avec I’acide chlorosulfonique. L'intermédiaire acide est ensuite traité avec de la
pyridine pour obtenir le sel de pyridinium qui, aprés un échange de contre-ions est transformé en sel

de triéthyle d'ammonium correspondant.

5.3.2. Synthése du template tensioactif T2

La synthése de ce template tensioactif a été réalisée en collaboration avec le Dr. M. Belén Suarez
Jiménez dans le cadre de son travail postdoctoral au sein du laboratoire.

La voie de synthése envisagée pour la préparation du template phosphoré T2 (Schema 3) est
différente de celle utilisée pour le template T1, afin d’éviter utilisation des conditions drastiques de
la réaction de Michaelis-Arbuzov. Pour ce faire, nous avons appliqué la réaction

d'hydrophosphination d'alcéne’

0 (0]
1 N I}
b aee b e
H
AIBN 0.2 eq. kﬁig’ THE, 0°C H\L
éthyle phényle phosphinate CeHs, 80°C 12 OPMB ? OPMB
82%
BH5; THF H20,,
THF NaOH
40%

0]
P\/\/O DDQ ©/ II:;\/\/O\H/Lk \”)J\ J\H/ P\/\/OH
K(L DCM / H,0 (10:1) 1 ng EtsN, DMAP kﬁ\g

DCM
86% OPMB 43% OPMB

Schéma 3. Synthése du template tensioactif T2.
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La réaction est effectuée a 80 °C pour permettre la décomposition de I’AIBN et formation de
radicaux libres. Ces radicaux provoquent la rupture homolytique de la liaison P-H de 1’éthyle
phényle phosphinate, pour former un radical phosphoré R1 (Schéma 4), qui s’additionne sur la
double liaison de 1’alcéne pour donner le composé radicalaire d’addition correspondant R2. Celui-ci
réagit avec une deuxiéme molécule du réactif de départ pour former le composé final 12, et
régénérer le radical R1 (Schéma 4). Dans notre cas la réaction nécessite 0,2 équivalents d’AIBN,
recristallisé avant ’utilisation pour une meilleure efficacité. Le rendement obtenu est de 82% en

produit 12 apres 16 h de réaction.

Schéma 4. Mécanisme d’addition d’une liaison P-H sur un alcéne en présence
d'AIBN.

La poursuite de la synthése du template tensioactif T2, consiste en une réaction de substitution
nucléophile sur I’ester phosphorique du chlorure d’allyle-magnésium (Schéma 3). La réaction doit
étre effectuée trés rapidement avec un exces de réactif de Grignard (5 eq) a 0 °C, pour éviter la
déprotection du group PMB et la formation de plusieurs produits de dégradation. Ensuite, la double
liaison est transformée en alcool primaire 14 par une réaction hydroboration anti-markovnikov. Le
produit de la réaction a été obtenu avec un rendement de 40% en raison des nombreuses réactions
de dégradation dues également au work-up oxydatif (H,O,, NaOH). La suite de la synthése consiste
en l’introduction de la fonction polymérisable par réaction de I’alcool 14 avec 1’anhydride
méthacrylique. Le rendement de cette réaction n'est pas excellent (43%), due a la formation d’un
produit de double addition de I’anhydride méthacrylique, consécutif a la déprotection du
groupement PMB. A partir du composé 15, la synthése se poursuit comme pour le template
tensioactif T1, avec une étape de deprotection du groupement PMB par le DDQ, suivie par la
formation du sel de pyridinium T2. En effet, dans ce cas, la réaction avec le réactif Py-SO; a été

possible directement, et un rendement de 84% est obtenu.
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5.3.3. Synthese du template tensioactif T3

Pour la synthese de ce template (Schéma 5), nous avons tout d'abord préparé le phosphinate 18 par
une réaction de couplage pallado-catalysées entre I'aryl iodé 17 et I'anilinium hypophosphite en
présence du 3-aminopropyl-triethoxysilane. Cette réaction, bien que décrite dans la littérature, a

, ., . .. . ’ 93
nécessité un travail d'optimisation conséquent ™.
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Schéma 5. Synthese du template tensioactif T3.

A partir d’une série de dérivé du p-iodophénol (Schéma 6), nous avons testé différentes conditions
réactionnelles. Les résultats obtenus pour la formation du phosphinate 18 sont présentés dans le

tableau 3. L’inconvénient majeur de cette de réaction, dont le rendement est limité, est la formation
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du composé de double addition 19 (Schéma 6), suite a une réaction secondaire du composé 18 avec

le produit de départ 17.
® © o (I)I
| PhNH;OP(O)H, i P
N Silane, Base P AD2 N OR?
| > | N }_|OR 4 | 7
; S Cat. Pd o ] -/ \

R'O Solv., 80°C R'G R'O ~XOR!
17a,R'= Me 18a, R'= Me, RZ = Me 19a, R'= Me, RZ = Me
17b,R'= H 18b, R' = Me, R? = Et 19b, R' = Me, R? = Et
17¢, R'= TBDMS 18¢c,R'=H, R2=Et 19¢, R'=H, R?=Me
17d, R' = TBDPS 18d, R' = TBDMS, R? = Et

18e, R'= TBDPS, R2= Et

Schéma 6. Synthese du phosphinate 18 utilisé pour la préparation du template
tensioactif T3.

Ce dernier composé 19 est formé dans la plupart des conditions testées avec des proportions plus ou
moins importante, comme indiqué dans le tableau 3 (Tableau 3, entrée 1-4, 6-7, 9 et 11). Par contre,
dans certaines conditions réactionnelles, la formation de ce composé indésirable n'a pas lieu, mais le
rendement en compos¢ désiré 18 reste trés limité¢ (Tableau 3, entrée 5, 8, 10, 12-13). Enfin, les
conditions optimales ont été trouvés en utilisant le systéme catalytique Pd(OAc),/HSiEt;
(10% en moles par rapport au produit de départ 17d), le DABCO (1 eq.) comme base et dans le
toluéne comme solvant. Dans ces conditions, I’H-phosphinate 18e est obtenu avec un rendement

acceptable de 57% (Tableau 3, entrée 15).

Tableau 3. Conditions réactionnelles et résultats obtenus pour la réaction pallado-catalysée.

Rapport
Entrée  lodo aryle Catalyseur Silane Base Solvant tr (h) 18: 19
!
/©/ Pd(OAc),/dppp Si(OMe), DABCO . 1:0
1 Toluéne 15 min .
MeO 2 mol % (3 eq.) (3eq.) Faible
rendement
[
Pd(OAc)y/d Si(OMe DABCO
2 /©/ (OA)/dppp ( » Toluéne 16 0,4:1
MeO 2 mol % (10 eq.) (3eq)
| .
/©/ Pd(OAc),/dppp Si(OMe), DABCO 1:0
3 e Toluéne 16 Faible
2 mol % (Beq) (1eq.) rendement
|
/©/ Pd(OAc)./dppp Si(OMe), DABCO 1:0
4 Toluéne 16 .
MeO 10 mol % (3 eq.) (3 eq.) Faible
rendement
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Rapport
Entrée  lodo aryle Catalyseur Silane Base Solvant tr (h) 18: 19
|
5 /©/ PA(OAC),/dppp Si(OMe), DABCO 1 o
MeO 2 mol % (B eq.) (3 eq) o
|
Pd(OAc),/d e
6 /©/ (OAck/dppp— iy SIOEs RN CH:CN 24 1:0,75
MeO 2 mol % (3 eq.)
' Pd,(dba)
N a /\/\ .
7 /©/ G HaN SIOEs RN CH:CN 5 0:1
MeO 2 mol % (3eq.)
' Pd(PPh,)
PN
8 /©/ N HaN SIOEs  peN CH,CN 24 1:2,5
MeO (2 mol %) (3 eq.)
I .
9 /©/ PdCl,(PPh,),/HSIE, HaN™ " si(0E, DABCO Toluéne 20 min 1:1
MeO 5 mol % (eq) (1eq.)
| F
0 /©/ Pd(OAc)/HSiEt; "N SIOEs  DABCO o . 1:0
oluene
MeO 0 0,
10 mol % (3 eq) (1eq.) (40 %)
1 /@/l Pd(OAc),/dppp Si(OMe), DABCO Toluéne 35 01
HO 2 mol % (3eq.) (3 eq.) ’ '
" ©/ ! Pd(OAc),/dppp Si(OMe), DABCO Tolutne is 01
2 mol % (3 eq.) (3 eq.) ’ '
OH
" /@/ Pd(OAc)/HSiEt;  H,N" > sicet; ~ DABCO Tolue 0 1:0
oluene
HO 10 mol % (3eq.) (1eq.) (27 %)
y ' PA(OAC)/HSIEt,  mn"~ sioey,  DABCO . . 1:0
10 mol % (3eq.) (1eq.) orene Séparation
OTBDMS difficile
s L PA(OAC)/HSiEt;  Hn" sioe, ~ DABCO - X 1:0
oluene
0 0,
orBORS 10 mol % (3eq.) (1eq.) (57 %)

Apres l'obtention de ce composé 18e, la synthése de T3, se poursuit selon le méme schéma que

celui du template précédent T2. Le composé 18e est engagé dans une premiére réaction d’addition

sur l'alcéne 11 (Schéma 5) en présence d’AIBN, suivie par une réaction de substitution nucléophile

sur ’ester phosphorique par le chlorure d’allyle magnésium pour obtenir 'oxyde de phosphine 21.

La double liaison présente sur ce dernier composé 21 est ensuite convertie en alcool primaire par

une réaction d'hydroboration anti-markovnikov. Comme dans le cas de la synthése du précédent

template T2, le produit de cette dernicre réaction a été obtenu avec un rendement limité a 40% en
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raison des nombreuses réactions de dégradation due également au work-up oxydatif (H,O,, NaOH).
Une étape de deprotection sélective du groupement TBDPS en présence du groupement PMB avec
BuyN" F dans le THF, a permis d'obtenir le composé 23 avec un rendement optimal de 90%. La
suite de la synthése consiste en I’introduction de la fonction polymérisable par réaction du diol 23
avec l’anhydride méthacrylique. Les deux derni¢res étapes consistent en un une étape de
deprotection du groupement PMB par le DDQ pour obtenir alcool 25 avec un rendement de 86%,
suivie par la formation du sel de pyridinium T3 en présence réactif Py.SOsz (Schéma 5).

Notons que les templates T1-T3 préparés sont des molécules tout a fait stables a température

ambiante. Par la suite nous les avons utilisés pour la préparation des MIP.

5.4. Préparation des polyméres imprimés

5.4.1. Définition des composantes du systéme de polymérisation

Afin de préparer les polymeéres imprimés avec les molécules templates T1-T3, nous avons
préalablement défini les différentes composantes du systéme de polymérisation. Les conditions de
polymérisation en mini-émulsion (huile dans I'eau) sont caractérisées par la présence d’eau et du
dodécylsulfate de sodium (SDS) nécessaire pour la formation des micelles.

Le choix du monomere et de I’agent de réticulation constituant la partie organique du systéme, ainsi
que la matrice polymérique des particules, s’est porté respectivement sur le styréne et sur le
divinylbenzeéne (DVB) pour une raison essentielle de stabilité thermique et physicochimique. En
effet, la matrice polymérique styréne / DVB est résistante aux conditions d’hydrolyse basique
utilisées pour extraire les templates aprés copolymérisation, et ne présente pas des fonctions
incompatibles (type esters) avec un milieu basique®>**.

L'AMBN est utilis¢é comme initiateur radicalaire et 'hexadécane est employé pour stabiliser la mini-

émulsion en réduisant le mirissement d’Ostwald®®.

5.4.2. Formulation du mélange de polymérisation

Comme nous l'avons déja expliqué lors de l'introduction de ce travail de these, les variables qui
doivent étre optimisés pour la création des MIPs avec une bonne capacité et une bonne affinité pour
le template, sont nombreuses (température de polymérisation, pourcentage de réticulation, influence
du solvant). En dehors de la procédure générale pour la mise en ceuvre d'une polymérisation en
mini-émulsion, qui peut étre extrapolée a partir de travaux antérieurs, les rapports sur les quantités

des différents composants du mélange réactionnel (monomeres, agent de réticulation, template,
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hexadécane), sont fortement influencés par la méthode de polymérisation et par les interactions
entre les monomeres fonctionnalisés et le template. Donc, dans notre cas, compte tenu de la
nouvelle approche utilisée pour la création d'empreintes moléculaires, nous nous sommes inspirés
des conditions de polymérisation «core-shell» en émulsion et des conditions de polymérisation en
mini-émulsion décrites par le groupe Whitcombe® et Tovar’® respectivement. Les premiéres ont
décrit la préparation d’une dispersion aqueuse de microparticules de
styréene/DVB (latex), utilis¢é comme noyau pour 1’impression en surface du cholestérol lors d'une
deuxiéme étape de polymérisation. Dans le cas de Whitcombe, le latex de polystyréne a été préparé
par polymérisation en émulsion dans un réacteur équipé d'un condenseur, d'un agitateur mécanique
et d'une entrée de gaz pour maintenir une atmosphére inerte d'azote. Le réacteur est ensuite
immergé dans un bain d'huile chaud a la température de 80 °C. Puis, un mélange de monomeres
styréne/divinylbenzéne 9:1 (16,7% en masse), d'une solution de NaHCO; (0,13% en masse) dans de
I'eau distillée (82,3 % en masse) est ajouté dans le réacteur. Le mélange est pré-émulsifié, en
présence de SDS (0,64% en masse) sous agitation vigoureuse pendant 10 min a 80 °C, avant
d'ajouter le peroxydisulfate d'ammonium (APS, 0,13% en masse, dissous dans 2 ml d'eau) pour
initier la polymérisation. La réaction de polymérisation est conduite a 80 °C pendant 24 h. Le latex
final est filtré puis utilisé dans la seconde étape de polymérisation.
Le groupe de Tovar’’ a reporté la préparation de nanosphéres imprimées pour la reconnaissance
d'un dipeptide chiral par une procédure de polymérisation en mini-émulsion en une seule étape dite
"one stage". Dans ce cas, l'agent de réticulation (EGDMA), le monomére fonctionel (acide
méthacrylique), le template (D- ou L-boc-phénylalanine, 1.4 mmol), l'initiateur de polymérisation
(AMBN, 0.625 mmol) sont ajoutés a une solution de SDS (0.25 mmol) dans I'eau (50 ml). Puis, les
deux phases sont dispersées pendant 1h en présence d'un agent hydrophobe (Hexadécane,
1.11 mmol), qui agit comme stabilisateur de I'émulsion. La mini-émulsion est ensuite obtenue par
sonication pendant 2 min a température ambiante (Appareille Branson Digital Sonifier, Model
450-D, 60% de puissance). Enfin, la polymérisation est conduite a 80 °C pendant 16 h.
Apres avoir étudié les deux derniers exemples ci-dessus, nous avons décidé d'adopter la
composition du mélange de polymérisation indiquée dans le tableau 4. Le pourcentage en masse de
différents composantes est le méme que celui utilisée par Whitcombe. Les réactifs polymérisables
correspondent a 16.7% de la masse totale, avec un rapport stoechiométrique Template/DVB/Styrene
de 1:34:170.
Comme rapporté dans 1'étude conduite par le groupe de Tovar’’, pour stabiliser la mini-émulsion
(0.72% en masse).
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Tableau 4. Composition du mélange de polymérisation pour les polyméres imprimés IPq.3.

" Rapport
Pourcentage en Quantités A
Composants o e . stoechiométrique des
masse (%) utilisées S g
réactifs polymérisables
Styréne 1.68 mi, 14.62 mmol 170
DVB 16.7 0.42 ml, 2.92 mmol 34
Template (T1-T3) 0.086 mmol 1
Hexadécane 0.72 0.11 ml, 0.34 mmol
AMBN 0.16 19 mg, 0.087 mmol
SDS 0.64 75 mg, 0.32 mmol
H,O 81.8 9.5ml

5.4.3. Procédure de préparation de la mini-émulsion

En fonction de la capacité visée, une quantité connue de template (T1-T3) est solubilisée dans le
mélange organique styréne / DVB sous atmosphere inerte (Figure 24). Dans le cas de T2 et T3,
I’utilisation d’un millilitre de CHCl; est nécessaire pour bien homogénéiser les composés avec les
monomgeres. Ensuite, tous les autres composants (AMBN, H,O, SDS, hexadécane) sont ajoutés et le
mélange est agité vigoureusement pendant 10-15 min pour obtenir une macro-émulsion. Puis, la
macro-émulsion est transférée dans une unité a ultrasons (Appareil Bioblok Scientific Vibra-cell,
40% de puissance). Cet appareil n'est pas équipé d'un systeme de sonication sous atmosphere inerte,
et donc un flux d'argon est installé afin de travailler en 'absence d'oxygéne (Figure 24), qui est
connu pour étre un inhibiteur de polymérisation radicalaire”. Le temps et la puissance de sonication
utilisées, sont celles optimisées par le groupe de Tovar'® pour la préparation en mini-émulsion des
nanospheres imprimées (2 min a température ambiante pour la méme puissance d'appareil). De
fagon identique, la mini-émulsion est obtenue par sonication pendant 2 min, a temperature ambiante
et sous argon, puis mise dans un bain a 80 °C. La polymérisation est alors conduite avec une
agitation constante et vigoureuse pendant 20 h (Figure 24).

Apres polymérisation les nanoparticules formées sont récupérées par ultracentrifugation a 27000
tr/min. La séparation des particules a présenté¢ de nombreuses difficultés en raison de la taille
nanométrique et de la présence de SDS a la surface des nanosphéres, et une série de plusieurs cycles

d'ultracentrifugation est nécessaire pour récupérer une quantité suffisante de polymere.
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Sonde pour

ultrasonication \
N ad AMBN
ge’ée“e hexadécane flux
H,0 d'argon~ Y
/\ (Template ) /\ sbs 9 ‘Q\
sous argon (sous argon)
Fﬁ}! n pn
frupn Ultrasonication
Agitation ~
\ A\ =V viggoureuse \ 24| (2 min.)
—————>\ _— — | _—
. ~_ (émulsification) I\g/ i-\ /
m Macro-émulsion Mini-émulsion
Agitateur
magnétique
Polymérisation |

(20h)

Latex de
nanoparticules

Figure 24. Représentation schématique de la préparation des polyméres imprimés par mini-émulsion.

Les nanoparticules sont ensuite lavées plusieurs fois avec un mélange 1:1 (v/v) acétone/H,O pour
¢liminer les réactifs n'ayant pas polymérisés et la plupart du SDS. Il est connu que, I'élimination du
SDS, reste un probléme dans la méthode de polymérisation en émulsion, et la suppression compléte
exige des procédés de dialyse ou d'ultracentrifugation avec des membranes. La plupart du polymere
lavé, séché et lyophilisé est soumis a I'hydrolyse pour extraire le template, alors qu'une petite
fraction est séché sous vide toute la nuit et ensuite lyophilisée, pour étre caractérisée par des
mesures physico-chimiques telles que [’analyse élémentaire, la détermination de la surface
spécifique (BET), le potentiel zéta &, la mesure de la polydispersité (par diffusion de la lumiére) et

la microscopie électronique a transmission (MET).

5.4.4. Extraction de la molécule template

Dans le cas du polymere imprimé IPyq, préparé avec la molécule T1 par une approche non-
covalente, l'extraction du template T1 a été réalisée par plusieurs lavages a température ambiante,
avec un mélange de MeOH/Acétone (1:1 v/v). Le polymére est toujours récupéré par
ultracentrifugation a 27000 tr/min.

Pour I’extraction des templates T2-T3, liés de maniére covalente a la matrice polymérique, une
réaction de saponification est nécessaire pour l'hydrolyse des fonctions esters. La rupture des
liaisons esters a l'intérieur de la matrice polymérique obtenue par polymérisation en masse, présente

1,32,96

. . , .. . , . . , . 2
plusieurs difficultés , et des conditions drastiques de réduction sont parfois nécessaires’*>>. La
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plus grande difficulté est 1'accessibilité des liaisons esters piégées dans la matrice polymérique.
Grace a la mini-émulsion, la fonctionnalisation des nanospheres en surface devrait permettre une
meilleure accessibilité des liaisons esters, et un taux d'extraction important. Dans notre cas, les
extractions des template T2-T3 ont été réalisées par hydrolyse alcaline en utilisant des conditions
classiques décrites par Sellergren et Andersson™. Les nanosphéres imprimées ont été traitées dans
un mélange 1:1 de MeOH et NaOH aqueux (5 M) et la réaction a été conduite a reflux pendant 72h.
Les polymeres sont ensuite récupérés par centrifugation, traités avec une solution aqueuse 2M de
HCI, lavés plusieurs fois avec de 1'eau, séchés pendant une nuit sous vide et enfin lyophilisés pour
donner les polyméres imprimés IPy; et IPyr3; avec une ou deux fonctions acides carboxyliques par

cavité d'interaction respectivement. Les MIPs sont représentés schématiquement a la figure 25.

0S0;
+T1 Extraction
- par lavages
» e
Polymérisation o=pP
en mini-émulsion @
1P
0805
X X
+T2 Extraction
. - par clivage
Polymérisation
Styr en mini-émulsion
yréne
DVB
IPr;
0505
o
OH
+T3 Extra_ction
I — par clivage
—_—
Polymérisation
en mini-émulsion
o OH
A-IP1; IPr3

Figure 25. Représentation schématique de la formation des nanosphéres imprimé IP1¢.13.

5.4.5. Préparation des polymeéres de contréle

La préparation d’une série de polymeres de contrdle est nécessaire afin de quantifier la
reconnaissance non-spécifique des analytes 1-4 avec les polyméres imprimés IPrq.13, et mettre en

¢vidence l'effet d'empreinte. Pour le polymére IPy; la reconnaissance non-spécifique est évaluée
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avec un polymere de controle (CPrp) préparé dans les mémes conditions que IPyq, mais sans
I’utilisation du template T1 (voir partie expérimentale).

Les polymeres de contrdle CPr; et CPr3 nécessaires pour mesurer la reconnaissance non-spécifique
des polymeres imprimés IPt, et IPy3, ont été aussi préparés avec la procédure de mini-émulsion
décrite précédemment, en absence des templates T2 et T3, mais en présence d'un monomere

tensioactif 27 (Figure 26).

-
Jﬁ(o 080, HN, )
O

27

Figure 26. Monomére tensioactif utilisé pour Ila
préparation des polymeéres de contréle CP+; et CPr;.

Ce monomeére aura également la propriété de se positionner a la surface des nanospheres au cours
de la polymérisation, pour donner des groupements acides, disposés de maniere aléatoire a la
surface, apres clivage de la fonction ester et extraction.

-+
0S0; Py

N

""’i&o Extraction o
+1eq. 27 par clivage %E/&
—_—

Y

Polymérisation
en mini-émulsion
X X
A-CP;, CPy,
+ —e|
-+
Stvre 0S0; Py
yréne A
DVB (0) HO \
+2eq. 27 M'f&O . R\g/&
> Extraction
Polymérisation par clivage
en mini-émulsion Oy_z% - > Oi;“
L OH
+- N
Py 0380
A-CP1, CPr3

Figure 27. Représentation schématique de la formation des polyméres de contréle CP,.13.

Afin d’avoir le méme nombre de fonctions acides que les polymeres imprimés IPryr3, les
polymeéres de contréle CPr; et CPr3 ont été préparés avec un ou deux équivalent du monomeére

tensioactif 27 par rapport a la quantité de template T2 et T3, respectivement. Apres polymérisation
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dans les conditions de mini-émulsion, les polymeres ont été traités dans les mémes conditions
d'hydrolyses alcalines utilisées pour IPp; et IPr3, afin d'extraire le monomere tensioactif 27 et
obtenir, apres acidification, les fonctions acides carboxyliques disposées de manicre aléatoire en

surface des nanosphéres CPr; et CPrs.

5.5. Caractérisation des polyméres imprimés IPy; 13 et des contrdles CPrq.13

Les polymeres imprimés synthétisés ont été caractérisés par des mesures physico-chimiques telles
que la détermination de la surface spécifique (BET), la mesure de la polydispersité et du diametre
des particules (par diffusion de la lumiére) et par microscopie électronique a transmission (MET).

Un récapitulatif de ces analyses est présenté dans le tableau 5.

Tableau 5. Caractéristiques physico-chimiques des polyméres imprimés IP.1;3 et des polyméres de
controles CPyy.t13.

) ) Template Diamétres_ moyen . o Surface spécifique (m%g)
Entrée  Polyméres utilisé des partlgules Polydispersité Aprés Aprés clivage et
(nm) polymérisation extraction
1 IPr T 68+8 0.049 NAP 102.0
2 P12 T, 77+ 10 0.054 43.0 126.9
3 IPrs Ts 7217 0.032 79.0 1564.0
4 CPr1 - 72+8 0.064 N.A.b 55.0
5 CPq; SM 779 0.037 41.5 53.7
6 CPr3 SM 95+ 11 0.059 40.9 45.9

a: Les mesures ont été réalisées sur 1.3-1.5 mg de polymére séché et dispersé dans 1.0 ml de H,0, en utilisant la diffusion de la lumiére (Appareil Zetasizer Malvern).
b: Non applicable dans le cas de I'approche non-covalente.
Tous les polymeéres imprimés IPyir3 possédent un diamétre moyen compris entre 68 et 72 nm
(Tableau 5, entrée 1, 2 et 3) et une valeur de polydispersité relativement faible (Tableau 5). Cette
distribution de taille peu polydisperse, confirmée pour les polymeéres imprimés IPr; et IPy; par
microscopie ¢€lectronique a transmission (Figure 28), rend compte d'une part de la stabilité de la

mini-émulsion et de la maitrise du procédé de polymérisation.
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--1."*"*"*'1
Figure 28. Photographies MET des polymeéres
imprimés A-IPr, et A-IP1; aprés polymérisation et
des polyméres imprimés IP1, et IPy3 apres clivage
et extraction du template.

Les photographies MET montrent la structure physique et la forme des nanoparticules. On constate
que l'aspect morphologique des nanosphéres n'est pas affecté par I'extraction du template dans les
conditions basiques de saponification. Les analyses de surface spécifique montrent une
augmentation de la surface spécifique (Tableau 5), apres clivage et extraction du template, pour tous
les polymeéres. Ce dernier résultat expérimental est conforme a ce qui était attendu’”®. En effet,
lorsque le template est extrait de la matrice polymérique, la surface de la nanoparticule est modifiée,

. . . ) 0
ce qui se traduit par une augmentation de sa surface spécifique’®.

5.5.1. Analyses élémentaires du phosphore

L’atome de phosphore des molécules templates T1-T3 permet d’évaluer exactement la quantité de
template introduite et extraite du polymere, grace a 1’analyse élémentaire du phosphore du matériau
avant et apres extraction. Les résultats sont rapportés dans le tableau 6.

Dans le cas du polymere imprimé IPy; synthétisé par 1’approche non-covalente, la quantité¢ de
phosphore a été calculée par rapport a la concentration de template T1 engagé pendant la
polymérisation (Tableau 6, entrée 1). Apreés extraction par plusieurs lavages, une quantité résiduelle
de phosphore reste incorporée dans le polymeére. Le pourcentage d’extraction est de 92%. Dans le
cas des polymeres imprimés IPy; et IPy3 synthétisés par 1’approche semi-covalente, le template est
lié de maniére covalente a la matrice polymérique. La quantité copolymérisée avec la matrice
styrénique, peut étre donc calculée exactement a partir de 1’analyse élémentaire du phosphore

(Tableau 6, entrée 2-3).
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Tableau 6. Analyses élémentaires du phosphore pour les polyméres imprimés IPt113 aprés
polymeérisation et aprés extraction du template.

Analyses élémentaires du phosphore

Template (ppm) Pourcentage d'extaction
utilisé (%)

Entrée Polyméres
Apres

AP Apres extraction
polymérisation

1 1P T 1366 (A-IP7y) ° <100 92
2 IPr2 T, 1000 (A-IP+y) 729 27
3 IPr3 Ts 856 (A-1P+3) 550 36

a: calculé en comparaison avec la quantité de template T1 engagé pendant la polymérisation.

On constate qu'apres clivage et extraction des templates T2 et T3, une grande quantité de ces deux
molécules reste encore respectivement attachés aux polyméres IPp; et IPp3. Les pourcentages
d’extraction sont de 27 et 36%, respectivement. Ces derniers résultats confirment les difficultés
expérimentales existantes dans 1’étape d’hydrolyse des templates T2 et T3 comme ceci est décrit
dans la littérature pour la polymérisation en masse’>~**>*. La fonctionnalisation des nanosphéres
de polymere en surface n'a donc pas permis d’améliorer le clivage des fonctions esters, malgré
I’avantage suppos¢ étre attendu, d’accessibilité des sites d’impression en surface. Nous avons
cependant, pu évaluer la quantité de template extraite et donc pu déterminer la population des sites
accessibles de nos polymeéres imprimés.

Par la suite, nous avons étudié les propriétés de reconnaissance moléculaire des polymeres
synthétisés ainsi que leur sélectivité par différents tests de complexation croisés avec les analytes

1-4 (Figure 19, page 43).

5.6. Test de reconnaissance moléculaire par la méthode du « batch process »: Evaluation de la

capacité du polymére imprimé a complexer les analytes, effet d'empreinte, sélectivité

La propriété des polymeres imprimés a reconnaitre les molécules a partir desquelles ils ont été
préparés, est la caractéristique la plus importante de ces matériaux’’. Les propriétés de
reconnaissance et de sélectivité peuvent étre évaluée et calculées a partir des courbes isothermes de
complexation correspondantes. Les courbes sont une mesure du comportement de la reconnaissance
moléculaire des MIP par rapport a la variation de concentration de I’analyte. Un polymere de
contrdle est aussi testé dans les mémes conditions, afin d'évaluer les interactions non-spécifiques
entre la matrice polymérique et l'analyte. Cette derniere mesure permet de calculer le facteur
d'impression I (voir partie 3.2, page 33)"°, un paramétre qui rend compte du nombre de fois qu'un

analyte est reconnu par le polymere imprimé par rapport au polymere de controle.
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Par ailleurs les pourcentages d’extraction des templates T1-T3 évalués par analyse ¢lémentaire du
phosphore (Tableau 6), ont permis de calculer les capacités de reconnaissance expérimentales
maximales des polymeres IPri.r3 & partir de leur capacité théorique (Tableau 7). Cette capacité
expérimentale représente a priori, la population les sites accessibles pour un analyte. La valeur sera
trés utile pour évaluer la performance de reconnaissance des polymeres avec leurs analytes

respectifs.

Tableau 7. Capacité théorique et expérimentale pour les polymeéres imprimés IPyq.13.

, . L Capacité de reconnaissance
Pourcentage d'extaction d'aprés

Entrée Polyméres Te:tuﬁilsaées analyse élémentaire du phosphore (umol / g)
(%) Théorique Expérimentale
1 1Py T 92 44,1° 40,9
2 1P, T2 27 323" 8,8
3 IPrs T3 36 27,6° 9.9

a: calculé d'aprés la quantité de template T1-T3 engagé pendant la polymérisation.
b: calculé d'aprés I’'analyse élémentaire du polymére imprimé avant extraction du template

Apres avoir caractérisé et mesuré précisément les capacités théoriques et expérimentales des
polymeéres imprimés IPry.13, nous nous sommes intéressés a étudier leur affinité avec les molécules
analytes 1-4 (Figure 19), par la méthode du « batch process » (voir partie 3.1, page 32).
Pour mesurer 1’effet des fonctions acides carboxyliques présentes a I’intérieur des cavités des
polymeres imprimés IPryr3 sur la capacité et la sélectivité de complexation des analytes
phosphorés 2 et 3, les tests de reconnaissance moléculaire ont été réalisés en utilisant I’acétonitrile.
Le choix de ce solvant s’est fait selon trois critéres :

e capacité a solubiliser les analytes phosphorés 1-4

e faible tendance a accepter des liaisons hydrogénes

e point d’ébullition suffisamment élevé pour éviter tout probléme d’évaporation au niveau des

expériences d’incubation.

Concrétement, 5 mg de polymeéres imprimés IPryr3 et de polyméres de controle CPry.r3 ont été
dispersés dans 1 ml d'une solution d'acétonitrile contenant différentes concentrations des molécules
phosphorées 1-4 (Figure 19), a température ambiante (20-22 °C) et pendant 24h d'incubation. Les
particules sont ensuite séparées par centrifugation, et la concentration avant et aprés incubation a été
mesurée et quantifiée par CLHP en tracant au préalable la droite d’étalonnage correspondante. La
différence entre ces deux valeurs de concentration a été attribuée a la quantité d’analyte liée aux

polymeres imprimés ou aux polymeéres de controle.
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Nous avons d'abord porté notre attention sur la capacité des polymeéres imprimés a complexer leur
analyte "original", par rapport au polymere de controle afin de calculer l'effet d'empreint (I).
Ensuite nous avons étudié¢ I’affinité des polyméres imprimés vis-a-vis d'autres analytes phosphorés

afin de calculer les facteurs de sélectivités.

5.7. Evaluation des propriétés de reconnaissance moléculaire du polymeére imprimé 1Py,

5.7.1. Capacité et effet d'empreinte

Le polymere imprimé IPy; a été préparé par approche non-covalente basé exclusivement sur des
interactions m-m stacking, liaison de Van Der Waals, en utilisant le template T1. Les sites de
reconnaissances a l'intérieur du polymeére ne possédent aucune fonction acide carboxylique, et la
reconnaissance moléculaire de son analyte "original" 1 sera assurée par des interactions
hydrophobes et par la complémentarit¢ de forme de la cavité¢ avec 1 (Figure 29).conditions

d’incubation

0 solvant: CH;CN
I température: 20-22 °C
P~ temps: 24h

+ 0\\ ‘ﬁ

1

1P

complexe
IPyq-1

Figure 29. Complexation de analyte phosphoré 1 par le polymére imprimé IPy;.

Les résultats de 1'équilibre de complexation entre le polymere imprimé IPpy et le polymere de
contrdle CPr; avec 'analyte phosphoré 1 sont représentés dan la figure 30.

Les histogrammes représentent la quantité de substrat fixé dans le polymére 1Pty (B, en umol/g), en
fonction de la quantité d'analyte 1 initialement mise a incuber (C, en mM). L'incertitude sur chaque
mesure est exprimée par 1’écart type de trois injections successives en CLHP du méme échantillon.
Par ailleurs la reproductibilité¢ des résultats a été vérifiée sur différents échantillons de polymere

imprimé préparés indépendamment.
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Figure 30. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) du phosphinate 1
avec le polymére IP;; et le polymere de contrble CPyq a différentes
concentrations initiales de 1 (C).

Le polymere imprimé IPt; montre déja a faibles concentrations initiale de substrat (0.22 mM), une
bonne affinité pour le phosphinate 1 par rapport au polymere de contréle CPrq (Figure 30).

On constate que la quantité d'analyte liée au polymére imprimé reste quasiment constante dans la
gamme de concentration étudié (1.11 — 13.31 mM). Au contraire, le polymeére de contrdole montre
une tendance variable en fonction de la concentration qui est tout a fait inhabituel’”. A I'heure
actuelle, nous ne sommes pas en mesure de donner une explication rationnelle de ce phénoméene
observé avec CPry, et des tests ultérieurs de vérification sont en cours au laboratoire.

Les analyses élémentaires du phosphore pour le polymére imprimé IPyq (Tableau 5), montrent que
presque tous le template T1 (92%) engagé initialement dans la polymérisation a été extrait de la
matrice au cours des différents lavages avec du MeOH. Pour ce polymeére la reconnaissance
maximale pour le phosphinate 1, a la concentration de 13.31 mM est de 11.6 + 2.3 umol/g,
correspondant a 29% de la capacité expérimentale de fixation (40.9 umol/g). Par ailleurs, la faible
affinité obtenue avec le polymeére de controle CPry (0.6 = 0.2 umol/g) a la méme concentration
initiale de substrat (13.31 mM), indique le bon effet d’empreinte obtenu avec cette approche basée
sur des interactions purement hydrophobes. En accord avec la littérature®® (voir aussi la partie 3.2,
page 33), le facteur d’impression I a été calculé et il est de 19.4 a la concentration de 13.31 mM.

Ce dernier résultat fait de cette approche, basée sur des interactions purement hydrophobes, une
voie a suivre pour résoudre certains problemes d’interactions entre les templates phosphorés et les
monomeres fonctionnels, y compris le probléme de la reconnaissance non spécifique. Ces

problémes ont été récemment rapportés par Sellegreen et al. dans la préparation des polyméres
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imprimés pour la reconnaissance de phosphates via une approche non-covalente, en utilisant un
monomére fonctionnel a base d'ureé™.
L'effet d'empreinte du polymére imprimé IPy; étant mis en évidence, nous avons étudi¢ la

sélectivité de ce polymeére vis-a-vis des phosphinate 2 et 3.

5.7.2. Etude de la sélectivité du polymére imprimé IPr;

Pour I'étude de sélectivité, une quantité fixe (5 mg) de polymére imprimé IPyq a été incubé avec
1 ml d'une solution d'acétonitrile contenant différente concentration des phosphinate 2 et 3, a
température ambiante (20-22 °C) et pendant 24h d'incubation. Ces tests de reconnaissance croisés
pour ce polymere IPr; avec les autres phosphinates 2-3, qui différent par rapport a 1, par la
présence de un ou deux groupes hydroxyles, permettent de mettre en évidence la sélectivité du

polymeére IPr;. Les résultats de ces tests de reconnaissance moléculaire sont illustrés a la figure 31.
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Figure 31. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) des phosphinate 2 et 3 avec le
polymere IP, a différentes concentrations initiales (C).

Dans l'ensemble de la gamme de concentration étudiée, nous pouvons constater que le polymere
imprimé IPy; est sélectif pour le phosphinate 1. De plus, le polymeére montre plus d'affinité pour la
molécule 2 (6.1 = 2.1 pmol/g a la concentration de 13.31 mM), qui présent une seule fonction
hydroxyle, par rapport au phosphinate 3 (0.4 + 0.2 pmol/g a la concentration de 13.31 mM) qui
contient deux fonctions hydroxyles et qui est donc plus polaire. Les facteurs de sélectivité a ont été
calculés pour le polymere imprimé IPpy avec les analytes correspondants 1-3, & une concentration
de 13.31 mM, avec la méthode précédemment décrite par le groupe de Striegler’® (voir la partie 3.2,

page 33), et sont représentés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Facteurs de sélectivités entre les phosphinates 1-3 avec
les polyméres imprimés IPt413 a la concentration de 13.31 mM.

i Polyméres Facteurs de sélectivités a
Entrée - - . -
IP1x Olx-1 Ox-2 Qx-3
1 P14 - 1.6 9.1
2 IPTZ 20.4 - 1.9
3 IPr3 28.5 2.7 -

a: Le facteur de sélectivité o pour deux molécules i and j est défini comme @ = (C;;=i — Ccontrol,i) / (Cij— Ccontrolj)s

oi1 C;jest la concentration de la molécule j reconnu par un polymére imprimé i*.

b: x=1,20r3 en fonction de la molécule analyte utilisée.
Il est important de noter que la quantité reconnue de 3 reste faible et généralement inférieure a
3 umol/g, alors que 1’analyte 2 est complex¢é de fagon aléatoire (Figure 31). Notons également, que
la reconnaissance non-spécifique avec CPpy a déja été retranchée aux valeurs rapportées dans
I'histogramme.

Nous pensons que la différence d'affinité entre les molécules 1-3 et le polymere IPy, peut
s'expliquer d'un part par I’effet d'empreinte obtenu au cours de la polymérisation, et d'autre part, par
la différence entre le caractére hydrophobe des sites de reconnaissance de IPp; et le caractére
hydrophobe des phosphinate 1-3. A titre purement indicatif, pour évaluer le caractére hydrophobe
des analytes 1-3, nous avons utilisé un parametre appelé logP, qui tient compte de la solubilité de
l'analyte entre deux liquides, l'un a caractére hydrophobe l'octanol et l'autre a un caractcre
hydrophile 1'eau. La valeur du logP est proportionnelle a I'hydrophobie de la molécule et peut étre
obtenue par le logiciel ChemDraw. Pour les analytes 1-3 la valeur est de 2.414, 1.0004 et 0.3334
respectivement. Ensuite, les valeurs de logP ont été comparées avec les facteurs de sélectivité. Il
s'avere que, plus le caractére hydrophobe entre deux analytes est élevé, plus le facteur de sélectivité
a est grand. Cette observation est tout a fait en accord pour le polymére IPr; ou les seules
interactions m-m stacking, liaison de Van Der Waals et liaisons hydrophobe, dans le site de
reconnaissance peuvent avoir lieu.

Par la suite nous avons étudié les propriétés de reconnaissance moléculaire de polyméres imprimés

IP1; et IPrs.
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5.8. Evaluation des propriétés de reconnaissance moléculaire du polymeére imprimé 1Py,

5.8.1. Capacité et effet d'empreinte

A la différence du polymere imprimé IPr;, le polymére imprimé IPy; a été préparé par une
approche semi-covalente en utilisant le template T2. Les cavités a l'intérieur du polymere présentent
une fonction acide carboxylique capable de former des liaisons hydrogenes avec l'analyte "original"

2 lors des tests de reconnaissance moléculaire (Figure 32).

fo) solvant: CH3CN
I température: 20-22 °C
temps: 24h
+ |:3\/\0H pe
O\\ -~
2
IP+, complexe
IPyy -2

Figure 32. Complexation de analyte phosphoré 2 avec le polymére imprimé IPq.

Pour évaluer la capacité et I'effet d'empreinte, 5 mg du polymére imprimé IPy, et du polymeére de
controle CPy; ont été incubés avec des solutions a différente concentration d'analyte 2 dans
l'acétonitrile, dans les mémes conditions utilisées pour I'évaluation des propriétés du polymere IPr;.
Les résultats de binding a différentes concentrations initiales de substrat 2 sont présentés dans la

figure 33.
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Figure 33. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) du phosphinate 2
avec le polymére imprimé IPt, et du polymére de contrble CPy, a différentes
concentrations initiales de 2 (C).
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Comme nous I'avions observé pour le polymere imprimé IPyyq, les nanoparticules imprimées 1P
sont plus performantes dans la complexation du phosphinate "originale" 2, par rapport au polymere
de controle CPr; (Figure 33).

La reconnaissance maximale est de 5.1 = 1.1 umol/g a la concentration de 4.44 mM. En tenant
compte du pourcentage d'extraction du template T2 pour ce polymere imprimé IPr; (27%), cette
valeur de reconnaissance moléculaire correspond a une occupation de 63% des sites expérimentaux
(8.8 pmol/g). Pour le polymere de contréle CPr; la reconnaissance du phosphinate 2 atteint une
faible valeur de 0.8 + 0.4 umol/g a la méme concentration initiale de substrat 2 (4.44 mM). Dans
ces conditions, le facteur d'impression est de 6.7, qui suggere un effet d'empreinte important obtenu
avec l'approche semi-covalent dans les conditions de polymérisation en mini-émulsion. Nous
notons également que, lorsque nous passons a des concentrations initiales de substrat 2 plus élevées
que 4.44 mM, l'effet d'empreinte diminue, en conséquence de I'augmentation des interactions non
spécifiques avec le polymeére de controle.

Comme décrit précédemment (voir partie 5.2.2, page 48), le groupe de Shimizu, a rapporté
récemment la préparation de polymeres imprimés (par approche non-covalente) pour Ia
reconnaissance sélective de composés organophosphorés, en utilisant un monomere
monofonctionnel ou multifonctionnel a base de thiure¢®”. Les polyméres montrent une bonne
capacité expérimentale mais un trés faible effet d’empreinte pour des phosphates, en raison de la
grande capacité du polymere de controle, contrairement aux faibles capacités observées par le
polymére de controle CPr;, préparé par mini-émulsion avec une approche semi-covalente. Cette
différence s'explique probablement par la différence des deux approches utilisées pour Ia
préparation des MIP. En effet, le groupe de Shimizu a mis en ceuvre une approche non-covalente,
connue pour donner des interactions non-spécifiques plus élevées par rapport a I'approche semi-

26
covalente™.

5.8.2. Etude de la sélectivité du polymére imprimé IPr,

La sélectivité du polymere imprimé IPy; a également été évaluée par des tests de reconnaissance
moléculaire en présence des phosphinates 1 et 3, par la méthode du "batch process". Les résultats
sont représentés dans la figure 34.

Nous pouvons noter qu'a faible concentration initiale de substrat 2 (0.22-3.33 mM), le polymeére
imprimé IPp, ne présente aucune sélectivité pour le phosphinate 2. Dans cette gamme de
concentration le substrat 1 est celui qui est le mieux reconnu par ce polymere imprimé IPr
(Figure 34). Ce résultat est surprenant car la cavité du polymere imprimé IPy; est plus polaire que
le phosphinate 1. La nature des interactions entre le polymere imprimé IPy; et le phosphinate 1 est
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difficilement explicable, et peut avoir pour origine la génération d'interactions non-spécifiques

(hydrophobe) a faible concentration initiale du substrat 2 (0.22-3.33 mM, Figure 34).
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Figure 34. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) des phosphinate 1-3 avec le polymére
IP+, a différentes concentrations initiales (C).

Lorsque la concentration initiale d'analyte 2 devient de plus en plus important ( > de 3.33 mM) le
polymére imprimé IPy; montre un petit peu plus d'affinité pour son analyte "originale" 2. A la
concentration de 13.31 mM les facteurs de sélectivité a,.q et a2-3, calculé de la méme fagon que pour
le polymere imprimé IPpq, sont de 20.4 et 1.9 respectivement (Tableau 8, entrée 2). Notons
¢galement que la sélectivité la plus élevée est observée entre les molécules 2 et 1, probablement dii
au fait que les composés 1 ne contient pas de groupes hydroxyles capables d'interagir (liaisons
hydrogene), avec la fonction acide carboxylique présent dans I'empreinte du polymeére imprimé IP;.

Par la suite nous avons évalué les propriétés de reconnaissance moléculaire du polymere imprimeé

IPr; avec les phosphinates 2 et 3 et avec 1.

5.9. Evaluation des propriétés de reconnaissance moléculaire du polymeére imprimé IPy3

5.9.1. Capacité et effet d'empreinte

La préparation du polymére imprimé IPy3 a été réalisée en présence du template T3, par une
approche semi-covalente dans les conditions de polymérisation en mini-émulsion. Les cavités du
polymeére posseédent aprés extraction du template T3, deux fonctions acides carboxyliques dans les
sites de reconnaissance. Ces fonctions sont capables de former des liaisons hydrogenes avec les

deux groupes hydroxyles présents sur le phosphinate 3 lors des tests de complexation (Figure 35).
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Figure 35. Complexation de 'analyte phosphoré 3 par le polymére imprimé IPr;.

Comme précédemment décrit pour les tests de reconnaissance moléculaire des polyméres imprimés
IP1; et IPry, le polymere imprimé IPr3; et le polymére de controle CPr3 ont également été évalués
dans la complexation du phosphinate 3 a différentes concentrations initiales de substrat. Les

résultats sont représentés dans la figure 36.
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Figure 36. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) du phosphinate 3
avec le polymére imprimé IPt; et le polymere de controle CPy3 a
différentes concentrations initiales de 3 (C).

Le polymeére imprimé IPr3 posséde une affinité spécifique pour le phosphinate "original" 3 par
rapport au polymére de contr6lé CPr; (Figure 36), comme précédemment observé pour les
polymeres imprimés IPy; et IPr,. Ce dernier résultat confirme que la position des fonctions acides
carboxyliques a I’intérieur des sites de reconnaissance des polymeéres imprimés IPy; et IPr3, joue
un role clé pour une bonne affinit¢ MIP-substrat. Contrairement, la distribution complétement
aléatoire des fonctions acide carboxyliques dans les polymeéres de controle CPr, et CPy3 empéche
une bonne reconnaissance moléculaire des phosphinates 2 et 3 respectivement.

La reconnaissance moléculaire maximale du phosphinate 3 avec le polymeére IPy3 est de
6.8 = 1.8 umol/g a la concentration initiale de 13.31 mM, correspondant a 70% de la capacité
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expérimentale de fixation (9.8 pumol/g). Dans les mémes conditions de concentration initiale de
substrat 3, le polymére de controle CPr3 montre une tres faible affinit¢ de 0.4 + 0.1 pmol/g
(Figure 36). Les facteurs d’impression I, toujours a la concentration de 13.31 mM, est de 7,2.

Un récapitulatif des facteurs d’impression I calculés a la concentration de 13.31 mM est présenté

dans le tableau 9.

Tableau 9. Facteurs d’'impression | obtenus avec les polyméres imprimés
IPt173 a la concentration de 13.31 mM.

ke Pohmorss ANV prosphors —_ Facows |
1 P74 1 19.8
2 1P, 2 4.4
3 IP13 3 7.2

Apres avoir démontré I’effet d’empreint pour le polymére IPr3, nous nous sommes consacrés a

I’étude de la sélectivité vis-a-vis des substrats 1 et 2.

5.9.2. Etude de la sélectivité du polymére imprimé IPr3

Les résultats des tests de reconnaissance pour le polymeére imprimé IPy3 avec les composes 1-3,
toujours conduits dans les mémes conditions de température (20-22 °C) et de solvant (CH3CN)
pendant 24h, sont représentés dans la figure 37.

Comme pour le cas du polymere imprimé IPy,, a faible concentration initiale de substrat 3 (0.22-
1.55 mM) le polymere imprimé IPy3 n'est pas sélectif pour son analyte "original" 3. Probablement
dans le cas des polyméres imprimés IPy; et IPy3 I'absence de sélectivité a faibles concentrations
initiale de substrat, peut étre attribuée a l'importance des interactions non-spécifiques autour des
nanosphéres. On rappelle que la reconnaissance moléculaire des phosphinate 2 et 3 par les
polymeres imprimé IPr; et IPr3 respectivement, est assurée par la formation de une ou de deux
liaisons hydrogénes a l'intérieur de la cavité (Figure 32 et Figure 35 respectivement).

Nous supposons que, a faibles concentrations de substrat, les interactions non-spécifiques autour
des nanospheres (Interactions w-w stacking, liaison de Van Der Waals et liaisons hydrogeénes) jouent

un role plus importante que les liaisons hydrogenes a 1'intérieur des sites de reconnaissance.
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Figure 37. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) des phosphinate 1-3 avec le
polymére imprimé IP; a différentes concentrations initiales (C).

A partir d'une concentration initiale de substrat 3 de 2.22 mM, le polymére imprimé IP3 montre
une augmentation de la sélectivité pour 3. Notons que le substrat 2 par rapport a 3, est reconnu avec
un moine bon affinité par le polymeére IPr3. Cela peut s'expliquer per le nombre d'interactions
hydrogénes possibles entre 2 et IPr3. Ainsi, la reconnaissance moléculaire de 1 reste faible dans
toute la gamme de concentration étudiée. Comme pour les autres polymeres imprimés I[Py et 1Py,
les facteurs de sélectivité pour le polymere imprimé IPy3; ont été calculés et sont représentés dans le
tableau 8, entrée 3.

A partir des valeurs des facteurs de sélectivité calculés pour les polyméres IPy; et IPrs, nous
pouvons constater que I'augmentation du nombre de fonctions acides carboxyliques dans les sites
d’interaction du polymére imprimé, entraine une amélioration de la sélectivité entre les analytes
testés 1-3. Cette augmentation comporte aussi une amélioration de sélectivité entre les phosphinates
2 et 3. En effet, le facteur de sélectivité obtenu avec le polymere imprime IPy3 est plus importante
que celle obtenue avec le polymere IPr; (pour IPy; 03 = 1.9 tandis que pour IPr3 aszr = 2.7,
Tableau 8). De plus, le polymére imprimé IPt3 montre une excellente discrimination a 1'égard de
l'analyte hydrophobes 1 (a3.; = 28.5), confirmant ainsi que la différence dans le caractcre
hydrophobe entre les analytes (pour 1’analyte 1 logP = 2.424 alors que pour l'analyte 3 logP =
0.3334) joue un role important pour une meilleure reconnaissance avec un polymere a caractere

plus hydrophile (IP3 contient en effet deux fonctions acides au sein des sites d'interaction).
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5.10. Test de reconnaissance du polymére imprimés IPr; avec I'analyte 4

Le polymére imprimé IPy; et le polymeére de contrdle CPyq ont aussi été testés dans la complexation

du phosphinate 4 (Figure 38).

P74 complexe
|PT1 -4

Figure 38. Complexation de I'analyte phosphoré 4 par le polymére imprimé IPq,.

Le phosphinate 4 a été synthétisé dans le but d'augmenter la reconnaissance moléculaire avec le
polymere imprimé IPy;, ayant les sites d'interactions les plus hydrophobes. En effet, ce phosphinate
4, présente la méme longueur de chaine aliphatique (Co) que celle du template T1
(Figure 19, page 43), ayant servi pour préparer le polymere imprimé IPr;. La forme structurelle de
ce phosphinate 4 est donc similaire a celle des sites de reconnaissance induits par le template T1, au
cours de I'impression moléculaire du polymére imprimé IPpy. De plus, l'ajout d'une chaine
aliphatique plus longue augmente le caractére hydrophobe de la molécule (logP = 5.588), ce qui
devrait augmenter l'affinité de 4 avec les sites de reconnaissances du polymere hydrophobe IPyy.
Les résultats des tests de complexation sont représentés dans 1’histogramme de la figure 39. Nous
avons ¢galement indiqués les résultats de reconnaissance moléculaire précédents obtenus pour le

phosphinate 1 avec le polymere IPry, pour avoir une comparaison entre les deux phosphinates 1-4.
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Figure 39. Reconnaissance moléculaire spécifique (B) du phosphinate 3 avec le polymére
imprimé IP; et le polymére de controle CP+; a différentes concentrations initiales (C).
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Les valeurs de reconnaissance moléculaire sont fortement influencées par la concentration initiale
du phosphinate 4, tandis que, pour l'analyte 1, la valeur reste quasiment constante avec
'augmentation de la concentration (Figure 39). Entre les deux valeurs de concentrations 0.22 et 2.22
mM, le polymére IPt; ne présente aucun sélectivité entre les analytes 1 et 4, mais a partir de la
valeur de 3.33 mM, la sélectivité devient tres importante (pour IPr; a4 = 4.9 a la concentration de
13.31 mM). Le polymere imprimé IPp; présente une affinité élevée avec 1’analyte 4 a forte
concentration initiale de phosphinate 4. La reconnaissance maximale est de 38.3 = 2.0 umol/g a la
concentration initiale de substrat de 3.33 mM, correspondant a 94% de la capacité expérimentale de
fixation (40.9 umol/g). Initialement, nous avons pensé que cette remarquable augmentation dans la
complexation du phosphinate 4 était due a aux fortes interactions non-spécifiques avec le polymeére
hydrophobe. Le polymere de controle CPr; en revanche, n'a pas montré de fortes affinités avec le
phosphinate 1 dans toute la gamme de concentrations étudiées (4.2 £ 2.0 pmol/g a la concentration
de 13.31 mM). Le facteur d'impression I calculé¢ a la concentration de 13.31 mM est de 5,7.
L'ensemble de ces résultats intéressants, reproduits trois fois avec deux batch différents de polymere
imprimé IPty, révele qu’une augmentation du caractére hydrophobe de l'analyte 4 avec une
meilleure complémentarité de forme entre le phosphinate 4 et les cavités du polymeére imprimé

IPt;, permet d'obtenir une meilleure capacité et une meilleure sélectivité.

5.11. Application des polyméres imprimés IPr; 13

A ce jour, la plupart des polyméres imprimés a l'aide de templates phosphorés, trouve la plus grande
utilisation dans la conception de catalyseurs pour les réactions d’hydrolyse d'esters carboxyliques®’,
ainsi que dans la réalisation d'un systéme catalytique pour réduction des cétones'**'*1%. Les
résultats importants, en terme de capacité et de la sélectivité obtenus avec les polyméres imprimés
IPr1.13, ils nous ont encouragé dans 1'é¢tude préliminaire de ces derniers comme catalyseurs dans les

réactions de réduction asymétrique de cétones prochirales.
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6. Application de polymeéres imprimés IPr;.13 comme catalyseurs
asymeétriques

6.1. Introduction: chiralité et catalyse asymétrigque

La chiralité est une propriété¢ géométrique qui caractérise le fait qu’un objet et son image dans un
miroir ne sont pas identiques. A la fin des années 1840, le scientifique frangais Louis Pasteur, en
¢tudiant des cristaux de tartrate de sodium et d'ammonium, comprit que ce dérivé était composé
d'un mélange de deux especes de cristaux, image 1'une de 'autre. Apres séparation a la pince de ces
cristaux, il a constaté que chacun d'eux avait un pouvoir rotatoire égal et de sens opposé’’. Deux
molécules possédant des structures images miroir I’une de 1’autre, non superposables sont nommées

énantiomeres (Figure 40).

Figure 40. Exemple des deux énantiomeéres d'un acide aminé.

Dans la majorité des cas, I’asymétrie d'une molécule est batie autour d’un ou plusieurs atomes de
carbone hybridés sp’ et comportant quatre substituants différents (Figure 40). Ainsi, d’autres
atomes tels que le soufre, 1’azote, le silicium ou le phosphore peuvent également donner naissance a
des composés chiraux”’.

La géométrie particuliere apportée par ces centres stéréogenes confére aux molécules organiques
leurs propriétés biologiques. De plus, chaque stéréoisomere d'une méme molécule, peut avoir des
propriétés biologiques tres différentes voire méme opposées (Figure 41). L'exemple le plus flagrant
¢tant celui ou un énantiomére se révele toxique pour l'organisme alors que l'autre posséde une
activité bénéfique, comme dans le cas tragique du Thalidomide dans les années 1960°°. C'est pour
ces raisons que 40% des médicaments mis sur le marché en 2000 possédaient une molécule

énantiopure comme principe actif'*’.
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Figure 41. Exemples d’énantioméres possédant des activités
biologiques distinctes.

Un des défis de la chimie organique de synthése moderne est de contrdler la géométrie de chacun
des centres chiraux d'une molécule lors de sa production. De ce fait, il est fondamental de
développer des outils permettant de concevoir des molécules optiquement pures. A cet égard, la
catalyse asymétrique est une méthode de choix pour synthétiser des molécules organiques chirales.
L’attribution du Prix Nobel de Chimie en 2001 a4 Knowles, Noyori et Sharpless, trois pionniers dans
ce domaine, a récompensé les découvertes en catalyse asymétrique, mais aussi leurs applications
dans divers secteurs industriels'".

Ce développement remarquable de catalyse énantiosélective a stimulé davantage, 1'intérét pour les
propriétés fascinantes des surfaces chirales et leurs applications en catalyse hétérogéne
asymétrique'*. Plusieurs stratégies ont été développées pour la conception de catalyseurs solides
énantiosélectifs, dans le but de combiner l'activité catalytique a un contrdle stéréochimique de la
réaction. Parmi ces approches, seule la technique de modification des surfaces métalliques chirales,
obtenue par adsorption d'un compos¢ chiral, appelé communément modificateur, présente un
potentiel réel en synthése'®. Cependant, la technique semble étre excessivement chére en vue d'une
éventuelle application industrielle. Dans ce contexte l'utilisation de polymeéres imprimés en surface
comme catalyseurs dans les processus de catalyse énantiosélective, peut constituer une innovation
importante.

Comme indiqué précédemment, les polymeres imprimés préparés selon différents protocoles sont
des matériaux capables de reconnaitre sélectivement des analytes. Cette capacité de reconnaissance
peut €tre couplée a une transformation chimique comme pour les enzymes ou les anticorps,

104

¢galement employées comme catalyseurs . En effet, il a été rapporté que, ces derniers sont
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capables de stabiliser 1'é¢tat de transition (TS) d'une réaction comme par exemple d'hydrolyse

105
d'ester

. Dans ce contexte, différentes types d'approches ont été développées pour la préparation
de polymeéres imprimés employés en catalyse, avec des molécules templates analogues a 1'état de
transition de la réaction a catalyser (TSA). En particulier, le principe a été beaucoup étudié et validé
pour des réactions d'hydrolyse d'esters, ou l'analogue de 1'état de transition (le template) est une
molécule contenant un atome de phosphore tétraédrique'.

Par ailleurs, des exemples de réactions d'oxydations et de transfert hydrogéne basés sur I'état de

transition et catalysées par les polyméres imprimés sont reportés dans la littérature'**.

6.2. MIPs comme catalyseur dans la réduction des cétones

Le groupe de Lemaire a ¢étudié¢ la réduction de cétones prochirales par transfert d'hydrogéne en
utilisant comme catalyseur un polymére imprimé avec un atome de Rh(I)'*®. Les auteurs ont
¢galement ¢tudié la réaction de réduction en phase homogeéne en utilisant le méme systeme
catalytique, pour comparer l'efficacité entre la catalyse homogene et hétérogene. Tous les
polyméres imprimés ont montré une énantiosélectivité plus faible que la réaction en phase
homogene. De plus, une faible différence au niveau des exces énantiomériques est observée entre
la réaction effectuée avec le polymére imprimé et celle avec le polymeére de controle.

La réduction catalytique des cétones avec des MIPs contenants des métaux de transition, a

également été étudiée par Polborn et Severin'®’

. L'état de transition propos¢ pour la réaction de
réduction d'une cétone catalysée par du Ru(Il) est une état a six centres avec une conformation
chaise (Figure 42a). Afin d'obtenir un template polymérisable qui pourrait mimer cette
conformation de I'état de transition, les auteurs ont synthétisés un monomere basé sur un complexe
ruthénium—phosphinate (Figure 42b), ou le phosphinate mime I'état de transition de la réduction de
la benzophénone. Puis, ce complexé a ét¢ copolymérisé en présence dEGDMA, en utilisant du
chloroforme come porogéne. L'extraction du ligand phosphinate a été optimisée avec une solution
0.1 M de [BnNEt;]CI dans le MeOH (Figure 42c). Pour évaluer l'effet d'empreinte lors de la
réduction catalytique, un polymere de controle a été aussi préparé dans les mémes conditions mais
sans l'utilisation du ligand phosphinate. Le polymére imprimé montre une activité catalytique sept
fois plus grande que celle du polymére de contréle préparé en absence de phosphinate. De plus,
Polborn et Severin'®’ ont étudié la sélectivité des cavités du polymére imprimé décrit précédemment
(Figure 42c). Une meilleure sélectivité lors de la réduction de la benzophénone par rapport a
d'autres cétones est observée, en raison de l'effet d'impression du di-aryle phosphinate utilisé

pendant la préparation du polymere imprimé.
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Représentation de _
I'état de transition Template polymérisable

Polymer Polymer

R = 80,CgH,CH=CHz
ii : EGDMA, CHCI3 (Ru+CHCI;+EGDMA = 1+100+99), 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile)

(V-70) (1.5%), 35 °C pendant 20h, et ensuite 65 °C pendant 4h.
iii, [BNNEt;]CI dans le MeOH (0.1 M).

Figure 42. (a) Etat de transition; (b) Template polymérisable analogue & I'état de transition
proposés par Polborn et Severin; (¢) Synthése du polymére imprimé utilisé comme
catalyseur dans la réaction de réduction de la benzophénone (d'apres la référence 107).

Le méme groupe de recherche a utilisé un systéme catalytique (Ru) comparable au précédent mais
en introduisant une chiralité portée par des amines, pour des réactions de réduction asymétrique de
cétones prochirales'®. En particulier, leur étude a été focalisée sur la réduction asymétrique de
'acétophénone catalysée par des polymeéres imprimés préparés avec le template représenté dans la
figure 43. Une amélioration de l'activité catalytique combinée a une excellente enantiosélectivité a

été observée pour la réduction de l'acétophénone par rapport a d'autres substrats.

Figure 43. Template polymérisable utilisé
pour la préparation du MIP (d'apres la
référence 108).
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Dans ces derniers exemples de réduction catalytique de cétones prochirales, il a ét¢ montré que la
molécule de phosphore, qui mime 1'état de transition de la réaction de réduction d'une cétone par
I'hydrogene, est un ¢élément important pour avoir une bonne sélectivité de substrat combiné avec
une bonne activité catalytique. A partir de ces résultats et en tenant compte des résultats obtenus
précédemment avec les templates phosphorés T1 et T2, nous avons envisagés d'utiliser les

polymeéres imprimés en surface pour la réduction énantiosélective de cétones prochirales.

6.3. Réduction énantiosélective des cétones prochirales

6.3.1. Définition de la chiralité en deux dimensions

Si un composé planaire prochiral tel que I'acétophénone est immobilisé en deux dimensions sur un
support solide (une surface métallique, par exemple), deux faces prochirales de la cétone peuvent

alors étre différenciées: la face Si et la face Re (Figure 44).

H- -
attaque la H
face-Si attaque la

face-Re
Chiralité-2D

(e ,.
(R)-1-phényléthanol 2

(S)-1-phényléthanol
Support solide

Figure 44. Représentation schématique de la réduction énantiosélective d'un composé planaire prochiral.

Dans cette situation, si un agent de réduction approprié (H™ dans l'exemple de la figure 44) attaque
la face-Si de la cétone, 1'alcool (R)-1-phényléthanol est obtenu. De fagon similaire, si l'agent de
réduction attaque la face-Re, l'alcool (S)-1-phényléthanol se forme (Figure 44).

Un des objectifs de ce travail est donc de réussir a différencier les deux faces enantiotopiques Si et
Re d'une cétone a la surface de polymeres adéquatement imprimés (Figure 45), préparés par la

procédure de polymérisation en mini-€émulsion optimisée au laboratoire.
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o OH
MIP a surface ; complexe réduction
chiral < MIP-cétone > R
reconnaissance sélective Excés énantiomérique
de la face Si ou Re de I'alcool

Figure 45. Exemple de réduction énantiosélective d'une cétone avec un polymére imprimé en
surface et chiral.

6.3.2. Tentative de conception des polymeéres imprimés chiraux pour la réduction asymétrique
des cétones

Comme point de départ pour la réalisation d'un systéme sélectif vis-a-vis d'une des deux faces
prochirales d'une cétone, nous nous sommes basés sur les résultats obtenus lors des tests de
reconnaissance spécifique avec les analytes phosphorés 1-4 (voir partie 5.4, page 56). Les
polymeéres imprimés IPrir3 utilisés pour les tests, ont été préparés a l'aide des templates T1-T3

contenant un atome de phosphore (V) de géométrie tétraédrique (Figure 46).

- + - 4+ —
( 0803 HN. ™ < OSO3 HN ) \H)L
10 )

Figure 46. Templates phosphorés T1-T3 utilisés pour la préparation des polyméres imprimés IPrq.r3.

Ainsi, nous avons envisagé de synthétiser ces derniers templates avec une chiralité portée par
l'atome de phosphore. Par conséquent, aprés polymérisation et extraction des templates chiraux
T1-T3, les sites d'affinité obtenus pourraient présenter une cavité chirale permettant,
éventuellement de discriminer les deux faces prochirales d'une cétone. En plus d'apporter une
information chirale, 1'atome de phosphore tétraédrique est un mime de I'état de transition du produit
de réduction de la fonction cétone en alcool. Par conséquent les sites de reconnaissance, peuvent
avoir un effet stabilisant, permettant de réaliser des transformations catalytiques.

L'objectif idéal visé est schématisé dans la figure 47, ou le polymére imprimé permet de discriminer
les deux faces d'une cétone et la cavité chirale de participer a la réduction catalytique

énantiosélective de la cétone. Le cycle catalytique peut se résumer en trois étapes :
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1 étape: reconnaissance et discrimination sélective de la face Re ou Si de la cétone.

2 étape: réduction de la cétone a l'intérieur des sites d'interactions avec un agent de réduction
extérieur (hydrure).

3 étape: extraction du produit chiral de réduction et récupération du polymére imprimé, qui peut
étre ensuite réutilisé dans un autre cycle catalytique (Figure 33).

vww”’;_ 1) reconnaissance moléculaire
o {; ”°7K
owg

site de recgnnaissance Favoriser la reconnaissance
chirale de la face Si de la cétone

H_ OH {ﬂ“"m% ‘f;:lvc;W%LE<
©>(F§/\OH {AJM; H :\OHW 70;; 2) réducti(cla_lr])sélective
OH"
3) extraction de I'alcool Sﬂﬁ
chiral R W’nwf‘}

Figure 47. Cycle catalytique de polyméres imprimés pour la réduction d'une cétone.

y

La réalisation d'un tel objectif, nécessite tout d'abord une bonne reconnaissance du substrat (cétone)
par la matrice polymérique. Ainsi, avant d'entreprendre la synthése des templates chiraux, nous
avons effectué une série de tests afin de vérifier si les polyméres imprimés IPri.r3 avaient la
capacité de reconnaitre sélectivement une cétone, par rapport au polymere de contréle CPryr3. Les
cétones utilisées (Figure 48b) dans les tests de reconnaissance possedent une structure proche des
templates phosphorés T1-T3 (Figure 48a) utilisés pour faire les empreintes. Comme dans le cas de
la reconnaissance moléculaire des analytes phosphorés 2-4 par les polymeres imprimés IPri-r3
respectivement (Figure 48c), les cétones C1-C3 pourront étre également complexées a l'intérieur
des cavités des polymeres imprimés IPyir3 (Figure 48d). Dans le cas la cétone C1 Ila
reconnaissance sera assurée par simple interaction hydrophobe. Autrement, dans le cas des cétones
C2-C3, une ou deux liaisons hydrogene seront impliquées respectivement (Figure 48d).

Dans un premier temps, nous nous sommes concentrés sur la reconnaissance des cétones C1-C2 par

les polymeres imprimés P12 et par les polymeres de contrdles respectifs CPry.ro.
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a. Structrure des template phosphorés T1-T3

o)

R T I
©/\\<\7}00803 DN\« ©/\\<\7\90803 ) %Oﬂji\% s N

T T2 T3

b. Structrure des cétones C1-C3
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c. Représentation schématique de la reconnaissance moléculaire des phosphinate 2-4
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d. Représentation schématique de la reconnaissance moléculaire idéalisée des cétones C1-C3
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Figure 48. Structure des templates T1-T3 et des cétones C1-C3 avec la représentation
schématique de leur reconnaissance moléculaire dans les sites des polyméres imprimés IPrq.r3.

complexe
IP13-C3
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6.4. Tests de reconnaissance moléculaire des cétones C1 et C2 par les polyméres imprimés 1Py, et IPr,

L'aptitude respective des polymeres imprimés [Pt et Py, a reconnaitre les cétones C1 et C2 a été
mesurée par la méthode du «batch process», avec la méme procédure que celle utilisée pour les

analytes phosphorés 1-4 (voir partie 5.4). Les résultats sont représentés dans les histogrammes de la

figure 49.
IPr1
80,0
a HCPT1 avec la cétone C1 ®IPT1 avec la cétone C1
_. 10,0
2
o 60,0 T
£
= 50,0 ( o
[a1] 40,0 W
| o
30,0 |
20,0 ‘
10,0 ‘
0,0 T T T .
1,11 2,22 4,44 8,87 13,31
C (mM)
P12
9,0
8.0 1 b ECPT2 avec la cétone C2 ®|PT2 avec la cétone C2
g 7,0 1
g 6,0
3 1 o
c‘n’ 5,0 oH
] T
4,0 1 c2
3,0
2,0
1,0
0,0 -"'-l T T T T )
1,11 2,22 4,44 8,87 13,31
C (mM)

Figure 49. Reconnaissance moléculaire (B) de la cétone C1 avec le polymére imprimé
IP1 et le polymére de controle CPy4 () et de la cétone C2 avec le polymére imprimé 1P,
et le polymére de contréle CPr, (b).

Le polymere IPyt; montre une capacité pour la cétone C1 supérieure a la capacité expérimentale
précédemment estimée a 40,9 umol/g (Figure 49a), ce qui peut s'expliquer par 'existence de fortes
interactions non-spécifiques entre le polymere IPy; et 'analyte C1. Ces interactions non-spécifiques
sont confirmées par la forte affinité que la cétone C1 posseéde pour le polymere de controle CPry.

Le polymere IPy; est incapable de reconnaitre sélectivement la cétone C1 par rapport au polymere
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de contréle CPr; et par conséquent il ne convient pas pour la poursuite des études sur la réduction
de cétone. Le résultat précédent n'est pas totalement surprenant si on consideére la nature des
polyméres IPy; et CPry. En fait, les polymeéres sont exclusivement composés de styréne et de
divinylbenzéne, qui conduisent a la formation d'un matériau trés hydrophobe. La cétone C1 étant
hydrophobe, et peut donc interagir de manicére non-spécifique avec la surface des nanospheéres
imprimées IPr;. La situation change lorsque l'on considére le polymere imprimé IPr; et le
polymeére de contréle CPr;, dans la reconnaissance moléculaire de la cétone C2 (Figure 49b). Dans
ce cas, la cétone C2 présente une faible affinit¢é pour le polymere de controle CPr; et la
reconnaissance moléculaire n'excéde pas 1.2 + 0.6 pumol/g. De facon différente, le polymere
imprimé IPy; atteint une reconnaissance de 5.4 + 2.0 umol/g a la concentration initiale de cétone C2
de 4.44 mM (Figure 49b), correspondante a 61% de la capacité expérimentale (précédemment
estimé a 8.8 umol/g). Les sites de reconnaissance de ce dernier polymére IPr; sont capables de
reconnaitre spécifiquement une cétone C2 par rapport au polymere de contréle CPr,, et pourrait
étre envisagé dans les prochaines études de réduction de la cétone C2. Nous sommes €galement
portés a souligner l'importance de ce dernier résultat. Nous avons montré que dans une cavité
initialement préparés pour complexer le phosphinate 2, il est possible également de reconnaitre
sélectivement une cétone qui posséde une conformation planaire sp”.

Apres avoir vérifié la sélectivité du polymere imprimé IPy; pour la cétone C2, nous avons cherché a
optimiser la capacité expérimentale. D’apres les tests de reconnaissance moléculaire précédents, la
capacit¢ du polymére imprimé¢ IPy; pour la cétone C2 est de 45% par rapport a la capacité
expérimentale calculée par analyse élémentaire du phosphore. Cela suggere qu'il y a des sites a
I’intérieur de la matrice polymérique qui n’ont pas d’affinité pour la cétone C2, ou probablement
qui ne sont pas accessibles pour la méme cétone. Une autre possibilité peut étre que les interactions
a l’intérieur de D’empreinte ne sont pas aussi fortes pour permettre d’obtenir des capacité
expérimentales importantes. Pour cette raison que nous avons envisagé la synthése d’un polymeére
imprimé dans les mémes conditions de polymérisation que IPr;, en ajoutant de 1’acide
méthacrylique comme monomere fonctionnel. Ce dernier peut interagir par liaisons hydrogéne avec
le template T2 avant polymérisation, pour donner des fonctions acides carboxyliques
supplémentaires a I’intérieur des sites de reconnaissance du polymeére imprimé. Nous allons

expliquer plus en détail la synthése de ce polymere.

6.5. Préparation d'un polymére imprimé pour la reconnaissance moléculaire de la cétone C2

Dans la plupart des travaux décrits dans la littérature a propos de la préparation des polymeres
imprimés selon une approche non-covalente (voir partie 1.3.2, page 16), I'acide méthacrylique est
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utilisé pour donner des liaisons hydrogenes réversibles, avec le template, dans le complexe de pré-
polymérisation'*>*®. Apres polymérisation de ce dernier et extraction du template, des fonctions
acides carboxyliques seront laissées dans les cavités du polymére imprimé. L'utilisation d'une
certaine quantité d'acide méthacrylique, pendant la copolymérisation du template T2, peut donc
entrainer la disposition des fonctions acide carboxylique dans les cavités du polymere imprimé IPr;
(Figure 50). Nous avons supposé que l'acide méthacrylique peut se lier par liaison hydrogéne a
l'oxygeéne du phosphore du template T2, dans le complexe de pré-polymérisation (Figure 50).
Ensuite ce complexe est copolymérisé avec le styréne et le divinylbenzéne (DVB) dans les
conditions de mini-émulsion. Aprés extraction du template T2 par rupture de la liaison ester, les
nanosphéres imprimées IPyaa formées auront deux fonctions acides carboxyliques a l'intérieur des
sites de reconnaissance (Figure 50). L'une dérive de l'interaction de l'acide méthacrylique avec le
template T2 (approche non-covalente) et l'autre de la rupture de la fonction méthacrylique du

template T2 (approche semi-covalente, Figure 50).

phase organique
O)Y
o styréne |l| DvB
H styrene styréne
X
(0] AMBN, hexadécane . styrene
L/\/_ SDS, H,0 L/\/\OJ\‘(
+ HOJH( ©/ A m|n| -émulsification ©/ -
11 OSO HN
styréne /

T2 phase aqueuse

état de
pré-polymérisation

C2

1) polymérisation

Ny
O""" T

2) clivage et extraction

€

g% _

&
\S

nanosphéres imprimées
IPpaa

Figure 50. Représentation schématique de la polymérisation du template T2 en présence d'acide
méthacrylique (MAA).
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Un polymeére de controle (CPwmaa) a ét€ aussi préparé avec la méme quantité d'acide méthacrylique,
mais en absence du template T2. Ce dernier nous permettra de mettre en évidence l'effet
d'empreinte des nanospheres.

Par ailleurs, une approche analogue a celle propose ci-dessus a été rapporté en 1999 par Vulfson et
Whitcombe®. Les auteurs ont préparé un polymére imprimé par polymérisation en masse, avec
comme template un tri-peptide polymérisable et comme un monomere fonctionnel Ia
vinyl-pyridine. Le polymeére imprimé a été testé¢ dans la discrimination de différente séquence de
tri-peptide dans un mélange acétonitrile / eau. Ils ont démontré que le polymeére a une plus grande
affinité pour la séquence du tri-peptide utilisé lors de 1'impression moléculaire, avec une constant de
dissociation Kp de 113 £47 uM et une capacité expérimentale de 4.1 = 1.2 pmol/g.

Les quantités de tous les composants du mélange de polymérisation que nous avons utilisées, ainsi
que le rapport stoechiométrique entre les monomeres sont représentés dans le tableau 10. Il est
importante de noter que pour des raisons de solubilité dans l'eau, et pour déplacer 1'équilibre de
complexation template-monomere fonctionnel vers la formation du complexe de pré-
polymérisation, un exces de 5 équivalents d'acide méthacrylique par rapport au template T2 est

utilisé conformément a ce qui a été rapporté dans la littérature®""",

Tableau 10. Formulation du polymére imprimé IPyaa.

Pourcentage en Quantités Rapport

Composants o e stoechiométrique des
masse (%) utilisées S g
réactifs polymérisables
Styréne 1.1 ml, 9.61 mmol 170
DVB 0.28 ml, 1.99 mmol 34
Acide méthacrylique 16.7
25 l, 0.29 mmol 5
(MMA) H
Template T2 34 mg, 0.057 mmol 1
Hexadécane 0.72 75 ul, 0.26 mmol
AMBN 0.16 15 mg, 0.078 mmol
SDS 0.64 51 mg, 0.21 mmol
H,O 81.8 6.5ml

Avant d'étre testé en tant que récepteur pour la molécule de cétone C2, le polymére imprimé IPyaa
a été caractérisé par microscopie ¢lectronique a transmission. Les photographies MET (Figure 51)
montrent que les particules sphériques sont partiellement agrégées et homogeénes en taille. Leur

diamétre est compris entre 50 et 100 nm.
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[

Figure 51. Clichés MET du polymeére imprimé IPyaa aprés extraction du template.

6.5.1. Tests de reconnaissance moléculaire du polymére IPya4 et CPyaa avec la cétone C2

L'affinité des polymeéres imprimés IPyaa et du contrdle CPyaa avec la cétone C2 a été mesurée
avec la procédure du batch process utilisée pour les analytes phosphorés (voire partie 5.4) et pour
¢valuer l'affinité du polymeére imprimé IPt, pour la cétone C2. Les résultats sont rapportés dans
figure 52. Nous avons également indiqués les résultats de reconnaissance moléculaire précédents
obtenus pour la cétone 2 avec le polymére IPy;, pour avoir une comparaison entre les deux

polymeres imprimés IPyaa et IPys.

20,0
] —a—— |IPMAA avec cétone C2

18,0 — —® — CPMAA avec cétone C2

16,0 ] ——e—— IPT2 avec cétone C2
14,0
12,0
10,0 -
8,0 1
6,0 -
40 |
2,0 |
0,0

0,00 200 400 600 800 10,00 12,00 14,00

C (mMm)

effet d'empreinte
(20%)

B (umol/g)

reconnaissance
non spécifique

Figure 52. Isotherme de binding de la cétone C2 avec le polymeére
imprimé IPyaa et le polymére de contréle CPyaa a différents concentrations
initiale d’analyte C2 (C).

La premicre observation intéressante que nous avons relevé, est 1'allure similaire des courbes de

saturation du polymeére imprimé IPyaa et du controle CPyaa (Figure 52). Cette tendance assez rare

98



Réduction énantiosélective de composés planaires prochiraux

pour un polymeére de contrdle, du fait que généralement la reconnaissance non spécifique n'atteint
pas un niveau de saturation mais elle est linéaire®. Comme nous nous y attendions, I'augmentation
de fonctions acides a l'intérieur des sites d'affinité, rend le polymére IPmaa plus performant au
niveau de la capacité que le polymére IPr,. La reconnaissance de la cétone C2 par le polymeére
imprimé IPyaa est en moyenne deux fois plus importante que celle obtenue avec le polymere
imprimé 1Py, (Figure 52). Malheureusement, la présence d'acide méthacrylique dans le polymere de
controle CPmaa provoque une forte augmentation des interactions non spécifiques avec la cétone
C2 (Figure 52, courbe rouge), bien qu'un écart de 20% par rapport au polymere imprimé IPyaa, est
observé. Cette forte reconnaissance non spécifique de la cétone C2, sera prise en compte lors des
essais de la réduction asymétrique, compte tenu que la cétone reconnue liée de maniére aléatoire sur
les nanoparticules de polymeére, ne conduira certainement pas a un exces énantiomérique.

Aprées avoir démontré les propriétés de complexation de la cétone C2 par les polymeres imprimés
IPr; et IPyaa préparés avec le template tétraédrique T2, nous nous sommes consacrés dans un
premier temps a la synthése du template T2 chiral, qui sera ensuite utilisé pour la préparation du

polymere imprimé IP, chiral.

6.6. Synthése du template T2, chiral

Des travaux menés par le groupe de Khiar on permis le développement d'une méthodologie simple
et intéressante pour la synthése d'oxydes de phosphine chiraux'®’. La premiére étape (Figure 53)
consiste a traiter le chlorure de méthyle-phényle phosphinate avec un alcool secondaire chiral, le
diacétone-D-glucose (DAG). La diastéréosélectivité de la réaction dépend de la nature du solvant,
de la température, mais surtout de la base utilisée. La réaction réalisée dans le toluéne, a 0 °C et
avec 10 équivalents de triéthylamine, permet d'obtenir avec un rendement quasi quantitatif le
phosphinate d'ester correspondant, dans un rapport Sp/Rp de 97:3 (Figure 53). Inversement, quand
la réaction est effectuée avec de la pyridine, employée comme base, le rapport diastéréomérique est
inversé (rapport SP/Rp de 30:70). Ensuite, le phosphinate obtenu apres réaction avec le DAG, est
trait¢ avec un réactif de Grignard, dans des conditions trés douces, pour obtenir l'oxyde de
phosphine chiral correspondant, avec inversion total de la configuration (Figure 53). Ainsi, nous
avons envisagé une voie de synthése basée sur cette méthode pour la préparation du template T2

chiral.
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Figure 53. Méthodologie pour la synthése des phosphinates chiraux rapportée par le group de Khiar

(d'apres la référence 109).
La premiére étape consiste a traiter le phosphinate 7, synthétisé précédemment
(voire partie 5.3.1, page 50), avec PCls dans le tétrachlorure de carbone (Schéma 8). Le milieu
réactionnel est chauffé a reflux pendant 1.5h jusqu'a la consommation du produit de départ. En
raison de la forte sensibilité a 1'air du composé chloré 28 (Schéma 8), le brut réactionnel de la
réaction est directement engagé dans I'étape suivante. Le composé 28 est dilué¢ dans le toluene sous
atmospheére inerte, refroidi a 0 °C, et ensuite la triéthylamine est ajoutée au goutte a goutte. Puis,
une solution de diacétone-D-glucose (DAG) dans le tolueéne est ajouté lentement. La réaction est
maintenue a 0°C pendant 4h (Schéma 8). Les deux diastéréomeres sont obtenus avec un rendement
total de 77%, dans un rapport 90:10. Les résultats obtenus sont en parfait accord avec ceux

9

, .1 . J o N / /
rapportés par le group de Khiar'”. Les deux diastéréoméres sont séparés par colonne de

chromatographie sur gel de silice en utilisant un mélange dichlorométhane/acétone 95:5.

i i i
Pso~ PCls P—cl DAG, NEt; “P—0ODAG
©/ Lﬁim CCly ©/ Lﬁlm Toluéne ©/ K&Qm
7 opmp oM reflux 28 “opmB 4?’7?;(: 29 “opmB

(aprés deux étapes)

séparation des deux diasteomers
par colonne chromatographique
rapport diastéréomérique 90:10

produit brut

Schéma 7. Début de la synthése du template T2 chirale.

100



Réduction énantiosélective de composés planaires prochiraux

La suite de la synthése est similaire a la préparation de la molécule T2 racémique. Tout d'abord, le
phosphinate chiral (S)-29 est traité avec du bromure d'allyl-magnésium pour obtenir 'oxyde de
phosphine chiral correspondant (R)-30, avec inversion total de la configuration (Schéma 9). Il est a
noter que la réaction a ét¢ effectuée dans le THF et non dans le toluéne comme rapporté par

Khiar'®, puisque le rendement était beaucoup plus faible, de l'ordre de 10-20%.

P\ODAG /\/MQBF 1) (C-CeHﬂ)QBH ©/P\/\/OH
Lﬁ\Lm THF kﬁ\m 2) H,0,, NaOH Lﬁiw

0 °C, 30 min

(S)-29 "OPMB 51% (R)-30 "OPMB 59% (R)-31  ~OPMB
o= EO NEts, DMAP

o DCM

82%

Q 0
@Wo © DCM @ )10 o DCM/ H,0 (10:1) J10
sHN. ) 1% 98% OPMB
T2, OSO; HN, o (R)-33 “OH 0 (R)-32

Schéma 8. Suite et fin de la synthése du template T2, chiral.

Apres la formation de l'oxyde de phosphine (R)-30, la synthése se poursuit par une réaction
d'hydroboration anti-markovnikov pour obtenir une fonction alcool primaire avec un rendement de
59%. La suite de la synthése consiste a 1’introduction de la fonction polymérisable par réaction du
dérivé (R)-31 avec I’anhydride méthacrylique, suivie d'une étape de déprotection du groupement
PMB par le DDQ pour obtenir 1'alcool chirale (R)-33, avec un rendement de 98%. La derniére étape
consiste en la formation du sel de pyridinium chiral T2, en présence du réactif Py-SOs, obtenu
avec un rendement de 91% (Schéma 9).

Ce dernier template chirale T2, a été ensuite utilisé pour la préparation du polymeére imprimé IPp,..

6.7. Synthése du polymeére imprimé avec le template chiral T2,

Le polymere imprimé IP., a été préparé dans les mémes conditions de polymérisation en mini-

émulsion optimisées pour la préparation des polyméres imprimés IPyy.13 (voir partie 5.4, page 56),
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en utilisant le template chiral T2.. La composition du mélange de polymérisation pour la

préparation du polymeére imprimé IP, est indiquée dans le tableau 11.

Tableau 11. Composition du mélange de polymérisation pour la préparation du
polymére imprimé IP¢,.

iy Rapport
Pourcentage en Quantités A
Composants o e . stoechiométrique des
masse (%) utilisées e e o
réactifs polymérisables
Styréne 1.68 ml, 14.62 mmol 170
DvB 16.7 0.42 ml, 2.92 mmol 34
Template T2, 0.086 mmol 1
Hexadécane 0.72 0.11 mi, 0.34 mmol
AMBN 0.16 19 mg, 0.087 mmol
SDS 0.64 75 mg, 0.32 mmol
H.O 81.8 9.5ml

Le polymeére imprimé IPy, a été tout d'abord caractérisé par microscopie a transmission électronique
(MET), pour avoir des informations sur la forme et la taille des nanoparticules. Comme pour les
autres polymeres imprimés IPryr3, les photographies MET pour ce dernier polymere IPg,

(Figure 54) montrent la formation de nanospheéres avec un diamétre compris entre 50 et 100 nm.

Figure 54. Photographies MET du polymére imprimé IP., aprés
extraction du template T2,

6.8. Tests préliminaires de réduction asymétrique avec le polymére imprimé IP.,

La premicre expérience effectuée a été de réduire la cétone C2 en solution homogene, avec LiAlHy
comme agent de réduction dans le THF. Un mélange racémique de I'alcool correspondant a été

obtenu :
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Q OH
OH LiAlH, (1.5¢eq.) OH
C2 THF 50
95%

mélange racémique
50:50

Comme attendu, un mélange racémique des deux énantiomeres est obtenu. Les deux alcools ont été
ensuite séparés par CLHP a l'aide d'une colonne chiral OD-H (phase mobile: hexane/isopropanol
97.5 :2.5, débit : 1 ml/min, détection a 215 nm).

Aprés avoir mise au point les conditions sur la CLHP pour séparer les deux énantioméres, nous
avons effectué des premiers tests de réduction asymétrique en présence du polymére imprimé IPy,.
Pour mettre en place un systéme catalytique comme celui représenté dans la figure 47-page 84, une
premicre condition doit étre de complexer la plupart de la cétone C2 dans le polymere imprimé
IP,. Pour ce faire, nous avons effectué un test de reconnaissance moléculaire de la cétone C2 par le
polymére imprimé IP, en faisant varier la quantit¢é de polymére dans 1 ml d'une solution
de cétone C2 a une concentration de 55,1 uM dans le THF. Nous avons remarqué que la quantité
maximale de substrat C2 (Figure 55) complexée avec 20 mg de polymére imprimé IP,, est 85% par

rapport a la concentration initiale, aprés 24h d'incubation a température ambiante (20-22 °C).

+—|Pch avec la cétone 2
100 -

90 -
80 -
70 -
60 - .
50 -
40 -
30 ¢
20
10 +

@

*

B (%)

0 10 20 30 40 50
Masse polymére (mg)

Figure 55. Pourcentage de binding (B) a la concentration
initiale de 55,1 UM de cétone 2 pour une quantité
croissante de polymére imprimé IP, dans le THF.

Aprés cette expérience, nous avons effectué deux incubations de 20 mg de polymeére imprimé IPy,
dans 1 ml de cétone C2 a une concentration de 55,1 uM dans le THF anhydre. Cette fois les
incubations ont été effectuées dans des piluliers sous argon. Apres 24h d'incubation, 1 pl et 5 pl

d'une solution 1M de LiAlH4 dans le THF sont ajoutés respectivement dans les deux piluliers. La
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réaction de réduction est conduite pendant 1h sous une agitation constante des piluliers. Le
polymére imprimé est ensuite séparé par centrifugation; et lavé plusieurs fois avec 1 ml de MeOH
afin d'extraire éventuellement le produit de réduction formé a l'intérieur de sites de reconnaissance
du polymeére imprimé. Toutes les fractions de méthanol sont récupérées dans un ballon et le solvant
est évaporé sous basse pression. Le résidu est dissous avec 100 ul d'isopropanol et injecté¢ en CLHP.
Malheureusement, l'analyse des chromatogrammes correspondants n'ont pas révélé 1'existence d'un
pic correspondant au produit final de la réduction, ni a la cétone de départ C2. Différentes
hypotheses peuvent étre évoquées a ce stade de la recherche. La premicre est que l'alcool formé est
extrémement reconnu par les sites de reconnaissance du polymére imprimé IP,, et donc, 1'extraction
est beaucoup plus complexe que prévue. La seconde hypothese est que les concentrations de travail
sont trop faibles pour permettre une détection optimale de la cétone de départ et de I'alcool
éventuellement formé. A ce jour, nous ne sommes pas en mesure de conclure si la réduction
asymétrique d'une cétone prochirale est possible ou non en présence d'un polymere imprimé. Afin
d’évaluer l'efficacité de la catalyse par le polymeére imprimé IPg, il parait nécessaire d’optimiser la
méthode analytique, ainsi que les conditions d'extraction du produit final de réduction. De plus,
pour éviter une éventuelle réduction des fonctions acides carboxyliques situées a I’intérieure du

polymeére imprimé, il est envisagé d’utiliser un agent réducteur moins fort que LiAIH,.

6.9. Conclusion premiére partie

Dans la premiére partie de ce travail de thése, nous avons mis au point une nouvelle méthode de
préparation de nanospheéres imprimées en surface, en combinant pour la premiere fois 1’approche
semi-covalente avec la technique de polymérisation en mini-émulsion.

Dans un premier temps, nous avons cherché a évaluer les parametres gouvernant la sélectivité lors
de la complexation polymeére-analyte en préparant des polymeéres imprimés IPryir3, ayant a
l'intérieur des sites de reconnaissance, un nombre croissant de fonctions acides carboxyliques.

La série des polymeres imprimés synthétisée a été caractérisée par des mesures physico-chimiques
telles la détermination de la surface spécifique (BET), la mesure de la polydispersité (par diffusion
de la lumiére) et la microscopie électronique a transmission (MET).

L’analyse ¢élémentaire du phosphore des polymeéres imprimé 1Py, et IPr3 avant et apres clivage du
template, a confirmé que la difficult¢ majeure de la méthode réside dans la rupture des liaisons
esters apres copolymérisation. Le taux d'extraction des templates T1 et T2 compris entre 30 et 40%,
indique que pendant la polymérisation en mini-émulsion le template n'est peut-étre pas toujours
situé a la surface des nanosphéres mais plutot plus en profondeur du polymeére.
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De maniére générale, nous avons démontrés que le polymére imprimé ayant un nombre plus élevé
des fonctions acides carboxyliques dans les sites de reconnaissance (IPr3), présente les meilleurs
facteurs de sélectivité. Ainsi, la différence dans le caractére hydrophobe entre le phosphinate 1-3 et
les sites de reconnaissance des polyméres imprimés, joue un role important pour avoir une bonne
sélectivité. Dans le cas du polymeére imprimé IPp; préparé avec une approche non-covalente
purement hydrophobe, la complémentarit¢ de forme entre I'empreinte et l'analyte est le facteur
prédominant pour avoir des capacités et des sélectivités élevées.

L'utilisation de I’approche semi-covalente a conduit a la formation de polyméres imprimés avec un
excellent facteur d’impression I, comparé a ’approche non-covalente, ou I'excés de monomeére
fonctionnalisés entraine généralement de fortes interactions non spécifiques.

Par ailleurs, nous avons également entrepris des études visant a synthétiser des surfaces chirales
imprimées pour la discrimination faciale et la réduction énantiosélective de cétones. Ces travaux

conséquents restent a finir.
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Utilisation de polymeres imprimés comme récepteurs artificiels de sucres

7. MIP comme récepteurs artificiels des monosaccharides

7.1. Introduction: les sucres dans le monde biologique

Au cours des dernieres années, 1'étude des phénomenes de reconnaissance moléculaire impliquant
les sucres, ont suscit¢ beaucoup d'intérét de la part du monde scientifique compte tenu de leur

10 11 a été montré que le potentiel de

importance dans un grand nombre de processus biologiques
transport de I’information des oligosaccharides est bien supérieur a celui des protéines et des acides
nucléiques de masse moléculaire équivalente''®. De plus, leur présence sur les surfaces cellulaires
(sous forme de glycoprotéines ou de glycolipides) et dans de nombreuses protéines''!, suggére un
role important des oligosaccharides dan le monde biologique. Donc, outre leur importance dans le
stockage de 1'énergie, les sucres sont aujourdhui connus pour leur role dans le transfert des
informations intra- et intercellulaires, dans l'infection des cellules par les bactéries et les virus, dans
le réglage du comportement d'enzymes et d'autres protéines, et pour leur fonction dans la réponse
immunitaire''’. Les phénoménes de reconnaissance des saccharides sont également importants pour
le métabolisme des glucides, et pour les transports de ces molécules a travers les membranes
cellulaires.

Sur le plan théorique, le phénoméne de reconnaissance moléculaire des hydrates de carbone dans
les systémes naturels, est encore trés mal compris, et beaucoup de questions restent encore en

110a,112

suspens a propos du fonctionnement de ces systéme . Dans ce contexte, la préparation de

récepteurs artificiels pour les sucres représente a 1’heure actuelle un challenge synthétique

113

important . Par ailleurs, les récepteurs de glucides pourraient également étre utilisés comme

médicaments agissant en tant qu’anticorps synthétiques (par exemple comme agents anti-
infectieux)''®.

Dans la deuxiéme partie de ce travail de thése, nous avons décidé d’utiliser la nouvelle technique
d’impression moléculaire, décrite dans le chapitre 1, pour la préparation de nanospheres imprimées
en surface, capables de reconnaitre sélectivement des sucres, en particulier des dérivés du glucose.
Avant de décrire en détail la préparation des nouveaux récepteurs artificiels, une présentation des
polymeres imprimés en tant que récepteurs artificiels des glucides sera décrite.

Ces ¢tudes sur les différentes approches utilisées dans la préparation des MIPs, sera tres utile pour

¢évaluer et comparer les avantages de la nouvelle technique d'impression moléculaire optimisée au

laboratoire.
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7.2. Description de différentes approches pour la préparation des MIP

Plusieurs polymeéres imprimés ont été décrits pour la préparation de récepteurs artificiels des sucres.
La plupart de ces polymeres a été synthétisée par polymérisation en masse en utilisant différentes
approches y compris 'approche covalente, non-covalente ou I'approche impliquant des liaisons de

coordination.

7.2.1. Approche covalente

L’approche covalente, décrite par le groupe de Wulff en 1977'*7

est I’une des premicres méthodes
utilisées pour I'impression de sucres. Le template polymérisable est obtenu par réaction du

monosaccharide avec des dérivés d’acide boronique (Schéma 10).

N\
OH OH N
W 5 N
of q \0 - template
? +2 _— 5 o-B polymérisation +4H,0
© + template
2 ? -4H,0
HO OH
NO,
NO,

Schéma 9. Impression des sucres par I'approche covalente faisant intervenir des esters boroniques
(d'aprés la référence 14).

Apreés polymérisation en masse, le template est extrait par réaction d’hydrolyse. La technique a été
utilisée pour synthétiser des polymeres pour le D-galactose, le D-fructose et le phényl-a-D-
mannopyranoside. Les sélectivités pour un énantiomere donné ont été exprimées par le facteur de
séparation o (rapport des coefficients de distribution des isomeéres D et L), obtenu par incubation
des polymeres en présence d’un mélange racémique du monosaccharide imprimé. La valeur la plus
¢levée de 4.5, a été obtenue pour le polymere préparé avec le phényl-a-D-mannopyranoside. Les
résultats obtenus par le group de Wulff, avec les différents mélanges racémiques de
monosaccharides, indiquent que la sélectivité est fortement influencée par 1’orientation des groupes

fonctionnels dans les sites de reconnaissance.
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7.2.2. Approche non-covalente

L’approche non covalente a également ¢été utilisée pour I’impression de monosaccharides par le
groupe de Mosbach''*. Dans le premier exemple (Schéma 11), des composés D-glucopyranosides
ont été imprimés avec 1’acide méthacrylique en présence d’un agent de réticulation (EGDMA). La
formation de liaisons hydrogénes entre 1’acide méthacrylique et le template dans le complexe de

114

pré-polymérisation a été démontrée par des études RMN" . Apres polymérisation et extraction du

template par lavages successifs a 1’éthanol, les particules imprimées ont été conditionnées dans des
colonnes pour des études de séparation chromatographique. Cette technique a permis d’obtenir des

. . i ie s o oo e 14
sites de reconnaissance avec une sélectivité anomérique et épimérique élevées .

Schéma 10. Impression des sucres par I'approche non covalente faisant intervenir des liaisons
hydrogéne.

Par ailleurs, le groupe de Mosbach a rapporté que des glycosides tétraacétylés fonctionnalisés en
position anomérique par un groupement phénylamine (Figure 56), peuvent étre utilisés comme

template en présence d’acide méthacrylique et 'EGDMA comme agent de réticulation' .
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Figure 56. Dérivés du galactose utilisés comme template dans
une approche non covalente via des interactions électrostatiques
(d'aprés la référence 115).

Apres polymérisation en masse et extraction du template par dans un milieu MeOH/acide acétique
dilué, la reconnaissance moléculaire du sucre a l'intérieur des cavités du polymére imprimé fait
intervenir des interactions ioniques entre I’acide méthacrylique et le groupement amine présent sur
le sucre (Schéma 12). Les études menées sur les polymeéres imprimés ont montré que, dans ce type
de systeme, la sélectivité entre le a- et le f-galactoside est fortement dépendante de la position du
groupement amine sur le noyau aromatique (ortho, méta ou para). En revanche, aucune sélectivité

n’est observée pour les polymeéres basés uniquement sur la complémentarité de forme.

;rrry OAc CAc meé

0
AcO o@m@ “ooc :
OAc
Mﬁpﬁ

Schéma 11. Reconnaissance de dérivées du
galactose par des interactions ioniques (d'aprés la
reference 115).

Récemment, Papy-Garcia et al. ont étudiés la préparation de polyméres imprimés par une approche
non-covalente, pour la reconnaissance spécifique de sucres sulfatés, en particulier des dérivés du

glucose possédant un groupement sulfate en position 6 (Schéma 13)''°.
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Schéma 12. Représentation schématique de la préparation du polymére imprimé pour la
reconnaissance spécifique de sucres sulfatés (d'aprés la référence 116).

Les polymeéres imprimés ont été préparés par polymérisation en masse dans le DMSO, en présence
dEGDMA comme agent de réticulation. Différentes amines fonctionnalisées ont été utilisées
comme monomere fonctionnel dans un rapport 1:1 avec le template sulfaté.

Les tests de reconnaissance moléculaire réalisés dans le DMSO, ont montré que le polymere
imprimé préparé avec une amine primaire (AEM, Schéma 13) comme monomeére fonctionnel,
présente la meilleure capacité pour le D-glucose-6-sulfate de potassium. Les auteurs ont conclu que
la reconnaissance du sucre sulfaté¢ dans les cavités du polymeére imprimé est assurée par la
formation de deux liaisons hydrogeéne entre 1'amine primaire et le groupe sulfate (Schéma 13).

De plus, ils ont montré que la sélectivité du polymére imprimé est fortement influencée par la
position du groupe sulfate dans le template. Les sucres ayant le sulfate en positions 6 sont les mieux
reconnus par le polymere imprimé.

Un autre exemple d’approche non covalente pour la reconnaissance des sucres a €été récemment
décrit par le groupe de Shimizu''’. Ils ont préparé des polyméres imprimés en utilisant un
monomere fonctionnalisé contenant une porphyrine chélatant un atome de zinc, en présence de
n-octyl-B-D-glucopyranoside comme template (Schéma 14).

Avec cette approche, le complexe de porphyrine, responsable de la reconnaissance des sucres, est
immobilisé dans une matrice polymérique tres réticulée, et les polyméres résultants sont bien

adaptés pour des applications variées, comme la détection et la séparation sur support solide.
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Schéma 13. Approche non covalente avec du monomeére fonctionnalisé contenant de la porphyrine
(d'aprés la référence 117).

Une publication trés récente, de Okutuku et coll.''®, décrit la préparation de polyméres imprimés en
utilisant le galactose comme template, via une approche non covalente. Les polymeéres imprimés ont
¢té préparé par polymérisation en masse en présence de DMSO comme porogéne. La
polymérisation a lieu pendant 12 heures a 50 °C. L'agent de réticulation utilisé¢ est 'EGDMA, et
I’acrylamide a été choisi comme monomere fonctionnel. Les polyméres imprimés ont été¢ évalués
dans la reconnaissance moléculaire de différents mono- et disaccarides dans I'eau, par la méthode
du "batch process". Les polymeéres imprimés présentent une bonne capacité et sélectivité pour le
galactose (Figure 57a). Les données obtenues lors de la reconnaissance moléculaire du galactose ont
¢été traitées avec la méthode de scatchard (Figure 57b). Les sites de reconnaissance du polymeére
imprimé montrent une homogénéité remarquable (régression linéaire du scatchard plot) avec une

constante de dissociation de 10.5 mM pour le galactose.
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Figure 57. Reconnaissance moléculaire (a) et scatchard plot (b) obtenu pour le polymere imprimé du
galactose par Okutuku et coll. (d'aprés la référence 118).

114



Utilisation de polymeres imprimés comme récepteurs artificiels de sucres

7.2.3. Approche avec des liaisons de coordination

Les approches covalente et non covalente utilisées pour la reconnaissance des sucres présentent des
inconvénients comme la sensibilité a I’eau dans le premier cas, et la solubilité des analytes dans des
milieux organiques dans le deuxiéme. Pour ces deux raisons principales et afin de développer des
récepteurs artificiels pour les sucres dans des milieux aqueux, le groupe d’Arnold a étudié, en 1997,
la reconnaissance de sucres libres par des liaisons de coordination avec des métaux de transition*”.
Les monomeres fonctionnalisés a base de cuivre se coordinent avec le sucre a pH élevé (>10) dans
un complexe de pré-polymérisation (Schéma 15). Apres polymérisation et extraction, le polymére
est chargé avec du Cu(Il). Pendant la chélation du sucre des H' sont libérés et par conséquent le pH
de la solution diminue. La capacité du polymeére a reconnaitre le glucose est définie par la quantité
de base nécessaire pour maintenir le pH de la solution constant. Lors des tests de complexation du
glucose les auteurs ont observé une bonne réponse analytique pour le glucose et des cinétiques de

binding assez rapide.

i) J cross-linking

polymerization

Schéma 14. Approche avec des liaisons de coordination proposée
par Arnold (d'aprés la référence 42).

En 2001, le groupe de Striegler a décrit un modele proche de celui d’Arnold mais permettant de
travailler & pH physiologique compris entre 5,5 et 7,5%. La formation du complexe de
pré-polymérisation entre le monomere fonctionnel a base de cuivre (II) et le sucre (Schéma 15) se
fait toujours a pH ¢levé (pH=12,4).

Aprés polymérisation, I’extraction du complexe et la recharge en ions Cu(Il) dans les sites sont

¢valuées par analyse thermogravimétrique. Environ 96% du complexe introduit avant
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polymérisation est extrait de la matrice polymérique par traitement avec une solution de EDTA et
de HCI1 0,1 N et presque la méme quantité de Cu(Il) extraite est rechargée dans les sites apres
équilibration avec une solution aqueuse 0,1 M de CuCl, (Schéma 16). Cette valeur élevée indique la
formation de sites de reconnaissance avec une trés bonne accessibilité pour les ions métalliques. Les
essais de reconnaissance moléculaire des monosaccharides a pH physiologique ont été réalisés avec

une solution de sucre sept fois plus concentrée que la quantité des sites disponibles sur le polymere.

lo) Impression avec des liaisons de
b coordination

N\E'Cu&\\\ o
X N|f|z ~o Polymérisation

Complexe de pré-polymérisation
par liaisons de coordination OH

Extraction du HO 0 + Cu?*
template HO OH

Recharge du

cuivre (\NHZ

L,

NH, OH

ISR
NH,

Reconnaissance HSMOH
moleculaire

Complexe polymére-substrat par liaison de coordination

Schéma 15. Formation du complexe ternaire ligand polymérisable Cu-sucre dans le polymeére
imprimé proposé par Striegler (d'aprés la référence 43).
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Dans ces conditions, le polymére imprimé avec du glucose a montré une meilleure capacité de
reconnaissance moléculaire et une meilleure sélectivité pour son analyte "original", par rapport au
galactose et au mannose (Figure 58). Plus de 90% des cavités peuvent étre réoccupées par la
molécule template et le facteur de sélectivité a pour le glucose sur les épiméres galactose et

mannose est respectivement de 8,3 et 9,0.

125 -
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Figure 58. Capacité du polymére pour le glucose et les autre
épimeres galactose et mannose (d'aprés la référence 43).

Ainsi, la faible capacité observée pour le polymere de controle, préparé en absence de complexe Cu,
indique un bon effet d'empreinte obtenu avec cette méthode. Le facteur d’empreinte pour le
glucose, recalculé a I’aide des données de la publication, en utilisant les coefficients de partage est
d’environ de 10. Les auteurs ont remarqué ¢galement que dans cette approche par liaisons de
coordination, la forme de l'empreinte moléculaire joue un role important pour une bonne sélectivité
vis-a-vis des épiméres du glucose. Contrairement, au travail de Wulff'*™ concernant la préparation
de polyméres imprimés par approche covalente via des esters boroniques polymérisables,
l'orientation de groupes fonctionnels a l'intérieur des sites de reconnaissance du polymere imprimé

est le facteur plus important pour obtenir une bonne sélectivité.

7.3. Polyméres hydrogels comme récepteurs artificiels de monosaccharide

Les hydrogels ont récemment été employés pour la préparation de polymeéres a empreinte
moléculaire pour la reconnaissance de sucres en milieux aqueux'".

En 2004, Kofinas et coll. ont rapporté la préparation de polymeéres hydrogels imprimés en utilisant
une matrice polymérique a base de poly(allylamine)''*. Cette derniére a été choisie pour sa bonne
solubilité dans I'eau et pour sa structure polyaminée. Le sel de barium du D-glucose-6-phosphate

(GPS-Ba, Figure 59) a été choisi comme template, plutdt que le glucose pure, pour avoir une
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amélioration de l'affinité entre le template et groupements amines primaires présents sur le
polymere, et donc pour augmenter la spécificité de I'empreinte pour le glucose.

Les résultats expérimentaux ont démontré que les hydrogels imprimés ont une bonne affinité pour
le glucose par rapporte a un hydrogel de contrdle préparé en absence de GPS-Ba. Les polymeres ont
montré une capacité 600 mg de sucre par gramme de polymere sec. La sélectivité des hydrogels a
¢été aussi mise en évidence dans la discrimination entre le glucose et le fructose dans des conditions

physiologiques, avec un facteur de séparation glucose/fructose de 7.

Sel de barium du
D-Glucose-6-phosphate

Figure 59. Template utilisé pour la préparation
d'hydrogels imprimés par le groupe de Kofinas''*.

Dans le cadre d'une étude concernant le transport de médicaments, le groupe de Singh a proposé la
préparation de polyméres hydrogels imprimés en utilisant le glucose comme modeéle''™. Les
hydrogels ont été préparés avec du N,N-méthylenebisacrylamide comme agent de réticulation, en
présence de 2-hydroxyéthylméthacrylate (HEMA) et d'acide acrylique comme monomeres
fonctionnels. La polymérisation est effectuée dans l'eau, a 37 °C pendant 1 h 30, avec du persulfate
d'ammonium (APS) comme initiateur de polymérisation. Différents polymeres hydrogels ont été
préparés en faisant varier la quantité initiale de template (glucose). Les auteurs ont observé que les
polymeres hydrogels préparés avec une concentration initiale de glucose plus élevée, sont plus

performants lors de la recomplexation du glucose dans 'eau.
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Préparation de récepteurs artificiels de monosaccharides par la nouvelle technique d’impression moléculaire

8. Introduction

Pour la préparation de nouveaux polymeres imprimés capables de lier spécifiquement des
monosaccharides, en particulier des dérivés du glucose, nous avons décidé dans cette deuxicme
partie, d’appliquer 1’approche semi-covalente en mettant en ceuvre la polymérisation en mini-
émulsion, décrite dans le chapitre 1.

Compte tenu des caractéristiques des templates utilisables dans cette approche, nous avons dans un
premier temps préparé un dérivé du glucose possédant des groupes polymérisables (fonctions
méthacryliques), une longue chaine aliphatique et une téte polaire pour le rendre tensioactif.

Ce template a base de glucose a été utilisé pour synthétiser une série de polymeres imprimés dans
les mémes conditions de mini-émulsion que celles utilisées pour les templates phosphorés T1-T3
(voir partie 5.4, page 56). Enfin, nous avons étudi¢ la capacité des polymeres imprimés synthétisés
a complexer sélectivement les dérives du glucose, par la méthode du batch process. Les capacités
expérimentales et les sélectivités obtenues avec les polymeres imprimés ont €t€ comparées aux
résultats décrits dans la littérature. Puis, une étude d’optimisation des propriétés de reconnaissance
(étudies cinétiques et d’évaluation de I’homogénéité de sites de reconnaissance) a été réalisée afin
de mettre en évidence les avantages de la combinaison de l'approche semi-covalente et de la

méthode de polymérisation en mini-émulsion.

8.1. Structure du template polymérisable tensioactif T4 a base de glucose

La molécule template tensioactif (T4) que nous avons congue a partir du glucose est représentée

dans la figure 60.

M HOH

—E—O_Py" — H o OH

OH
)—(’ O \ﬂ:’c’g H H

e

Figure 60. Structure du template T4 & base de glucose.

T4

Le template tensioactif T4 copolymérisé dans les mémes conditions de mini-émulsion que celles

utilisées pour les templates phosphorés T1-T3 (voir partie 5.4, page 56), devrait se positionner a la
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surface des nanospheres de polymeére formées. Apres clivage des quatre liaisons esters et extraction
du template T4, les nanosphéres IPr4 présenteront des sites de reconnaissance avec quatre acides
carboxyliques (Figure 61). De ce fait, la cavité ou ’empreinte aura une complémentarité¢ de forme
avec le glucopyranoside. Ainsi, la reconnaissance moléculaire des dérivés du glucose peut étre
assurée par quatre interactions non-covalentes réversibles, telles que les liaisons hydrogenes

(Figure 61), en accord avec 'approche semi-covalente précédemment décrite.

[0}
R ) 1) Styrene, VB
o) o ) hexadécane, AMBN,

n N SDS, H,0
WJL mini-émulsion
0303 —_—>

10 2) clivage et

1 extraction 2
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nanospheres imprimées MIP-glucose
1Pty

Figure 61. Formation des nanosphéres imprimées en surface pour la reconnaissance spécifique du glucose.

Les résultats obtenus lors des tests d'affinité des molécules phosphorés 1-4 avec les polymeres
imprimés IPyq.r3, ont montré que l'augmentation du nombre de fonctions acides carboxyliques a
l'intérieur des sites de reconnaissance, conduit a des polyméres imprimés plus performants au
niveau de la sélectivité entre les phosphinates 1-3 (voir partie 5.6, page 64). Par conséquent, les
nanosphéres imprimées IPy4, qui possédent quatre fonctions acides (au lieu de deux pour le

polymere IPy3) devraient présenter une bonne capacité et sélectivité pour des glucopyranosides.

8.2. Synthése du template tensioactif T4

Le template tensioactif T4 est obtenu en cinq étapes avec un rendement global de 12%
(Schéma 17). La premiere étape consiste en une réaction classique de glycosylation entre le
composé commercial le glucose per-acétate 34 et l'alcool 35 en présence du complexe BF3-Et,0'.
Le produit tétraacétylé 36 est obtenu avec un rendement de 48%. Ce dernier subit ensuite une
déprotection avec de I’acétate de sodium dans les conditions de Zemplen'*', pour donner le
composé¢ 37 avec un rendement de 94%. Puis, les fonctions polymérisables sont introduites par
réaction avec I’anhydride méthacrylique, dans les mémes conditions utilisées pour les templates
phosphorés T2-T3 (voir partie 5.3.2, page 51). Cette réaction de perméthacrylation des quatre
fonctions alcools est 1’étape limitante de la synthése et quelque soit les conditions testées, le

rendement en produit 38 n’excede pas 33%. La présence simultanée d'une fonction alcool primaire
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et de trois fonctions alcools secondaires dans le composé 37, rend la réaction de perméthacrylation

particulierement difficile.

OAcry
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Schéma 16. a) OH(CH,);,OBn (35, 3 eq), BF;.Et,O (3.3 eq), CH.Cl,, 0°C—RT (48%); b) MeOH,
NaOMe (0,4 eq), CH,Cl,, RT (94%); c) Anhydride acrylique (10 eq), NEt; (10 eq), DMAP (0,1 eq),
CH,CI, (33%); d) DDQ (5 eq), CH.CIx/H,O (10:1) (90%); e) Py.SO3 (2 eq), CH.Cl,, reflux (76%).
Ac=Acétyle, Acry=Methacryloyl, Py=Pyridine, DMAP= 4-(Diméthylamino)-pyridine, DDQ=2,3-
Dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone.

L'étape suivante de la synthése du templateT4 est une réaction de déprotection de la fonction
benzyle de 38 avec du DDQ dans un mélange dichlorométhane/eau. Le produit désiré 39 est obtenu
avec un trés bon rendement de 90%.

Enfin, la fonction alcool est transformée en sel de pyridinium par réaction avec le complexe Py-SOs3,
a reflux dans le dichlorométhane. Une fois mise au point la synthése du template T4, ce dernier a
ét¢ employé dans la synthése des polyméres imprimés dans les conditions de

mini-émulsion.

8.3. Préparation des polymeéres imprimés avec le template T4

8.3.1. Formulation des polymeéres imprimés IPr,.1s

Le template T4 synthétisé a été copolymérisé en présence de styréne et divinylbenzéne (DVB) en
utilisant la procédure de polymérisation en mini-émulsion mise au point précédemment avec les
templates phosphorés (voir partie 5.4.3, page 58). La composition des différents réactifs du mélange
de polymérisation est la méme que dans le cas de la préparation des polyméres imprimés
précédents. Les quantités utilisées et les rapports steechiométriques entre les réactifs polymérisables

sont consignés dans le tableau 12.
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Tableau 12. Composition du mélange de polymérisation pour le polymere imprimé IPy,.

Composants Pourcenta%e en Qu_a_ntjtés Rapport_stoechiorr)é_trique
masse (%) utilisées des réactifs polymérisables
Styréne 1.40 ml, 12.5 mmol 170
DVB 16.7 0.35 ml, 2.5 mmol 34
Template T4 52 mg, 0.072 mmol 1
Hexadécane 0.72 0.10 ml, 0.34 mmol
AMBN 0.16 16 mg, 0.083 mmol
SDS 0.64 63 mg, 0.26 mmol
H,O 81.8 8.0ml

Précédemment, lors de l'explication des principes généraux sur la polymérisation en mini-émulsion
(voir partie 2.2, page 27), les raisons pour lesquelles la réalisation d'une mini-émulsion stable

67.68 ont été discutés. Ce dernier

nécessite la présence d’un agent hydrophobe tel que 1’hexadécane
agent ¢limine le mirissement d’Ostwald, et permet d’obtenir des nanosphéres polymériques avec un
faible indice de polydispersité. Pour voir l'influence réelle de 1’hexadécane sur la forme et la
polydispersité des nanoparticules et surtout sur l'affinité que le polymére imprimé montre pour le
glucose, une série de polymeres IPys a également été synthétisée avec la méme composition que le

polymere imprimé IPp4 (Tableau 12), mais en 1'absence d'hexadécane.

8.3.2. Procédure de préparation de la mini-émulsion

Une quantité connue de template T4 est solubilisée dans le mélange organique styréne / DVB sous
atmosphere inerte Ensuite, tous les autres composants (AMBN, H,O, SDS, hexadécane) sont
ajoutés et le mélange est agité vigoureusement pendant 10-15 min pour obtenir une macro-
émulsion. Dans le cas du polymere imprimé IPrs le mélange de polymérisation ne contient pas de
I’hexadécane. Puis, la macro-émulsion est transférée dans une unité a ultrasons (Appareil Bioblok
Scientific Vibra-cell, 40% de puissance) et soniquée pendant 2 min a température ambiante’’. La
mini-émulsion obtenue est ensuite mise dans un bain a 80 °C. La polymérisation est alors conduite
avec une agitation constante et vigoureuse pendant 20 h.

Aprés polymérisation les nanoparticules formées sont récupérées par ultracentrifugation a
27000 tr/min. Comme dans les cas précédents de polymeres imprimés IPypq.y3, la séparation des
particules a présenté de nombreuses difficultés et une série des plusieurs cycles d'ultracentrifugation
est nécessaire pour récupérer une quantité suffisante de polymere.

Les nanoparticules sont ensuite lavées plusieurs fois avec un mélange 1:1 (v/v) acétone/H,O pour

¢liminer les réactifs n'ayant pas polymérisés et la plupart du SDS. Le polymeére est ensuite lavé,
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séché et lyophilisé puis soumis a I'hydrolyse pour extraire le template. Une fraction est séchée sous
vide (nuit) puis ensuite lyophilisée, pour étre caractérisée par des mesures physico-chimiques telles
que I’analyse infrarouge (IR), la détermination de la surface spécifique (BET), la mesure de la

polydispersité (par diffusion de la lumiére) et la microscopie électronique a transmission (MET).

8.3.3. Extraction de la molécule template T4

L’extraction du template T4 de la matrice polymérique a été effectuée par réaction de saponification
dans un mélange 1:1 MeOH/NaOH (5M), a reflux pendant trois jours. Contrairement aux molécules
templates précédentes (T1-T3), le composé T4 ne contient pas d'hétéroatome. Donc, nous ne
pouvons pas utiliser 'analyse élémentaire pour évaluer ni la quantité de template T4 introduite dans
la matrice polymérique, ni la quantité extraite lors de la rupture des liaisons esters.

Il est néanmoins possible de suivre qualitativement l'introduction et l'extraction du template par
analyse infrarouge. Les spectres IR correspondants au template T4, au polymere imprimé avec T4
avant et apres extraction du template (IPr4) et au polymére composé uniquement de styréne/DVB
(c'est-a-dire le polymere de controle CPrq) sont représentés a la page 118 et 119.

Dans le spectre infrarouge du template T4 (spectre IR a), on identifie la bande d'absorption
caractéristique du carbonyle de I’ester & 1734 cm™ et celle de la vibration de la double liaison
carbone-carbone a 1638 cm™. Aprés copolymérisation avec le styréne et le DVB (spectre IR b), la
disparition de la bande d'absorption de la double liaison carbone-carbone et la présence simultanée
de la bande du carbonyle ester située & 1734 cm™', constitue un élément permettant de montrer
l'incorporation du template T4 dans la matrice polymérique. Le spectre infrarouge du polymere
imprimé IPr4 apres clivage et extraction du template T4 (spectre IR ¢), montre une diminution
d’intensité de la bande du carbonyle de I’ester. Donc comme dans les cas des polymeéres imprimés
IPr;.13, l'extraction du template T4 n'est pas totale, ce qui confirme les difficultés dans la rupture

des liaisons ester a l'intérieur de matrice polymérique.
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La diminution d’intensité de la bande ester devrait coincider avec l'apparition d'une bande vers
1680-1700 cm™ correspondant & la vibration de valence des carbonyles des acides carboxyliques
formés. Cette situation n'est pas complétement claire dans notre spectre (spectre IR ¢), méme si on
peut voir une variation du spectre dans la zone compris entre 1650-1700 cm™, par comparaison avec
le spectre infrarouge du polymere CPpy contenant uniquement du styréne et du DVB (spectre IR d).
Dans ce dernier, nous n'observons pas de bandes d’absorptions entre 1650-1700 cm™. A noter que
dans le spectre du polymére IPy4 aprés clivage (spectre IR ¢), on peut également observer
l'apparition d'une bande large et intense & 3400 cm™', qui est attribuée a la vibration de valence de la
liaison O-H des acides carboxyliques. Par contre cette bande peut induire en erreur puisqu'elle peut

aussi €tre due a la contribution des molécules d'eau restées bloquées dans la matrice polymérique.

8.3.4. Préparation du polymére de contréle CPy,

Le polymere de controle CPrg a été préparé en utilisant 4 équivalents du monomere tensioactif 27
(voir partie 5.4.5, Figure 60), a la place du template T4. Aprés copolymérisation en présence et
extraction de ce dernier, dans les mémes conditions que celles utilisées pour les polymeéres
précédents IPry13, les nanospheres CPr4 posséderont théoriquement a la surface, le méme nombre
d'acides carboxyliques que le polymére imprimé IPrp4, mais disposés de fagon aléatoire, sans

empreinte.

8.4. Caractérisation des polyméres imprimés 1Py4.15 et du polymeére de contréle CPrs

Comme dans le cas de la série des polymeres imprimés précédents les polymeres
IPr41s et le polymeére de controle CPry synthétisés, ont été caractérisés par des mesures physico-
chimiques telles que la détermination de la surface spécifique (BET), la mesure de la polydispersité
et du diameétre des particules (par diffusion de la lumiére) et par microscopie électronique a

transmission (MET). Un récapitulatif de ces analyses est présenté dans le tableau 13.

Tableau 13. Diameétre des particules, polydispersité et surface spécifique pour les polyméres IP4.15
et le contrble CPr,.

Diamétres Surface spécifique (m?/g)
, Y z H . K
Entrée Polyméres Hexadécane Template partlcuelles Polydispersité Apreés Aprés
(nm) polymérisation  extraction
1 1P14 oui Ta 154 nm 0.173 68.9 121.8
2 IPrs non Ta 770 nm+ pmb 0.346 31.0 85.4
3 CPr4 oui 27 141 nm 0.180 - -

a: Les mesures ont été réalisée avec 1.3-1.5 mg de polymére séché et dispersé dans 1.0 ml de H,0, en utilisant la diffusion de la lumiére (Appareil Zetasizer Malvern).
b: Deux populations de particules sont observées.
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Il s’avere que, le polymere imprimé IPys préparé sans hexadécane, possede des valeurs du diametre
des particules et de polydispersité plus hautes que les polymeres imprimés (IPp4) préparé avec
I'hexadécane (Tableau 13, entrées 1-2). Les photographies prises par microscopie €lectronique a
transmission (MET) pour le polymeére imprimé IPrs (Figure 62) montrent la formation d'agrégats de
particules polymériques qui probablement, est a l'origine des différences dans les valeurs de
polydispersité et diamétre de particules entre les polymeéres imprimés IPy4 et IPys observés

précédemment (Tableau 13, entrées 1-2).

Figure 62. Photographies MET du polymére imprimé IP1s synthétisé
en absence d'hexadécane.

Pour le polymere imprimé IPr4 (préparé avec de I'hexadécane), les photographies MET (Figure 63)
montrent la formation des particules sphériques avec une bonne homogénéité morphologique. Cela
se traduit dans des valeurs inférieures de polydispersité¢ et diametre de particules comparé aux

valeurs mesurées pour le polymere imprimé IPys préparé sans 'hexadécane.

1Pz, P14
~avant extraction du template apres extraction du template

|

Figure 63.Photographies MET des polyméres imprimés
IPr4 avant (a) et apres (b) extraction du template T4.
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De plus, comme nous avons précédemment observés dans le cas des polymeres imprimés 1Py, et
IPy3 (voir partie 5.5, page 62), 1'aspect des nanosphéres n'est pas affecté par 1'extraction du template
dans les conditions basiques de saponification. Ainsi, les analyses de surface spécifique montrent
une augmentation de la surface spécifique (Tableau 13), aprés clivage et extraction du template,
pour tous les polymeres. Ce dernier résultat expérimental est conforme a ce qui était attendu. En
effet, lorsque le template est extrait de la matrice polymérique, la surface des nanosphéres est
modifiée ce qui se traduit par une augmentation de la surface spécifique’®.

La poursuite de nos études nous a ensuite conduit a 1’évaluation des caractéristiques de binding des

polymeéres imprimés IPy4 et IPys, ainsi que du polymére de contrdle CPr4 avec le glucose, le

template original.

8.5. Evaluation des propriétés de reconnaissance des polyméres imprimés IP, et IPys.

La capacité d'un polymére imprimé a reconnaitre sélectivement un analyte par rapport a un
polymeére de contrdle (effet d'empreinte) est l'une des propriétés les plus importantes de ces
matériaux. Cette affinité particulaire pour un analyte permet l'application des MIP dans différents
secteurs tels que la chromatographie’’, la détection des molécules d'intérét biologique’, la
catalyse''®. Ainsi, nous avons évalué dans un premier temps la capacité expérimentale et l'effet
d'empreinte des polymeres imprimés IPp4, IPps a complexer un dérivé du glucose. Nous avons
choisi comme molécule cible le composé 40 (Figure 66), substitué en position anomérique par un
groupement phényle. De cette fagon, la molécule cible présente un chromophore détectable par UV,
facilitant ainsi les analyses et les quantifications par CLHP.

Par ailleurs, une série d'épimeres du glucose (Figure 66), a été¢ synthétisée dans le but d'évaluer la

sélectivité du polymere imprimé IPy4 par rapport au template "originale" 40.

8.5.1. Capacité et effet d'empreinte des polyméres imprimés IPy; et IPrs

Nous avons d'abord étudié les capacités de reconnaissance moléculaire des polymeéres imprimés
IPp4 et IPps avec la molécule cible 40, en tragant la concentration de l'analyte liée aux polymeres
imprimés IPys (Figure 64a) et P14 (Figure 64b) en fonction de la concentration initiale d'analyte 40
(C). La concentration d'analyte liée au polymere (B) a été mesurée aprés 24 heures d'incubation,

pour une masse constante de polymere (10 mg), a température ambiante (22 °C) dans l'acétonitrile.
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Figure 64. Reconnaissance spécifique (B) du monosaccharide 40 dans |'acétonitrile par les polyméres
imprimés IP1s (a) et IP14 (b) respectivement.

Dans les conditions de saturation (C = 6.67 mM), la reconnaissance de la molécule 40 avec le
polymeére imprime IPy4 (Figure 64b) atteint une valeur de 17.0 = 1.5 pumol/g, tandis que la
reconnaissance avec le polymeére imprime IPys (Figure 60a) atteint une plus faible capacité
(7.5 £ 1.0 umol/g) a une concentration initiale similaire d'analyte 40. La plus faible reconnaissance
moléculaire du polymeére imprimé IPys s'explique par le taux d'agrégation important de IPrs, ce qui
exclut une bonne accessibilité et diffusion du pyranoside 40 a l'intérieur des cavités. La présence
d'hexadécane au cours de la polymérisation en mini-émulsion contribue donc a la préparation d'un
matériau qui présente des meilleures propriétés physico-chimiques (polydispersité, diamétre des
particules, morphologie) ainsi qu’une meilleure capacité a reconnaitre I'analyte correspondante.

Nous avons été trés encouragés par le fait que la reconnaissance du monosaccharide 40 avec le
polymére de controle CPr4 (courbe rouge dans la figure 64b) est extrémement faible
(1.75 £ 1.0 umol/g) lorsque la concentration initiale d'analyte 40 est de 6.67 mM. En accord avec la
littérature®® (voir aussi la partie 3.2, page 33), le facteur d’impression I, qui permet d’évaluer
combien de fois le composé 40 est reconnu par le polymere imprimé IPr4 par rapport au polymere
de contrdle, a été calculé. Le facteur a une valeur de 9.9 a la concentration d'analyte de 6.67 mM.
Ce résultat confirme 'importance des quatre fonctions acides disposées spatialement dans la cavité
du MIP pour former des liaisons hydrogénes multiples avec le monosaccharide 40. Contrairement
au polymere de controle CPry4, ou les fonctions acides carboxyliques sont distribuées de fagon
aléatoire sur la surface des nanospheres et n'offrent pas d'interactions multiples avec l'analyte 40. Il
se pourrait, qu'il y ait également un effet coopératif lors le la reconnaissance moléculaire entre le

monosaccharide 40 et IPt4. L'efficacité de la reconnaissance moléculaire entre le monosaccharide
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40 et le polymere imprimé IPp4 grace aux acides carboxyliques présents a l'intérieur du polymere

imprimé a été vérifiée par des tests d'inhibition du binding par post-modification.

8.5.2. Inhibition de la reconnaissance moléculaire par estérification des fonctions acides

L'affinit¢ des MIP pour un analyte est généralement évaluée par des tests de reconnaissance
moléculaire afin de connaitre la quantité d'analyte liée au polymére imprimé. Une autre technique
pour démontrer les propriétés de reconnaissance moléculaire des MIP est la post-modification de la
forme des cavités par effet thermique, ou la transformation chimique des groupes fonctionnels créés
dans ces cavités aprés le processus d'impression moléculaire'”. Cette méthode a pour effet
d'annihiler les propriétés de reconnaissance des MIP.

Afin de prouver I’accessibilité et I'efficacité des acides carboxyliques a la surface des particules du
polymére IPt4, nous avons effectué une réaction d’estérification de ces fonctions en présence de
triméthylsilyldiazométhane (TMSD), dans un mélange MeOH / Tolueéne (Figure 65). Apres 1h
d'agitation, une solution d'acide acétique est ajoutée dans le mélange réactionnel. Ensuite, les
nanospheéres estérifiées IPg sont récupérées par centrifugation et lavées plusieurs fois avec un
mélange acétonitrile / eau 1:1 (v/v). Apres séchage sous vide pour une nuit, le polymére estérifié

IPg est lyophilisé avant d'étre testé dans la reconnaissance du monosaccharide 40.

TMSD pas de

complexation

Figure 65. Post-estérification des fonctions acides carboxyliques dans le polymére
imprimé 1Py4.

L’incubation de 10 mg du polymere estérifi¢ IPg dans 1 ml d’acétonitrile (6.67 mmol) contenant le
monosaccharide 40, a température ambiante (22 °C), pendant 24 h, a montré une capacité tres faible
de 1-2 umol/g, alors qu’avant estérification elle était de 17.0 umol/g. Cette perte des propriétés de
reconnaissance moléculaire sont dues a l'impossibilit¢ du polymere IPg d’engager des liaisons
hydrogénes avec le dérivé du glucose 40.

Ayant démontré l'effet d'empreinte du polymeére imprimé IPy4, nous avons ensuite étudié sa

sélectivité vis-a-vis des autres épimeres du glucose (Figure 66).
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8.5.3. Evaluation de la sélectivité du polymeére imprimé 1Pz,

La capacité du polymére imprimé IPr4 a reconnaitre sélectivement le glucopyranoside 40, a ensuite
été étudié en comparant les propriétés de complexation du polymére avec d’autres analogues

représentés dans la figure 66.

OH OH

HO™ 4 > R HO 5
HO L -0, HO
3 OH @ OH
U

beta-PhGlucose 40 alpha-PhGlucose 41

OH OH

OH . OH OH_
HO&/O
© OH (6]
beta-PhGalactose 42 alpha-Phldose 43\©

Figure 66. Structure des monosaccharides utilisés dans les
tests de reconnaissance.

Expérimentalement, 10 mg des polymeres de controle CPyy, CPry4 et du polymére imprimé IP4 ont
¢été incubées séparément avec un 1 ml d'une solution d’acétonitrile 6.67 mmol des monosaccharides
41, 42 et 43 (Figure 66), selon la méme procédure utilisée pour le glucopyranoside 40. Les résultats
sont représentés dans I'histogramme de la figure 67.

La capacité pour le a-glucopyranoside 41 atteint la valeur de 12.8 + 2.2 umol/g. D'apres ce résultat,
il semble que la stéréochimie de I'atome de carbone anomérique du sucre ne semble pas étre un
¢lément discriminant important lors de la complexation MIP-monosaccharide, puisque seule une
différence de 3.9 umol/g entre les deux anomeres 40 et 41 a été observée (Figure 67).

Ce résultat est en parfait accord avec nos prédictions compte tenu que l'empreinte a été créée a
partir du template T4, qui posséde une conformation . La faible différence observée entre la
reconnaissance moléculaire des deux anomers peut étre attribuée a la forme des cavités a l'intérieur

du polymere imprimé IPry4.
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Figure 67. Reconnaissance moléculaire des monosaccharides
40, 41, 42 et 43 avec les polyméres de contréle CPrq, CP14 et le
polymére imprimé IPr4 a la concentration de 6.67 mM dans
I'acétonitrile.

Pour les monosaccharides 42 et 43 le maximum de reconnaissance moléculaire avec le polymeére
imprimé IPy4 est de 3.0 = 1.7 et 2.1 + 0.8 pmol/g, respectivement. Dans le cas de la reconnaissance
moléculaire du monosaccharide 42, le changement de la stéréochimie d'un seul carbone (Cj)
empéche d'avoir une bonne reconnaissance avec les sites d'interactions du polymere imprimé IPryy4.
Ainsi, dans le cas de l'analogue 43, ou la stéréochimie de carbone C,, C; et C4 est inversé par
rapport au glucose 40, la reconnaissance moléculaire avec le polymeére imprimé IPy4 est encore plus
faible que celle mesurée avec l'analyte 42. Ces derniers résultats suggerent que la formation de
quatre liaisons hydrogénes multiples entre le monosaccharide 40 et les fonctions acide carboxylique
présentes dans les sites d'interactions du polymeére imprimé IPry4, sont indispensable pour avoir une
bonne affinité et sélectivité. En accord avec ce qui a été rapporté par le groupe de Striegler’® (voir
aussi la partie 3.2, page 33), les facteurs de sélectivité a pour le glucopyranoside 40 par rapport aux
autres analytes 42 et 43 ont ét¢ calculés a 6.5 et 9.6, respectivement.

A ce jour, différents travaux ont été consacrés a la préparation de polyméres imprimés trés sélectif
vis-a-vis des monosaccharides (voir chapitre 2, page 109). La plupart de ces polyméres imprimés,
ont été préparés exclusivement par polymérisation en masse, en utilisant I'approche covalente par
formation d’esters boroniques réversibles, l'approche par coordination avec un métal de transition
(Cu, Zn) et l'approche non-covalent basée sur les liaisons hydrogénes réversibles. A notre

connaissance, le facteur de sélectivité glucose/galactose (o4p.42 = 6.5) calculé pour le polymere
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imprimés IPr4 est le facteur le plus élevé rapporté a ce jour, comparativement aux données
disponibles pour un approche non-covalent avec des polyméres imprimés basé sur un complexe
porphyrine-Zn®", proposé par le groupe de Shimizu'"”.

Le fait que le polymére imprimé IPy4 présente de bonnes sélectivités pour le glucopyranoside 40
par rapport aux autres épimeres 42 et 43, suggere fortement que le facteur dominant pour la
reconnaissance des analytes, dépend essentiellement de I'orientation des groupes carboxyliques a
I'intérieur des sites d'interaction du polymére imprimé'*'"*. Contrairement aux MIP préparés par
polymérisation en masse avec une approche non covalente, impliquant des interactions ioniques'"”,
et aux MIP préparés par une approche utilisant des liaisons de coordination avec un métal®, qui ont
révélé que la stéréochimie de la position anomérique est un parametre crucial pour une bonne
sélectivité.

Aprées la mis en évidence de l'effet d'impression et de la sélectivité du polymere IPr4, nous avons

décidé, pour une meilleure caractérisation de la surface du polymere imprimé, d'étudier les

cinétiques de binding.

8.6. Etude cinétique pour le polymére imprimé 1Py,

Jusqu'a présent, la concentration d'analyte reconnu par les polymeres imprimés a ét¢ déterminée
aprés un temps incubation de 24h. Dans cette étude, nous avons cherché a déterminer la capacité du
polymeére imprimé IPr4 pour l'analyte 40 en fonction du temps.

L'étude cinétique a été conduite en tragant la concentration d'analyte 40 liée au polymere IPr4 (B)
en fonction du temps d'incubation (Figure 68). Les essais ont été réalisés a la méme concentration
en monosaccharide 40 (6.67 mM), dans des "batch" indépendants pour une masse constante de
polymeére imprimé IPr4 (10 mg).

Il est intéressant de noter, que l'équilibre de complexation est atteint aprés Sh d'incubation a
22 °C, ce qui suggere une diffusion relativement efficace et rapide de la molécule 40 vers les sites

d'interactions présents a la surface des nanospheres.
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Figure 68. Etudie cinétique pour le polymére imprimé IPq4
avec le glucopyranoside 34.

Par rapport a la littérature, rapportant des expériences cinétiques impliquant des polymeres
imprimés préparés par la polymérisation en masse, ce temps d'équilibre peut étre considéré comme
rapide, puisque généralement 24 a 48 heures sont habituellement nécessaires pour établir 1'équilibre
polymére-analyte'**-"°. Notons également que, dans ces conditions, la reconnaissance moléculaire
de 40 par le polymere imprimé IPy4 atteint également une valeur maximale de 16.0 = 1.1 pmol/g,

conformément au résultat obtenu apres 24h d'incubation (17.0 = 1.5 pmol/g).

8.7. Caractérisation de I'homogénéité des sites d'interaction du polymére imprimé 1Py,

Suite a 1'étude cinétique, l'isotherme de complexation précédemment tracée apres 24h d'incubation
(Figure 64Db), a été répétée pour Sh d'incubation dans les mémes conditions expérimentales.

De facon générale, le traitement des ces données par des modeles mathématiques (Langmuir,
Freundlich), permet de donner des informations qualitatives et quantitatives sur la nature
(homogene ou hétérogene) des sites de reconnaissance de MIP.

Dans un premier temps le traitement des données avec le logiciel GraphPad Prism (version 3.02),
permet de calculer pour un « one binding site model » comme meilleur modéele d’approximation,
une constante de dissociation (Kp) de 1158 + 300 uM, associée a une capacit¢ maximale de

21.2 + 1.3 umol/g (Figure 69).
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Figure 69. Courbe isotherme de complexation
pour le polymére imprimé IPy4 aprés 5h
d'incubation obtenue aprés traitement par le
logiciel GraphPad Prism.

Cependant, l'erreur associée a la valeur de Kp révele que le traitement des données est aberrant et
pas adapté. En effet, le traitement des données avec le logiciel GraphPad Prism, est généralement
applicable pour I'¢tude des systémes biologiques homogenes tels que des enzymes ou des anticorps.
L'application d'un modele plus précis permettant de caractériser de fagon plus rationnelle
I'homogénéité des sites d'interaction de nos MIP est nécessaire. A ce sujet, des études intéressantes
sur la caractérisation des sites de reconnaissance des MIP, ont été réalisés par le groupe de
Shimizu®"*!. Différents modéles mathématiques sont appliqués tels que le modele de Langmuir et
Freundlich, pour étudier les caractéristiques d'homogénéité des MIP préparés selon différentes
approches covalentes et non-covalentes. La conclusion de ce travail a ét¢ que la plupart des
polyméres imprimés montre une hétérogénéité des sites de reconnaissance, et que cette
hétérogénéité est moins marquée pour les MIP préparés par approche covalente.

Tres peu de systemes d'impression moléculaires sont connus dans la littérature pour avoir une

. . . \ . : 33,118
distribution homogene des sites de reconnaissance™™ . L

'exemple le plus intéressant a été rapporté
par Whitcombe en 1995, pour des polyméres imprimés préparé par approche semi-covalente avec
un espaceur sacrifié, utilisés pour la reconnaissance moléculaire du cholestérol”. Les sites de
reconnaissance ont montré une haute homogénéité avec une constante de dissociation de 0.59 +
0.12 mM et une capacité expérimentale de 114 + 6 umol/g.

Pour bien caractériser les sites d'affinité¢ du polymére IPy4, nous avons traitées les données obtenues
lors de la reconnaissance moléculaire du monosaccharide 40 avec le modele mathématique de

Langmuir et de Freundlich.
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8.8. Application des modeéles Langmuir et Freundlich au polymére imprimé 1Py,

Dans l'introduction de ce manuscrit, nous avons présenté les modéles mathématiques permettant de
caractériser la nature des sites d'interactions des polymeéres imprimés (voire partie 3.3, page 34).
Dans ce paragraphe nous allons a appliquer ces modéles aux données obtenues avec le polymeére
imprimé IPyy4 lors de la reconnaissance du glucopyranoside 40.

La premicre étape, consiste a construire le graphique du « scatchard plots » en tragant I'évolution du
rapport B/F (B = concentration reconnue par le polymére tandis que F = concentration libre
d’analyte en solution) en fonction de la concentration reconnue par le polymére (B). Tous les
systémes d’empreintes moléculaires coincidentes a une régression linéaire entre le rapport B/F en
fonction de la concentration libre F, sont caractérisés par un modéle homogéne de sites d’affinité’”".
Malheureusement, comme la plupart des MIP, la reconnaissance moléculaire du monosaccharide 40
par le polymere imprimé IPyy4, ne suit pas le modéle homogene de sites d’affinité. Le graphique du
« scatchard plots » obtenu pour ce polymere est représenté dans la figure 70. Les points
expérimentaux sont interprétables par un modéle hétérogéne de sites d'affinité, décrit comme le

modele de Bi-Langmuir.

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00 +
10,00
8,00
5,00 4
4,00
2,00 A
0,00

sites a hauts affinité
{y=-2,276x + 30,19}

sites a faibles affinité
y=-0,173x +6,080

B/F {umol/g * L/mmol)

400 600 800 10,00 12,00 14.00 16,00 18.00 20,00 22,00
B {umol/g)

Figure 70. Le modéle Bi-Langmuir appliqué au polymére imprimé IPy4.

Deux droites peuvent étre différenciées, I'une correspondant a des sites a haute affinité et I’autre a
des sites a faible affinité. La pente de ces deux droites correspond a la constant d’affinité. Pour les
sites a hautes affinités la constante de dissociation Kp est de 439 uM, et pour les sites a faibles
affinités est de 5780 uM.

Cependant, ce dernier moyen d’analyse est trop simple pour caractériser avec précision

I’hétérogénéité¢ des sites d'interactions du polymere imprimé IPr4. En accord avec Ia
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littérature® ">

(voir aussi partie 3.3, page 34), les courbes isothermes de reconnaissance
moléculaire sont analysées avec I’équation de « Freundlich » (B = aF™).

Tout d'abord, la reconnaissance du monosaccharide 40 par le polymére imprimé IPrs est
représentée sous la forme de log B en fonction de log F (Figure 71a). La ligne droite obtenue

correspond a 1’équation « Freundlich » sous sa forme logarithmique :

log B=m log F +log a

ou m et a sont respectivement deux parametres correspondants a la pente et a la valeur de
jou-intersection) 4o 13 ligne droite obtenue. Ces deux variables permettent de calculer le nombre de

sites d’interactions N;j qui ont une certaine constante d’affinité K, par 1'équation suivante :

Ni=23 am (1 - m%) K™ Q)

En théorie selon 1'équation 2 proposée précédemment, la distribution du nombre de sites
d’interactions (Nj) peut étre calculée dans I'ensemble des constantes d'affinité K;. Dans la pratique,
le minimum (Kp,) et le maximum (Ky,.y) de la distribution des constantes d'affinités sont donnés
par les limites de concentration de l'analyte, utilisés lors des essais d'incubation avec le polymeére

imprime :

Kimin =1 / Fumax
Kmax = 1/ Fiin

La courbe de la distribution des sites d'affinité pour le polymere imprimé IPr4 est représentée dans
la figure 71b. Le nombre de sites d’interaction peut étre calculé avec I'équation 3, correspondant a
la surface de la zone située sous la courbe de la distribution, entre les limites Kpin €t Kmnax

(Figure 71b):
N(Kmax-Kmin) =a (1 - m2) (Kmax-m - I<min-m) (3)

Dans le cas du polymere imprimé IPyy4, le nombre de sites d’interactions selon I'equation 3 est de
14.5 pmol/g, ce qui est en accord avec nos données expérimentales déterminées apres Sh

d'incubation (16.6 pmol/g).
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isotherme de reconnaissance
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Figure 71. Représentation de I'équation « Freundlich » (a) et de la distribution des constantes d’affinité
(b et ¢) pour la reconnaissance du glucopyranoside 40 par le polymére imprimé IPq4.

L’application du mod¢le mathématique de « Freundlich » aux données obtenues lors de la
reconnaissance moléculaire du monosaccharide 40 avec le polymére imprimé IPy4, a permis de
conclure que ce polymere imprimé montre différents types de sites d'interactions chacun avec une

constante d'affinité K;, comme décrit pour la plupart des MIP?"*!

. Contrairement aux enzymes ou
aux anticorps, les sites d'interactions des polymeéres imprimés varient en taille, forme et rigidité, ce
qui génere 1'hétérogénéité des constantes d'affinités. Cette tendance est également observée pour le
polymere IPpy4, préparé avec la combinaison de l'approche semi-covalente et de la technique de
polymérisation en mini-émulsion.

A T'heure actuelle, a notre connaissance, peu de polyméres imprimés pour la reconnaissance
spécifique des sucres''®, ont été caractérisés en utilisant les modéles mathématiques présentés

précédemment. Bien que les mesures des constantes d'affinités sont sensibles a la méthode et aux

conditions utilisées, les valeurs obtenues pour notre polymére imprimé IPy4, sont raisonnablement
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comparables avec celles rapportées dans la littérature, en particulier pour des récepteurs artificielles

o . . \ . 1 . 123
impliquant exclusivement des liaisons hydrogenes multiples comme éléments de reconnaissance .

8.9. Conclusions deuxiéme partie

La nouvelle méthode pour la préparation des polymeres imprimés en surface, développée dans le
laboratoire, a été appliquée avec succes dans la préparation de nouveaux récepteurs artificiels pour
les monosaccharides, en particulier pour les dérivés du glucose.

Le polymére imprimé IPr4, préparé a 1'aide d'un template polymérisable basé sur le glucose, montre
un excellent facteur d'impression et une sélectivité remarquable en comparaison a d’autres
épimeres, tels que le galactose ou l'idose. Le facteur de sélectivité entre le dérivé du glucose 40 et le
dérivé du galactose 42 observé avec le polymeére imprimé IPr4 est le plus élevé rapporté a ce jour.
Les sites d'affinité des polyméres imprimés ont montré des propriétés d'hétérogénéité que nous
avons caractérisées grace a l'application de modéles mathématiques (Bi-Langmuir et Freundlich).
L'hétérogénéité des sites d'interactions, signalée dans la plupart des polymeéres imprimés préparés
par différentes techniques de polymérisation, est également observée pour nos polymeres, issu de la

combinaison de 'approche semi-covalente et de la technique de polymérisation en mini-émulsion.
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Le travail présent¢ dans ce mémoire a été consacré au développement de l'approche
semi-covalente pour la préparation de nanosphéres imprimées en surface, par la technique de
polymérisation en mini-émulsion "one stage". Nous avons mis au point une nouvelle méthode de
préparation de nanosphéres imprimées en surface, en combinant pour la premiére fois 1’approche

semi-covalente avec la technique de polymérisation en mini-émulsion "one stage".

Dans une premiére partie de ce manuscrit, nous avons synthétisé une série de templates phosphorés
a la fois tensioactifs et polymérisables. Ces derniers ont été ensuite utilisés pour la préparation de
polymeéres imprimés via une technique de polymérisation en mini-émulsion. Aprés extraction du
template les polymeres imprimés présentaient un nombre croissant de points d'ancrage (acides

carboxyliques) a l'intérieur des sites de reconnaissance.

La série des MIP synthétisée a été caractérisée par des mesures physico-chimiques telles que la
détermination de la surface spécifique (BET) la mesure de la polydispersité (par diffusion de la
lumiére) et la microscopie électronique a transmission (MET). La conclusion de ces analyses est
que l'optimisation et la maitrise du processus de mini-émulsification, a conduit a la formation de
nanoparticules polymériques trés homogenes dans leur forme et dans leur taille, et avec de faible

valeur de polydispersité.

L’analyse ¢élémentaire des polymeres avant et apres clivage du template, a confirmé que la difficulté
majeure de l'approche semi-covalente réside dans la rupture des liaisons esters a l'intérieur de la
matrice polymérique. En effet seulement 30 a 40% du template incorporé dans la matrice
polymérique a pu étre extrait. La fonctionnalisation en surface des nanosphéres obtenues grace a la
mini-émulsion n'a donc pas permis d’améliorer le clivage des fonctions esters, malgré I’avantage

supposé étre attendu, d’accessibilité des ces fonctions en surface.

Les résultats de notre étude ont montré que chaque polymére imprimé reconnait davantage I’analyte
qui ressemble le plus au template ayant servi a faire I’empreinte. On remarque également qu’une
augmentation du nombre d’acides carboxyliques a l'intérieur des sites de reconnaissance des
nanosphéres, permet d’obtenir un récepteur artificiel avec une meilleure sélectivité pour la
reconnaissance des templates originaux. Dans le cas du polymeére préparé avec une approche
non-covalente purement hydrophobe, la complémentarité de forme entre I'empreinte et I'analyte est

le facteur prédominant pour avoir des capacités et des sélectivités élevées.
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Par ailleurs, nous avons €galement entrepris d’employer les polymeéres imprimés avec le template
phosphorés, dans la discrimination faciale pour la réduction énantiosélective de cétones. Nous
avons démontré que dans une cavité initialement préparée pour complexer un analyte tétraédrique
tel qu'un phosphinate, il est possible également de reconnaitre sélectivement une cétone qui possede
une conformation planaire sp”. Par ailleurs, les tests de réduction asymétrique de cétones en

présence du polymere chiral IP., restent encore a étudier plus en détail.

Dans la deuxiéme partie de ce mémoire, la nouvelle méthode pour la préparation des polymeres
imprimés en surface, a été appliquée avec succes a la préparation de nouveaux récepteurs artificiels
du glucose. Pour ce faire, nous avons synthétisé un template tensioactif et polymérisable basé sur le
glucose. La polymérisation de ce dernier dans les conditions de mini-émulsion, a conduit a la
formation d'un polymere imprimé IPy4 présentant des sites de reconnaissance avec quatre acides
carboxyliques. Le polymére imprimé IPps montre un excellent facteur d'impression et une
sélectivité remarquable pour le dérivé du glucose, en comparaison a d’autres épimeres. Le facteur
de sélectivité entre le dérivé du glucose 40 et le dérivé du galactose 42 observé avec le polymere
imprimé P4 est le plus élevé rapporté a ce jour.

Enfin, nous nous sommes intéressés a 1'étude des propriétés d'homogénéité des sites de
reconnaissance du polymere imprimé IPr4. Les données de la reconnaissance moléculaire du
glucose par IPry4, ont été traitées par des modeles mathématiques tels que le Bi-Langmuir et le
modele de Freundlich. Les sites d'affinité du polymeére imprimé IPry4, créés par la combinaison de
I'approche semi-covalente et de la technique de polymérisation en mini-émulsion ont montré des
caractéristiques d'hétérogénéité similaires a celles des polymeéres imprimés décrits dans la

littérature.
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Generalities

= Equipment:

'H-NMR, ""C-NMR spectra used for the characterization of the products were recorded on Bruker
DPX200 et DPX300. Chemical shifts (0) are quoted in parts per million and are calibrated relative
to solvent residual peaks. Multiplicity are reported as follows: s = singlet, d = douplet, t = triplet, m

= multiplet, q = quadruplet br = broad.

Thin layer chromatography (TLC) was carried out using Merck silica gel plates 0.25 nm (Kieselgel
60 Fys4, 40-60 pm, 230-400 mech ASTM). TLC plates were visualized using a combination of UV
lamps (256, 365 nm), followed by detection with p-anisaldehyde, ceric ammonium molybdate,

ninhydrin, a-naphtol, iode vaporer.

Flash chromatography was performed using silica gel Merck Kieselgel (40-60 pm, 230-400 mech
ASTM).

Mass spectra were recorded on a MS/MS high resolution Micromass ZABSpecTOF spectrometry.
Infrared spectra of samples were taken using a Perkin-Elmer 2000 FT-IR spectrometer. The samples
were prepared either film deposited on a pellet cesium iodide (Csl) or on a pellet of potassium

bromide (KBr). The wave numbers are expressed in cm’.

The percentage of binding was measured by HPLC (Shimadzu LC 10 ADVP) using a Thermo
Betasil Column (4,6 mm 5u BS diol 100) for the sucres analytes 40-43, end a Zorbax 300SB-Cj;
(5um, 4.6 x 250 mm) for phosphorous analytes

= Techniques:

All reactions were carried out under an argon atmosphere. Organic solvents were distilled under an
argon atmosphere using standard drying agents or stored over molecular sieves (4A). All starting
material were purchased commercially and used without further purification. Commercially
available styrene, divinyl benzene and methacrylic acid (MAA) were distilled before use. 2,2'-

Azobisisobutyronitrile (AIBN) was recrystallized from methanol.
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Synthesis of polymerizable surfactant template T1:

0]

T oS0, pn—

Synthesis of dimethyl phenylphosphonite 5:
To a solution of 39.0 ml (0.279 mol) of dichloro(phenyl)phosphonite in 150 ml
F',\O/ of anhydrous hexane was added pyridine 48 ml (0.59 mol). Then the solution
©/ was cooled to 0 °C and a solution of 23 ml (0.56 mol) of MeOH in
8 ml of hexane was slowly added within 1 h. Stirring was continued for an
additional hour. Then, the precipitated solid was filtered off and the filtrate was evaporated.
Distillation of the residual oily liquid gave 36.7 g (77%) of a colourless oily liquid (b.p. 56-58 °C,
2.0-10" mbar).

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & = 3.58 (d, 6 H, HY, Jp=10.6 Hz), 7.41-7.43 (m, 3 H, ArH), 7.62-
7.57 (m, 2 H, ArH).

BC.NMR (CDCls, 75.5 MHz) & = 140.4 (d, Jp.c = 9.8 Hz), 129.9 (d, Jp.c = 11.0 Hz), 129.5, 128.3
(d, Jp.c = 5.0 Hz), 54.1 (d, Jp.c = 9.4).

MM-ES (m/z): 170.4 [M]".

3P_.NMR (CDCl3, 81.0 MHz) & = 161.0 ppm.

Synthesis of 1-Bromo-12-p-methoxybenzyloxydodecane 6:

A suspension of 15.0 g (74.1 mmol) 1,12-

5 PP \/@0/ dibromododecane, 2.05 g (14.8 mmol) p-
;

) 2 0 anisylalcohol and 251 mg (0.74 mmol) of
tetrabutylammonium hydrogensulfate in 14 ml

of benzene and a solution of 2.96 g (74.1 mmol) NaOH in 6 ml of HO was heated to reflux for 39

h. After cooling down the mixture to r.t. 30 ml of H,O were added and the mixture was extracted
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with Et,O (3x 25 ml). The combined organic phases were washed with 30 ml of brine, dried over
MgSO,, filtered and evaporated to give 16.0 g of a colourless oily liquid, which solidified after a
while. Column chromatography on silica gel of the crude material (two columns: Cyclohexane/EA

95:5) yielded 4.10 g (72%) of a colourless oily liquid.

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz) & = 1.25-1.44 (m, 16 H, CH,), 1.52-1.65 (m, 2 H, CHy), 3.42-3.45
(m, 4 H, H' + H?), 3.81 (s, 3 H, H*), 4.42 (s, 2 H, H*), 6.87-6.90 (m, 2 H, ArH), 7.25-7.30 (m, 2 H,
ArH).

BC-NMR (CDCls, 75.5 MHz) & = 26.3, 28.6, 29.2, 29.4, 29.6 (2C), 29.8, 30.9, 55.3 (C"), 70.3
(C?), 72.6 (C?), 113.8, 129.3, 130.9, 132.3, 148.2, 159.2.

MM-ES (m/2): 384.7 [M]".

IR (neat): 3063, 3001, 2927, 2853, 1613, 1513, 1464, 1247, 1100, 821 cm’".

Synthesis of methyl 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl (phenyl) phosphinate 7:

A mixture of 856 mg (5.03 mmol) dimethyl phenylphosphonite 5
O/P\O/ and 3.8 g (9.9 mmol) 1-bromo-12-p-methoxybenzyloxydodecane 6
"N was heated to 130 °C under vacuum (13 mbar) for 5 h. The

remaining material was purified by column chromatography on
13
@) K@L B silica gel (Cyclohexane/EA 1:1 — EA) vielding 1.56 g (67%) of a
O 14

pale yellow oil.

R¢ = 0.34 (cyclohexane / ethyl acetate 3:7).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz) & = 1.20-1.94 (m, 22 H, CH,), 3.41 (t, 1H, H'?, T = 6.6 Hz), 3.59 (d,
3H,H", Jpc=10.9 Hz), 3.77 (s, 3 H, H'), 4.41 (s, 2 H, H"), 6.83-6.80 (m, 2H, ArH), 7.23-7.12
(m, 2H, ArH), 7.42-7.57 (m, 3 H, ArH), 7.71-7.83 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz) & = 21.7 (d, Jp.c = 4.5 Hz), 26.3, 28.6, 29.2, 29.4, 29.6 (2C), 29.8,
30.6 (d, Jp.c = 5.2 Hz), 30.9, 51.1 (d, Jp.c = 9.8 Hz, C"), 55.3 (C'*), 70.3 (C'?), 72.6 (C"), 113.8,
128.7 (d, Jp.c = 18.9 Hz), 129.3, 130.9, 131.8 (d, Jp.c = 14.3 Hz), 132.3, 159.2.

IP_.NMR (CDCl;, 121.5 MHz) 6 = 47.0 ppm.
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MM-ES (m/z): 483.7 [M+Na]".

IR (neat): 3105, 3001, 2927, 2853, 1613, 1514, 1248, 1038, 820, 555 cm™".

Synthesis of 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl nonyl (phenyl) phosphine oxide 9:

In a flame-dried 2-necked flask with reflux condenser and gas

('F?,\/\/\/\/\ outlet tube were put 528 mg (21.7 mmol) of magnesium and
©/1kﬁi1 o 15 some crystals of iodine and the mixture was heated with a heat
1270 gun. Then, a solution of 4.50 g (21.7 mmol) 1-bromononane

® 1@’0/14 dissolved in 15 ml of anhydrous THF was added dropwise with

initial heating, until a exothermic reaction could be observed.
After complete addition the mixture was heated to 70 °C for 45 min. After this period nearly all Mg
had dissolved. After cooling the reaction mixture to r.t. a solution of 2.00 g (4.34 mmol) methyl 12-
(4-methoxybenzyloxy)dodecyl(phenyl)phosphinate 7 in 10 ml abs. THF was added and the mixture
was heated to reflux for 21 h. After that time nearly complete conversion of the phosphonate could
be observed by TLC. The mixture was cooled to r.t. and hydrolyzed with 10 ml of H,O and
subsequently 5 % HCI until all formed had dissolved. The mixture was extracted with ethyl acetate
(4 x, 2 = 60 ml), the organic phases dried over MgSQ, filtered and evaporated. Purification by
column chromatography on silica gel (Cyclohexane/EA 70:30 — Cy/EA 1:1) furnished 1.95 g
(80%) of a yellowish oil which solidified to a colourless solid.

"H-NMR (CDCl;,200.1 MHz) § = 0.89 (t, 3 H, H'®, J = 7.8 Hz), 0.98-2.07 (m, 38 H, CH,), 3.45 (t,
1H, H'2, J = 6.6 Hz), 3.82 (s, 3 H, H'"), 4.45 (s, 2 H, H"), 6.83-6.80 (m, 2H, ArH), 7.23-7.12 (m,
2H, ArH), 7.42-7.57 (m, 3 H, ArH), 7.71-7.83 (m, 2 H, ArH).

3P_.NMR (CDCl;, 81.0 MHz) & = 45.9 ppm.

IR (neat): 3108, 3004, 2925, 2855, 1615, 1515, 1465, 1365, 1300, 1250, 1180, 820, 700 cm’".

Synthesis of 12-(Nonyl(phenyl)phosphoryl)dodecan-1-ol 10:

o A solution of 9 (500 mg, 0.89 mmol) in DCM (10 ml) was
P~
@1&1 13 cooled to 0°C and treated with H;O (1 ml) and DDQ (1 g, 5
10
> OH (10) eq.). The mixture was stirred at 0 °C for 1h45 min, diluted with
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DCM, washed with aqueous NaHCO3; and aqueous saturated solution of NaHSO4, and finally dried
with Na;SO4. The resulting crude product was purified by chromatography (Cy/EA 1:1 — EA)
yielding 1.07 g (86 %) of a yellow oil which solidified after standing for few days.

Rs=0.32 (ethyl acetate).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz) = 0.84 (t, 3 H, C"°, J = 7.9 Hz), 1.19-2.02 (m, 38 H, CH,), 3.63 (t,
2H, C'%, J = 6.6 Hz), 7.42-7.57 (m, 3 H, ArH), 7.71-7.83 (m, 2 H, ArH).

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz) & = 13.9, 21.6, 22.4, 25.5, 28.9, 29.0, 29.2, 29.3, 29.4, 30.3, 30.7,
31.0,31.6, 32.5, 62.6, 128.8, 129.0, 131.2, 131.9.

IP_.NMR (CDCl, 121.5 MHz) § = 44.5 ppm.

IR (neat): 3401, 3110, 2915, 2855, 1614, 1510, 1465, 1365, 1250, 1180, 820, 700 cm™'

Synthesis of triethylammonium 12-(Nonyl(phenyl)phosphoryl)dodecyl sulfate T1:

To a suspension of 50 mg (0.115 mmol) phosphine oxide 10 in

o}

1}
©/P\/\/\/\/\ 2 ml of Et,0 at 0 °C were added 7.9 ul (0.115 mmol) of

15
Vi . chlorosulfonic acid. After 13 min stirring at 0 °C the mixture
2080; fiN—/ o .
) L 1e was clear, after 1 h turbid again and 50 pl of abs. pyridine were
13

added. The mixture was allowed to reach r.t. and stirred for an
additional hour. After evaporation of the solvent, the residual solid was dissolved in ethylacetate
and the solution was acidified by half-conc. HCI and extracted with ethylacetate 4 times. The
solvent was evaporated without drying and the resulting material redissolved in CH,Cl, and treated
with 1 ml of Et;N. The solvent was evaporated again and the resulting material purified by column
chromatography on silica gel (CH;Cl,/MeOH/Et;sN 10:1:0.1) furnishing 50 mg (70%) of a

colourless oil.
"H-NMR (CDCl3, 200.1 MHz) & = 0.81 (t, 3 H, H"’, J = 6.9 Hz) 1.16-2.00 (m, 47 H, CH,), 3.12

(dq, 6 H,H",J=4.9, 7.3 Hz), 3.98 (t, 2 H, H'2, J = 6.7 Hz), 7.48-7.56 (m, 3 H, ArH), 7.70-7.74 (m,
2 H, ArH).
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BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz) & = 8.6 (C'%), 13.9 (C"), 21.25, 21.29, 22.5, 25.6, 28.9, 29.0, 29.1,
29.2,29.3, 30.2, 30.7, 30.9, 31.6, 46.4 (C") 67.9 (C'), 128.4 (d, Jp.c = 10.6 Hz), 130.2 (d, Jpc =
8.3 Hz), 131.3, 132.5 (d, Jp.c = 90.6 Hz).

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz) § = 46.5 ppm.

IR (neat): 3101, 2915, 2855, 1610, 1461, 1365, 1110, 1250, 1180, 700 cm™

Synthesis of polymerizable surfactant template T2:

Synthesis of ethyl 11-(4-methoxybenzyloxy)-undecyl (phenyl) phosphinate 12:

Commercial ethyl phenylphosphinate (1.10 g, 6.47 mmol), alkene 11 (4

O
I

P 0/14\ g, 1.2 eq.) and recristalized AIBN (212 mg, 0.2 eq.) were dissolved in
15
" o 12

dry benzene under argon. The resulting mixture was heated at 80°C.
/Q After 16 h 30 min the reaction finished and the solvent was evaporated
(12)

under vacuum. The compound was obtained as colourless oil (5.29
0]
/ mmol, 82%) after purification by column chromatography on silica gel

(EA: Cyclohexane 3:2).

13

Rf=0.41 (cyclohexane / ethyl acetate 1:4).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): § =1.24 (t, 3H, H'®, J = 7.2 Hz,), 1.18-1.91 (m, 20H, CH,), 3.38 (t,
2H, H'', J = 6.4 Hz), 3.73 (s, 3H, H"), 3.71-3.83 (m, 1H, H'*), 3.97-4.10 (m, 1H, H'*"), 4.37 (s,
2H, H'?), 6.80-6.83 (m, 2H, ArH), 7.12-7.23 (m, 2H, ArH), 7.39-7.52 (m, 3H, ArH), 7.70-7.76 (m,
2H, ArH).
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BC-NMR (CDCls, 50.3 MHz): § =159.1, 132.1 (d, Jp.c = 11.7 Hz), 131.7, 131.5, 130.7, 129.1,
128.7, 128.4, 113.7, 72.5, 70.1, 60.4 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 55.2, 30.8 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 30.5, 29.7,
29.5,29.4,29.3 (d, Jp.c = 26.5 Hz), 29.0, 28.7, 26.2, 21.6 (d, Jp.c = 14.6 Hz), 21.0, 14.2.

3'P_-NMR (CDCl;, 81.0 MHz): 45.0 ppm.
MM-ES (m/z2): 461.3 [M+H]".

IR (neat): 3057, 2928, 2854, 1247, 1036 cm’".

Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)-undecyl allyl (phenyl) phosphine oxide 13:

A stirred solution of the phosphinate 12 (2.15 g, 4.67 mmol) in dry

Pl THF (20 ml) under vacuo was cooled at 0 °C. After that, a solution 1M
©/1kﬁ)\g * in THF of chloro-allylmagnesium (1.7 mL, 5 eq.) was added slowly.
12

"o The colourless solution changed into bright orange, and after 3h 30
min, the reaction is finished. Then, water and HC] 1N were added, and

the product was obtained (1.47 g, 69%) clean enough for the next step,

as a colourless oil.

R¢=0.28 (ethyl acetate).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): & = 7.70-7.03 (m, 2H, ArH), 7.52-7.42 (m, 2H, ArH), 7.12-7.25
(m, 2H, ArH), 6.80-6.75 (m, 2H, ArH), 5.75-5.66 (m, 1H, H"), 5.16-5.06 (m, 2H, H'®), 4.39 (s, 2H,
H'), 3.76 (s, 3H, H"), 3.39 (t, 2H, J = 6.4 Hz, H'"), 2.76 (dd, 2H, J = 7.5, 15.1 Hz, H'*), 2.01-1.19
(m, 20H, CHy).

BC.NMR (CDCls, 75.5 MHz): 5 = 159.1, 131.6 (d, Jp.c = 8.8 Hz), 130.8, 130.5(d, Jp.c = 35.2 Hz),
129.1, 128.6, 128.5, 127.6 (d, Jp.c = 35.2 Hz), 120.4 (d, Jp.c = 48.4 Hz), 113.7, 72.5, 70.5, 70.2,
55.2,36.9, 36.0,31.0, 30.8, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 28.2, 26.2, 21.2 (d, Jp.c = 17.6 Hz).

3'P_.NMR (CDCl;, 121.5 MHz): 38.1 ppm.
MM-ES (m/z): 457.4 [M+H]".

IR (neat): 2927, 2854, 1636, 1613, 1513, 1248, 1175, 824 cm'.
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Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)-undecyl 3-hydroxypropyl (phenyl) phosphine
oxide 14:
The phosphine oxide (137.6 mg, 0.311 mmol) was dissolved in THF

(6]
C(B\M/QOH (1.7 mL) and BH;THF 1.0 M in THF (398 pL, 1.28 eq.) was added

16
Ve slowly at room temperature. The reaction was stirred for 4h 40 min and

"o then treated with aqueous NaOH (3 N, 1.2 mL) and 30 % aqueous H,O;

/Q (1.2 mL). The resulting mixture was stirred at room temperature for 30
min ans subsequently diluted with Et,O and HO. The layers were
separated and the aqueous phase was further extracted with Et,O (three
times). The combined organic layers were washed with brine, dried over Na,SO, and concentrated
under vacuum. The residue was purified (57.1 mg, 40%) by column chromatography on silica gel

(DCM: MeOH, 20:1) and the expected product was obtained as a colourless oil.

Rf=0.28 (ethyl acetate:MeOH 4:1).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz) & = 7.72-7.66 (m, 2H, ArH), 7.54-7.49 (m, 3H, ArH), 7.28-7.24 (m,
2H, ArH), 6.89-6.83 (m, 2H, ArH), 4.42 (s, 2H, H'%), 3.80 (s, 3H, H'"), 3.67 (t, 2H, J = 5.6 Hz,
H'%), 3.42 (t, 2H, J = 6.4 Hz, H'"), 2.12-1.21 (m, 24H, CH, + H"* + H").

3C.NMR (CDCls, 75.5 MHz): § = 159.1, 131.9, 131.8 (d, Jp.c = 13.2 Hz), 130.7, 130.7, 130.3 (d,
Jp.c = 35.2 Hz), 129.2, 128.8 (d, Jp.c = 43.9 Hz), 113.7, 72.5, 70.2, 62.1 (d, Jp.c = 48.4 Hz), 55.2,
30.9, 30.7, 30.2, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 27.0, 26.1, 24.9 (d, Jp.c = 17.6 Hz), 21.3 (d, Jp.c = 13.2
Hz), 18.2.

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 43.4 ppm.
MM-ES (m/z): 475.3 [M+H]".

IR (neat): 3350, 2926, 2986, 2853, 1613, 1513, 1248, 1172, 820 cm™.
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Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)-undecyl 3-(methacryloyloxy)propyl (phenyl)
phosphine oxide 15:
To a solution of phosphine oxide 14 (186.9 mg, 0.406 mmol) in dry

Ha.__Hb .
\ 2 | DCM (5 mL) were added Et;N (140 pL, 2.5 eq.) and a catalytic
PO .
©/1 y v Lo amount of DMAP. The mixture was cooled to 0°C and then was
" go 12 added the methacrylic anhydride (90.6 pL, 1.5 eq.). The reaction
/Q mixture was then allowed to warm to room temperature, and after 3
(15)
/o h the reaction finished. Then, more DCM was added and washed
13 with aqueous 1 N HCI, saturated aqueous NaHCO; and distilled

H,0. The organic layer was dried with Na,SO4 and the solvent was evaporated. Purification by
flash column chromatography on silica gel (EA: Cyclohexane, 9:1) yielded 92 mg (43%) of the
final product 15.

R¢=0.38 (ethyl acetate).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): & = 7.72-7.66 (m, 2H, ArH), 7.52-7.46 (m, 3H,ArH), 7.28-7.24 (m,
2H, ArH), 6.89-6.84 (m, 2H, ArH), 6.06 (m, 1H, Ha), 5.55 (m, 1H, Hb), 5.30 (s, 2H, H'%), 4.14 (t,
2H, J= 6.2 Hz, H'®), 3.80 (s, 3H, H"), 3.42 (t, 2H, J = 6.5 Hz, H'"), 2.08-1.55 (m, 24H, CH, + H"*
+ HIS).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz): § = 167.3, 159.2, 136.2, 131.8, 130.9, 130.5 (d, Jp.c = 35.2 Hz),
129.3, 128.8 (d, Jp.c = 43.9 Hz), 125.7, 113.8, 72.6, 70.3, 64.6 (d, Jp.c = 61.5 Hz), 55.4, 31.1, 30.9,
30.6,29.9,29.7,29.5,29.4,29.1,27.1, 26.3, 26.1, 21.4 (d, Jp.c = 48.4 Hz), 18 4.

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 40.3 ppm.
MM-ES (m/z): 543.2 [M+H]".

IR (neat): 2927, 2854, 1719, 1638, 1613, 1514, 1248, 1172, 819 cm™"
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Synthesis of 11-(hydroxy)-undecyl 3-(methacryloyloxy)propyl (phenyl) phosphine
oxide 16:

A solution of 15 (496.6 mg, 0.888 mmol) in DCM (9.6 mL) was

Ha.__Hb
? WJ/\ cooled to 0 °C and treated with H,O (1.1 mL) and DDQ (1 g, 5 eq.).
PU2~_ 0O
©/H\)L wog o The mixture was stirred at 0°C for 1 h 45 min, diluted with DCM,
9
1 washed with aqueous NaHCO; and aqueous saturated solution of

NaHSO,, and finally dried with Na,SO4. The residue was purified
(322.1 mg, 86 %) by column chromatography on silica gel (EtOAc:MeOH 1%) and the product 16

is obtained as a yellow oil.

R¢= 0.33 (ethyl acetate:MeOH 5%).

"H-NMR (CDCl3, 300.1 MHz): § = 7.72-7.66 (m, 2H, ArH), 7.55-7.47 (m, 3H, ArH), 6.07 (br.s,
1H, Ha), 5.55 (br.s, 1H, Hb), 4.16-4.08 (m, 2H, H'*), 3.63 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H'"), 2.04-1.22 (m,
27H, CH,, H"” + HP+ H").

BC-NMR (CDCls, 50.3 MHz): & = 167.0, 135.9, 132.6, 131.6 (d, Jp.c = 11.7 Hz), 130.7, 130.4 (d,
Jp.c = 35.1 Hz), 128.7, 128.5, 125.5, 64.4 (d, Jp.c = 61.5 Hz), 62.3, 32.7, 30.8, 30.5 (d, Jp.c = 17.6
Hz), 29.3 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 29.1, 28.9, 26.9, 25.7, 25.6, 21.2 (d, Jp.c = 17.6 Hz), 21.0 (d, Jp.c =
14.6 Hz), 18.1.

3'P_.NMR (CDCls, 81.0 MHz): 40.6 ppm.
MM-ES (m/z): 423.3 [M+H]".

IR (neat): 3375, 2927, 2854, 1719, 1637, 1438, 1297, 1168.9, 813 cm™".

Synthesis of pyridinium 11-(3-(methacryloyloxy)propyl (phenyl) phosphoryl)undecyl
sulfate T2:

Ha. Hb Hydroxy phosphine oxide 16 (277 mg, 0.656 mmol) was dissolved

B 22 O\HJ/\ in CH,Cl; (20 ml) in a flask equipped with a reflux condenser. Then
©/1 )q R S the sulfur trioxide-pyridine complex (209 mg, 1.31 mmol) was
11080, 'JND . added and the mixture heated at reflux for 30 min. The mixture was

(T2) a b then cooled at 0 °C, filtered and the solvent was evaporated to give
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0.320 g of pyridinium sulfate T2 (84%) as clear wax.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): 5 = 8.96 (d, 2H, ArH", J = 3.5 Hz), 8.49 (t, 1H, ArH¢, J = 5.3 Hz),
8.0 (app.t, 2H, ArH* J = 4.3 Hz), 7.71-7.66 (m, 2H, ArH), 7.52-7.31 (m, 3H, ArH), 6.06 (br.s, 1H,
Ha), 5.55 (br.s, 1H, Hb), 4.15-4.09 (m, 4H, H'' + H'*), 2.04-1.22 (m, 27H, CH,, H"* + H" + H").

BC.NMR (CDCls, 50.3 MHz): & = 167.0, 146.3, 142.1, 135.9, 132.6, 131.6 (d, Jp.c = 11.7 Hz),
130.7, 130.4 (d, Jp.c = 35.1 Hz), 128.7, 128.5, 125.5, 64.4 (d, Jp.c = 61.5 Hz), 62.3, 32.7, 30.8, 30.5
(d, Jp.c = 17.6 Hz), 29.3 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 29.1, 28.9, 26.9, 25.7, 25.6, 21.2 (d, Jp.c = 17.6 Hz),
21.0 (d, Jp.c = 14.6 Hz), 18.1.

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 41.5 ppm.
MM-ES (m/z): 423.3 [M- (CsHeN) - sulphate(SO3) +H]".

IR (neat): 3449, 3136, 3067, 2927, 2854, 1716, 1637, 1488, 1437, 1297, 1253, 1170, 1120, 759,
687 cm’.
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Synthesis of polymerizable surfactant template T3:

Synthesis of tert-butyl(4-iodophenoxy)diphenylsilane 17d:

To a solution of iodophenol (1 g, 4.54 mmol) in dry DCM (10 mL) at rt,
|
@ /©/ was added slowly TBDPSCI (1.53 mL, 1.3 eq.) under argon. After Et;N
1%&_0 (1.26 mL, 2 eq.) and catalytic amount of DMAP are added, while a white
(17d)

precipitate was formed. The reaction was finished after 1h. Filtration of
the solid, evaporation of the solvent under vacuum, and purification by
column chromatographic on silica gel (EA: Cyclohexane, 1:9), afforded the corresponding

compound 17d (1.66 g) with 80% yield.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.84-7.80 (m, 4H, ArH), 7.52-7.44 (m, 8H, ArH), 6.68-6.64
(m, 2H, ArH), 1.22 (s, 9H, 3 x H").

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz) § = 155.6, 138.2, 135.5, 132.5, 130.2, 128.0, 122.2, 83.7, 26.6, 19.5.

MM-ES (m/z): 459.1 [M+H]".

Synthesis of ethyl 4-(tert-butyldiphenylsilyloxy) phenyl phosphinate 18e:

To a suspension of Pd(OAc); (37 mg, 10 mmol %) in THF (1 mL)

3

(Ig(o—z/ was added slowly triethylsilane (25 pL, 10 mmol %) and the

/©/ : solution was turned into black immediately. At the same time, in
1§7Si_o .5 another flask, to a suspension of anilinium hypophosphite (0.77 g,
e 3 eq.) was added 3-aminopropyltriethoxysilane (1.16 ml, 3 eq.) in

THF (15 mL) at 80°C. This solution was added slowly to the first
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flask solution and the mixture was heated at 80°C. After that, we added DABCO (185 mg, 1 eq.)
and the starting material (758 mg, 1.65 mmol). After 3 h, the mixture was cooled to rt, diluted with
EtOAc and washed successively with HC1 (1 M). The organic phase was extracted with saturated aq
NaHCOj; and brine, dried over Na,SO4 and concentrated under vacuum. The compound 18e was

obtained as a colorless oil (0.938 mmol, 57%) after purification by column chromatography on

silica gel (EA: Cyclohexane 9:1).

"H-NMR (CDCl;, 200 MHz) & = 7.70-7.67 (m, 4H, ArH), 7.57-7.33 (m, 8H, ArH), 7.49 (d, 1H, J =
560 Hz, PH), 6.88-6.82 (m, 2H, ArH), 4.17-4.03 (m, 2H, H%), 1.34 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H’), 1.10 (s,
9H, 3 x H").

BC-NMR (CDCl3, 50.3 MHz) & = 159.0, 135.1, 132.6 (d, Jp.c = 52.7 Hz), 131.7, 130.0, 127.7,
119.9 (d, Jp.c = 58.6 Hz), 61.4 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 26.2, 19.2, 16.1 (d, Jp.c = 26.4 Hz).

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 24.8 ppm.

MM-ES (m/z): 424.1 [M]".

Synthesis of ethyl 4-(tert-butyldiphenylsilyloxy)phenyl 11-(4-methoxybenzyloxy)
undecyl phosphinate 20:
Ethyl phenylphosphinate 18e (3.0 g, 7.06 mmol), alkene 11 (4.1

E/O_/“ g, 2 eq., 14.12 mmol) and recristalized AIBN (580 mg, 0.5 eq.,
14
1 ) 3.53 mmol) were dissolved in dry benzene (30 ml) under argon.
Si-0
"*%7 I p 90 . The resulting mixture was heated at 80°C. After 12h the

reaction was finished and the solvent was evaporated under
vacuum. The compound was obtained as an oil (4.20 g, 82%)
7 after purification by column chromatography on silica gel

eluting with EA:Cyclohexane 1:1.

Rs=0.41 (ethyl acetate:Cyclohexane 7:3).

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.70-7.67 (m, 4H, ArH), 7.57-7.33 (m, 8H, ArH), 7.27-7.23
(m, 2H, ArH), 6.89-6.79 (m, 4H, ArH), 4.42 (s, 2H, H'?), 4.13-3.98 (m, 2H, H'%), 3.79 (s, 3H, H"),
3.42 (t, 2H, H'', J = 6.4 Hz), 1.80-1.20 (m, 23H, CH, + H"), 1.10 (s, 9H, 3 x H'®).
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BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): § = 159.2, 158.9, 135.1, 132.1 (d, Jp.c = 11.7 Hz), 131.7, 131.5,
130.7, 129.1, 128.7, 128.4, 135.1, 132.6 (d, Jp.c = 52.7 Hz), 131.7, 130.0, 127.7, 119.9 (d, Jpc =
58.6 Hz), 72.5, 70.1, 60.4 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 55.2, 30.8 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 30.5, 29.7, 29.5, 29.4,
29.3,29.0, 28.7, 26.2, 21.6 (d, Jp.c = 14.6 Hz), 21.0, 19.2, 14.2.

3P_.NMR (CDCl;, 81.0 MHz): 44.5 ppm.

HRMS [M]" calculated for C43Hs0OsPSi: 714.3885, found: 714.3869.

IR (neat): 3125, 3057, 2918, 2864, 1506, 1240, 1025 723 cm’.

Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)undecyl allyl 4-(tert-butyldiphenylsilyloxy)
phenyl phosphine oxide 21:
A stirred solution of the phosphinate 20 (0.6 g, 0.84 mmol) in

0 16
| 14
@ /©/ #/\f dry THF (10 ml) under vacuo was cooled at 0 °C. Then, a 2M
1%8%0 H\Qg THF solution in chloro-allylmagnesium (2.1 ml, 5 eq.) was
1°0— 12

added slowly. The colourless solution changed into bright
21
@) orange, and after 1 h, the reaction is finished. Then, water and

0 HCI 1N were added, the aqueous layer was extracted with ether,

© and the combined organic layers were then washed with brine,

dried, and evaporated under reduced pressure. The product was obtained (360 mg, 60 %) clean

enough for the next step, as colourless oil.

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): § = 7.70-7.67 (m, 4H, ArH), 7.48-7.39 (m, 8H, ArH), 7.27-7.24
(m, 2H, ArH), 6.88-6.81 (m, 4H, ArH), 5.70-5.64 (m, 1H, H"), 5.14-5.01 (m, 2H, H'®), 4.42 (s, 2H,
H'%), 3.83 (s, 3H, H"), 3.42 (t, 2H, J = 6.4 Hz, H'"), 2.72 (dd, 2H, J = 7.6, 15.2 Hz, H'*), 1.80-1.20
(m, 20H, CHy), 1.10 (s, 9H, 3 x H'").

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): § = 159.2, 158.9, 135.1, 132.1 (d, Jp.c = 11.7 Hz), 131.7, 131.5,
130.7, 129.1, 128.7, 128.4, 135.1, 132.6 (d, Jp.c = 52.7 Hz), 131.7, 130.0, 127.7, 119.9 (d, Jpc =
58.6 Hz), 72.5, 70.1, 60.4 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 55.2, 30.8 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 30.5, 29.7, 29.5, 29.4,
29.3,29.0, 28.7,26.2,21.6 (d, Jp.c = 14.6 Hz), 21.0, 19.2, 14.2.

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 38.5 ppm.
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HRMS [M]" calculated for C44Hs00O4PSi: 710.3935, found 710.3920.

Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)undecyl (3-hydroxypropyl)  4-(tert-
butyldiphenylsilyloxy) phenyl phosphine oxide 22:

The phosphine oxide 21 (754 mg, 1.06 mmol) was dissolved in

@ |(B') 14 16 o THF (10 mL) and BH;THF 1.0 M in THF (1 ml, 1 eq.) was
%Si—o/©/1 )9 * added slowly at 0 °C. Then, the reaction was stirred for 2h at
v 10— 12 room temperature. The mixture was treated with aqueous
@ (22) NaOH (3 N, 5.3 ml) and 30 % aqueous H0» (2.3 ml) a 0 °C.
The resulting mixture was stirred for 1h at the same

/13 temperature, subsequently diluted with Et;,O and H,O. The

layers were separated and the aqueous phase was further
extracted with Et,0O 3 times. The combined organic layers were washed with brine, dried over
Na,SO4 and concentrated under vacuum. The residue was purified (310 mg, 40%) by column

chromatography on silica gel and afforded 22 (EA— EA:MeOH 5%) as a colourless oil.

R¢=0.25 (ethyl acetate:MeOH 4:1).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): § = 7.70-7.67 (m, 4H, ArH), 7.46-7.34 (m, 8H, ArH), 7.27-7.24
(m, 2H, ArH), 6.88-6.82 (m, 4H, ArH), 4.42 (s, 2H, H'?), 3.79 (s, 3H, H"), 3.64 (td, 2H, J = 5.5, 1.5
Hz, H'®), 3.44 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H'"), 2.02-1.53 (m, 8H, CH,, H"), 1.80-1.20 (m, 16H, CH,), 1.10
(s, 9H, 3 x H").

BC.NMR (CDClLs, 50.3 MHz): § = 159.2, 158.9, 135.6, 132.3 (d, Jp.c = 29.2 Hz), 132.0, 130.9,
130.2, 129.3, 128.0, 123.9, 120.4 (d, Jp.c = 46.9 Hz), 116.7 (d, Jp.c = 12.6 Hz) 113.9, 72.6, 70.4,
62.9 (d, Jp.c = 8.3 Hz), 58.5, 31.1, 30.8 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 29.9, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 28.5, 27.1,
26.6,26.3,25.5 (d, Jp.c = 4.5 Hz), 21.8 (d, Jp.c = 4.5 Hz), 19.6, 18.5.

3'P_.NMR (CDCl;, 121.5 MHz): 43.8 ppm.
HRMS [M]" calculated for C4sHgOsPSi: 728.4065, found 728.4026.

IR (neat): 3306, 3071, 3001, 2930, 2855, 1594, 1512, 1463, 1283, 1245, 1170, 1114, 914, 822,
702, 504 cm™.
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Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)undecyl (3-hydroxypropyl) 4-hydroxy-phenyl
phosphine oxide 23:

A 1.0 M solution of BuyN" F" in THF (0.68 ml, 2 eq.) was slowly

i 160H added at 0°C to a stirred THF (5 ml) solution of phosphine oxide 22

Ho/©/1 >9 19 (250 mg, 0.34 mmol). The mixture was stirred over night at room

temperature. After treatment with acetic acid (23 pL, 1.16 eq.), the

1°0— 12
23) solvent was evaporated under reduced pressure and the resulting
colorless oil was purified by column chromatography on silica gel
P (EtOAc — EtOAc:MeOH 5%) to afford the corresponding di-hydroxy

phosphine oxide 23 with 90% (150 mg) of yield.

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): & = 7.49-7.42 (m, 2H, ArH), 7.27-7.24 (m, 2H, ArH), 6.96-6.85
(m, 4H, ArH), 4.42 (s, 2H, H'%), 3.79 (s, 3H, H"), 3.64 (td, 2H, J = 5.5, 1.5 Hz, H'®), 3.43 (t, 2H, J
=6.6 Hz, H'"), 2.02-1.53 (m, 8H, CH,, H™), 1.80-1.20 (m, 16H, CH>).

3C-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): & = 161.2, 159.2, 132.6 (d, Jp.c = 9.8 Hz), 130.8, 129.4, 119.4 (d,
Jp.c = 99.7 Hz), 116.8 (d, Jp.c = 12.4 Hz) 113.9, 72.6, 70.4, 62.8 (d, Jp.c = 10.0 Hz), 55.4, 31.2 (d,
Jp.c = 14.3 Hz), 30.4, 29.9, 29.6, 29.55, 29.4, 29.1, 27.8, 26.9, 26.3, 25.6 (d, Jp.c = 4.7 Hz), 21.8 (d,
Jp.c = 4.0 Hz).

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 46.4 ppm.
MM-ES (m/z): 490.3 [M]".

IR (neat): 3326, 3081, 3011, 2930, 2855, 1594, 1512, 1463, 1245, 1170, 914, 822, 699, 504 cm™".

Synthesis of 11-(4-methoxybenzyloxy)-undecyl 3-(methacryloyloxy)-propyl 4-
(methacryloyloxy)-phenyl phosphine oxide 24:

To a solution of phosphine oxide 23 (200 mg, 0.27

0
. ﬁ MO)J\H/ . mmol) in dry DCM (5§ mL) were added Et;N (0.22 ml, 6
» /@1%& " eq.) and a catalytic amount of DMAP. The mixture was
(0] 9
. | - 10— 12 cooled to 0°C and then methacrylic anhydride (1.08
(24)

mmol, 0.16 ml) was added. The reaction mixture was
then allowed to warm to room temperature, and after 1h

the reaction was finished. Then, more DCM was added,
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and the organic phase was washed with aqueous 1N HCI, saturated aqueous NaHCO; and distilled
H,O. The organic layer was dried with Na,SO,4 and the solvent was evaporated using a rotavapor.
Purification by flash column chromatography on silica gel eluting with EA: Cyclohexane, 9:1

yielded 110 mg (65%) of the product 24.

R¢ = 0.38 (ethyl acetate:Cyclohexane 4:1).

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.77-7.68 (m, 2H, ArH), 7.30-7.23 (m, 2H, ArH), 6.89-6.85
(m, 4H, ArH), 6.37-6.07 (m, 2H, 2 x Ha), 5.83-5.56 (m, 2H, 2 x Hb), 4.42 (s, 2H, H'?), 4.19 (app.t,
2H, J = 6.0 Hz, H'®), 3.79 (s, 3H, H'?), 3.43 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H'"), 2.10-1.91 (m, 8H, CH, + H'" +
H'™), 1.59-1.47 (m, 6H, CH,), 1.80-1.20 (m, 16H, CH,).

3'P_-NMR (CDCl;, 81.0 MHz): 40.7 ppm.

MM-ES (m/z): 649.3 [M+Na]".

Synthesis of 11-(hydroxy)-undecyl 3-(methacryloyloxy)-propyl 4-(methacryloyloxy)-
phenyl phosphine oxide 25:
A solution of 24 (90 mg, 0.14 mmol) in DCM (2.7 ml)

o 0
5 g/"\/“\o)kﬂ/ﬁ was cooled to 0°C and treated with H,O (0.3 ml) and
13
1sjfj\o/©/1 ) DDQ (163 mg, 0.72 mmol). The mixture was stirred at
9
Ha | o 11°0OH room temperature for 1 h, diluted with DCM, washed

with aqueous NaHCO; and aqueous saturated solution
of NaHSO,, and finally dried with Na,SO,4. The residue was purified (61 mg, 86 %) by column
chromatography on silica gel (EA) to give 25 as an oil.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): 5 = 7.74-7.68 (m, 2H, ArH), 7.29-7.26 (m, 2H, ArH), 6.34 (br.s,
1H, Ha), 6.04 (br.s, 1H, Hb), 5.78 (br.s, 1H, Hc), 6.53 (br.s, 1H, Hd), 4.13 (app.t, 2H, J = 6.0 Hz,
H'"), 3.63 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H'"), 2.10-1.91 (m, 12H, CH, + H"> + H'®), 1.59-1.47 (m, 4H, CHy),
1.80-1.20 (m, 16H, CH,).

IP_.NMR (CDCl;, 81.0 MHz): 40.5 ppm.

MM-ES (m/z): 507.3 [M+H]".
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Synthesis of pyridinium 11-(3-methacryloyloxy-propyl 4-methacryloyloxy-phenyl)-
phosphoryl)-undecyl sulfate T3:
Hydroxy phosphine oxide 25 (50 mg, 0.099 mmol) was

dissolved in CH>Cl, (2 ml) in a flask equipped with a
#/\/\0)5(15 v 2z ( ) qauipped W

jfj\ /©/Kﬁ\ reflux condenser. Then the sulfur trioxide-pyridine
Hd

080, HNi > ) complex (31 mg, 0.198 mmol) was added and the mixture
(T3) a heated at reflux for 1 h. The mixture was then cooled at 0
°C, filtered and the solvent was evaporated to give 0.060

g of pyridinium sulfate T3 (91%) as clear wax.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): 5 = 8.96 (d, 2H, H, J = 3.5 Hz), 8.49 (t, 1H, H®, J = 5.3 Hz), 8.0
(app.t, 2H, H* J = 4.3 Hz), 7.74-7.68 (m, 2H, ArH), 7.29-7.26 (m, 2H, ArH), 6.34 (br.s, 1H, Ha),
6.04 (br.s, 1H, Hb), 5.78 (br.s, 1H, Hc), 6.53 (br.s, 1H, Hd), 4.12-4.05 (m, 4H, H"' + H'*), 2.02-1.86
(m, 12H, CH,, H™ + H'®), 1.80-1.20 (m, 16H, CH,).

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): § = 167.3, 165.4, 153.9, 146.1, 142.3, 135.8 (d, Jp.c = 31.8 Hz),
132.0 (d, Jp.c = 9.4 Hz), 128.1, 127.4, 125.8, 122.4 (d, Jp.c = 11.8 Hz), 68.6, 64.5 (d, Jp.c = 154
Hz), 31.0, 30.7, 29.9, 29.6, 29.5, 29.0, 27.2, 25.8, 21.4, 21.2, 18.4.

3P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 41.9 ppm.
HRMS: [M - pyridinium + H]" calculated for CosH4400PS: 587.2444, found: 587.2439.

IR (neat): 3463, 3071, 3069, 2928, 2855, 1738, 1718, 1637, 1209, 1169, 1128, 1014, 808, 762,
686, 582 cm™.
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Synthesis of polymerizable surfactant template 27:

Jﬁ(o 0805 HN_ )
(@)

27

Synthesis of 1-methacryloyl-12-hydroxy-dodecane:

At room temperature a suspension of 1,12-
H
Hb | 2 dodecanediol (1 g, 4.94 mmol) in dichloromethane
o
3 (20 ml) was stirred with NEt; (1.0 ml, 7.41 mmol).

HO
26 !

After 10 minutes methacrylic anhydride (0.74 ml,
4.94 mmol) was added dropwise, followed by DMAP (60 mg, 0.5 mmol). After 20h the reaction
was quenched with water and the aqueous layer was extracted once with dichloromethane. The
solvent was removed under vacuum and the residue was purified by flash chromatography
(cyclohexane/ethyl acetate 7:3) to give 0.210 g of 1-methacryloyl-12-hydroxy-dodecane 26 (16%)

as an oil.
R¢ = 0.34 (cyclohexane /ethyl acetate 3:2).

"H-NMR (CDCl, 300 MHz) 5= 1.26-1.38 (m, 16H, CH,), 1.50-1.57 (m, 2H, CH.), 1.61-1.70 (m,
2H, CH,), 1.93 (br.s, 3H, H?), 3.62 (t, 2H, H% J = 6.8 Hz), 4.12 (t, 2H, H', J = 6.6 Hz), 5.52-5.54
(m, 1H, Ha), 6.08 (br.s, 1H, Hb).

BC-NMR (CDCls, 75.5 MHz): 5= 18.4, 25.9, 26.1, 28.7, 29.4, 29.5, 29.60, 29.64, 29.7, 32.9, 63.2,
65.0, 125.3, 136.7, 167.7.

IR (neat): 3423 (OH), 1720 (C=0), 1641 (C=C), 1463, 1324 (Ar) cm’".

HRMS [M+Li]Jr calculated for C16H30O5L1: 277.2355, found: 277.2350.

Synthesis of pyridinium 12-(1-methacryloyl)-dodecane-sulfate :

Hb. _Ha I-methacryloyl-12-hydroxy-dodecane 26

nl ¢ 2 o | (100 mg, 0.37 mmol) was dissolved in
c<\ /NH 03S0O 3 ; 5

27 o} CH,Cl; (5 ml) in a flask equiped with a
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reflux condenser. Then the sulfur trioxide-pyridine complex (118 mg, 0.74 mmol) was added and
the mixture heated at reflux for 30 min. The mixture was then cooled at 0 °C, filtered and washed
with hexane. Evaporation of the solvent gave 0.157 g of pyridinium 12-(1-methacryloyl)-dodecane-
sulfate T2 (quant.) as a white solid.

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) &= 1.23-1.40 (m, 16H, CH,), 1.60-1.71 (m, 4H, CH,), 1.92 (br.s, 3H,
C%), 4.06-4.13 (m, 4H, C' + C*), 5.51 (m, 1H, H,), 6.07 (br.s, 1H, H), 7.99-8.04 (m, 2H, C), 8.45-
8.51 (m, 1H, C°), 8.99-9.02 (m, 2H, C?).

BC-NMR (CDCls, 75.5 MHz) 5= 18.4, 25.9, 26.1, 28.7, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6 (4C), 64.9, 68.6,
125.2, 127.4, 136.6, 142.5, 145.9, 167.7.

IR (neat): 3478, 3102, 1720 (C=0), 1641 (C=C), 1546, 1491, 1463 (Ar) cm.

HRMS [M] calculated for C;sH2906S™: 349.1690, found: 349.1690.
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Synthesis of phosphorus analytes 1-4:

E/v L’/\/OH L’/\/OH E/\/\/\/v
9 ™\ @ Q 9 ™\

Synthesis of ethyl phenyl(propyl)phosphinate 1:

Ethyl phenylphosphinate (500 mg, 2.94 mmol) was placed under vacuum in a

©/%)/1\2/ : dry flask 10 min before used. Anhydrous THF (10 mL) was then added under
argon. The solution was placed at -78°C and desoxygenated under vacuum for

5 min. The reaction flask was then back-filled with argon, and LHMDS (1.0

M in THF, 2.94 mL, 1 eq.) was added under argon. After 10 min, alkyl bromide (270 puL, 1 eq.) was
added under argon. After addition, the temperature of the solution was slowly allowed to warm to
rt. When the reaction finished, it was quenched with NH4Cl/brine, extracted with ethyl acetate,
dried over anhydrous Na,SO4 and concentrated in vacuum. The resulting oil was purified by

column chromatography on silica gel (EtOAc) to afford the compound 1 with 65% of yield.

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): § = 7.82-7.70 (m, 2H, ArH), 7.58-7.40 (m, 3H, ArH), 4.21-3.96
(m, 1H, H*), 3.91-3.72 (m, 1H, H™), 1.94-1.76 (m, 2H, H"), 1.66-1.48 (m, 2H, H?), 1.27 (t, 3H, J =
7.1 Hz, H%), 0.95 (dt, 3H, J = 1.2, 7.3 Hz, H*).

BC-NMR (CDCl3, 50.3 MHz): 5 = 132.0, 131.9, 131.5, 131.3, 128.5, 128.3, 60.2, 32.7, 30.7, 16.4,
16.3,15.4 (d, Jp.c =29.3 Hz), 15.3, 15.1.

P_.NMR (CDCl;, 81.0 MHz): 48.4 ppm.

MM-ES (m/z): 213.1 [M+H]".

Retention time = 2.63 min. (Column: Zorbax 300SB-Cig, 5 um, 4.6 x 250 mm, eluent: CH3CN /
H,0 99:1, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 220 nm).

169



Partie expérimentale

Synthesis of ethyl 2-(tert-butyldiphenylsilyloxy)ethyl(phenyl)phosphinate 44:

Following the same procedure as in the synthesis of the compound 1,
g U o we used 500 mg (443 pL, 2.94 mmol) of the ethyl phenyl-H-
NS 5 ) . .
b\\ 2 @% phosphinate in 10 mL of THF, 2.94 mL (1 eq.) of a 1.0 M solution in
3

) 4 THF of LHMDS and 1.07 g (1 eq.) of (2-bromoethoxy)(tert-butyl)-
diphenylsilane. After 1 h 50 min, the resulting oil was purified by

column chromatography on silica gel (EA : Cyclohexane 3:1) to afford the compound 44 with 43%

(572 mg) of yield.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.76-7.70 (m, 2H, ArH), 7.61-7.56 (m, 4H, ArH), 7.45-7.31
(m, 9H, ArH), 4.12-3.76 (m, 4H, H* + H*), 2.33-2.23 (m, 2H, H"), 1.23 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H*), 0.96
(s, 9H, H).

3C-NMR (CDCl, 50.3 MHz): § = 135.3, 136.7 (d, Jp.c = 13.2 Hz), 132.0 (d, Jp.c = 8.8 Hz), 131.9,
131.3 (d, Jp.c = 39.6 Hz), 129.5, 128.4 (d, Jp.c = 48.3 Hz), 127.5, 60.2 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 57.8,
34.1,32.8,26.6,26.7, 18.8, 16.3 (d, Jp.c = 26.4 Hz).

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 41.7 ppm.
MM-ES (m/z): 214.1 [M-TBDPS]".

IR (neat): 3071, 1428, 1390, 1233, 1039, 822 cm™".

Synthesis of ethyl 2-hydroxyethyl-(phenyl)-phosphinate 2:
A 1.1 M solution of BuyN" F in THF (1.21 mL, 1.1 eq.) was added at 0°C

0

H/1\2/OH over 2 min, to a stirred solution of 44 (499.1 mg, 1.1 mmol) in THF (10 ml)
©/ o?\ . and the stirred was continued for a further 20 min. After treatment with

) acetic acid (72 ul, 1.16 eq.), the solution was washed with water and
chloroform to eliminate acetic acid traces. The resulting colourless oil was purified by column
chromatography on silica gel (DCM : MeOH 9:1) to afford the compound 54 with 96% (226 mg) of

yield.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.77-7.68 (m, 2H, ArH), 7.56-7.41 (m, 3H, ArH), 4.10-3.72
(m, 4H, H* + H*), 3.57 (br s, 1H, OH), 2.36-1.99 (m, 2H, H"), 1.25 (t, 3H, J = 6.8 Hz, HY).
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BC-NMR (CDCl, 50.3 MHz): § = 132.6, 131.5 (d, Jp.c = 62.1 Hz), 128.8 (d, Jp.c = 76.7 Hz), 60.9
(d, Jp.c = 36.5 Hz), 56.4, 33.8, 31.9, 16.4 (d, Jp.c = 40.2 Hz).

P-NMR (CDCl, 81.0 MHz): 44.4 ppm.
MM-ES (m/z): 214.8 [M]".
IR (neat): 3382, 1209, 1038, 822 cm’.

Retention time = 2.93 min. (Column: Zorbax 300SB-C;g, 5 um, 4.6 x 250 mm, eluent: CH3CN /
H,0 99:1, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 220 nm).

Synthesis of ethyl 2-(tert-butyldimethylsilyloxy)-ethyl (4-(tert-butyldimethylsilyloxy)-
phenyl)-phosphinate 45:

Following the same procedure as the one used for the

Ol 1 s synthesis of the compound 1, we used 500 mg (1.66 mmol)
8 L/\/O\SI
|7 b\\ 2 ] of the ethyl 4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenylphosphinate
—Si< 3
© 4 18d in 10 ml of THF, 1.66 ml (1.66 mmol, 1 eq.) ofa 1.0 M
(45)

solution in THF of LHMDS and 439 mg (1.83 mmol, 1.1 eq.)
of (2-bromoethoxy)(tert-butyl)dimethylsilane. After 1h50 min, the resulting oil was purified by
column chromatography on silica gel (EA : Cyclohexane 1:1) to afford the compound 45 with 30%
of yield.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.68-7.58 (m, 2H, ArH), 6.92-6.87 (m, 2H, ArH), 4.05-3.80
(m, 4H, H* + HY), 2.26-2.12 (m, 2H, H"), 1.25 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H*), 0.97 (s, 9H, H®), 0.81 (s, 9H,
H®), 0.21 (s, 6H, H), 0.03 (s, 6H, H’).

IP_.NMR (CDCl, 81.0 MHz): 40.9 ppm

MM-ES (m/z): 481.3 [M+Na]".
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Synthesis of ethyl 2-(tert-butyldimethylsilyloxy)-ethyl (4-(tert-butyldimethylsilyloxy)-
phenyl)-phosphinate 3:
Following the same procedure as the one used for the synthesis of the
E __OH compound 2, we used 200 mg of compound 45 in 10 ml of THF, and 1.32
HO/©/ 0?\ ’ ml of a 1.0 M solution in THF of TBAF (1.33 mmol, 3 eq.). The crud
) product was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc —
EA : MeOH 5% to afford the compound 3 with 91% of yield.
"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): § = 7.70-7.69 (m, 2H, ArH), 6.70-6.61 (m, 2H, ArH), 4.10-3.72

(m, 4H, H* + H*), 2.36-1.99 (m, 2H, H"), 1.25 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H").

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): 5 = 159.2, 132.5 (d, Jp.c = 62.1 Hz), 126.4, 119.8 (d, Jp.c = 65.7
Hz), 61.0 (d, Jp.c = 36.5 Hz), 55.4, 33.8, 32.0, 16.3 (d, Jp.c = 40.2 Hz).

3'P_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 41.4 ppm.

MM-ES (m/z): 253.1 [M+Na]".

IR (neat): 3402, 3057, 1534, 1465, 1209, 1038, 822 cm’.

Retention time = 3.13 min. (Column: Zorbax 300SB-C;g, 5 um, 4.6 x 250 mm, eluent: CH3CN /
H,0 99:1, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 220 nm).

Synthesis of ethyl nonyl-(phenyl)-phosphinate 4:

Following the same procedure presented before for the

0
| 1
©/Lg\/\/\/\/9 synthesis of the compound 1, we used 225.8 mg (1.33 mmol)
10
\\ " of the ethyl phenyl-H-phosphinate in 5 ml of THF, 1.33 ml (1
4) eq.) of a 1.0 M solution in THF of LHMDS and 254 pl (1 eq.)

of the 1-bromononane The resulting oil was purified by column
chromatography on silica gel (EA:Cyclohexane 2:1) to afford the compound 4 with 62%
(242 mg) of yield.

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz): 7.69-7.62 (m, 2H, ArH), 7.44-7.31 (m, 3H, ArH), 4.01-3.91 (m,
1H, H'%), 3.77-3.64 (m, 1H, H'®), 1.87-1.63 (m, 2H, H"), 1.17-1.09 (m, 17H, CH, + H'"), 0.73 (4,
3H, J=17.3 Hz, H).
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BC-NMR (CDCls, 75.5 MHz): 132.0, 131.5 (d, Jp.c = 39.6 Hz), 128.5 (d, Jp.c = 48.3 Hz), 60.3 (d,
Jp.c = 26.4 Hz), 31.7, 30.6 (d, Jp.c = 65.9 Hz), 30.4, 29.2, 29.1 (d, Jp.c = 44.0 Hz), 29.0, 22.6, 21.6
(d, Jp.c = 13.2 Hz), 16.4 (d, Jp.c = 26.4 Hz), 14.0.

IP_-NMR (CDCls, 121.5 MHz): 45.0 ppm.
MM-ES (m/z): 297.2 [M+H]".

IR (neat): 3057, 2927, 2855, 1226, 1039, 822 cm™

Retention time = 2.50 min. (Column: Zorbax 300SB-Cig, 5 um, 4.6 x 250 mm, eluent: CH;CN /
H,0 95:5, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 276 nm).

Synthesis of chiral polymerizable surfactant template T2, :

Aok

o O

- -+ _—
0SO )
3 HN\ /

(Rp) - T2

Synthesis of 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl (phenyl)-phosphinic chloride 28:

Q To a solution of phosphinate 7 (0.78 g, 1.69 mmol) in CCly (5 ml) was

P—cI
©/1LHL added at room temperature, 0.42 g of PCls. The mixture was refluxed
P for 1h 30 min. After this time, the 3IP_-NMR confirmed that the start

120
/Q material is totally converted into chloride derivate. The solvent was
(28)

o) evaporated under reduced pressure and the crude product (very thick

/
14 red oil) is directly used for the following reaction.

3'P_.NMR (CDCl;, 121.5 MHz): 57.0 ppm
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Synthesis of (Sp)-diacetone-a-D-glucose 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl (phenyl)
phosphinate 29:

Et;N (0.8 ml, 5.6 mmol, 10 eq.) was added to an ice-cold solution of
the crud phosphinic chloride 28 (1.69 mmol, 3 eq.) in toluene (5 ml)
and stirred for 10 min. A solution of diacetone-D-glucose (DAG)
(0.150 g, 0.56 mmol, 1 equiv) in toluene (5 ml) was then added
slowly. The stirring was continued at 0 °C until all the DAG was

consumed (TLC analysis). The solvent was removed under reduced

pressure and the residue was suspented in Et,O. The formed solid was
filtered and the solvent was removed. The diastereomeric ratio is
casily determined by 'H-NMR analysis of the crude product due to the large difference in the
chemical shift of the anomeric protons H-1, proton H-2 and also in the proton H-4 of the sugar ring
in the phosphinate esters (Sp:Rp = 90:10). Diastereomeric separation was achieved
chromatographically on flash silica gel using a mixture of CH,Cl, : Acetone 95:5. The yield in the

two diastereomeric compands was 77%.

[a]p? =-35.9 (0.0412 g in 2 ml of CHCl3).

"H-NMR (CDCl3, 300.1 MHz) & = 7.95-7.89 (m, 2 H, ArH), 7.61-7.49 (m, 3 H, ArH), 7.28-7.25
(m, 2H, ArH), 6.89-6.87 (m, 2H, ArH), 5.95 (d, 1H, J = 3.5, H-1), 5.11 (s, 1H, J = 3.8, H-2), 3.43-
4.40 (m, 3H, H" + H-3), 4.31-4.26 (m, 1H, H-5), 4.16-4.11 (m, 1H, H-6a), 4.05-3.97 (m, 2H, H-4 +
H-6b), 3.77 (s, 3 H, H'), 3.42 (t, 1H, H'%, J = 6.6 Hz), 1.96-1.89 (m, 1H, H"), 1.63-1.21 (m, 32H,
CH, +4 x HY).

BC-NMR (CDCls, 75.5 MHz) 5 = 159.2, 132.7, 132.6, 131.0, 129.3, 128.6 (d, Jp.c = 13.3 Hz),
113.9, 112.3, 109.3, 105.4, 83.9, 81.0 (d, Jp.c = 7.7 Hz), 77.9 (d, Jp.c = 4.2 Hz), 72.6, 72.2, 70.4,
67.8, 55.4, 30.87, 30.70, 30.67, 29.9, 29.7, 29.5, 29.2, 26.9 (d, Jp.c = 8.8 Hz), 26.4 (d, Jp.c = 3.3
Hz), 25.6, 21.8.

3'P_.NMR (CDCls, 121 MHz) § = 47.7 ppm.
MM-ES (m/z): 711.1 [M+Na]".

IR (neat): 3105, 3001, 2987, 2929, 2853, 1613, 1514, 1248, 1076, 1035, 844, 555 cm™.

174



Partie expérimentale

Synthesis of (Rp) 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl allyl (phenyl) phosphine oxide 30:

Following the same procedure presented before in the synthesis of the

*E\{Si . compound 13, we used 0.31 g (0.45 mmol) of the chiral phosphinate 29
©/1k%o . in 5 ml of THF, and 0.45 ml (0.9 mmol, 1 eq.) of a 1.0 M solution in
" O/Q THF of chloro-allylmagnesium. The crud product was purified by

(R0 column chromatography on silica gel (EA : Cyclohexane 4:1 — EA) to

O
/ afford the compound (R)-30 with 51% (0.108 g) of yield.

14

[a]p?® =-5.90 (0.012 g in 2 ml of CHCLs).

"H-NMR (CDCls, 200.1 MHz): & = 7.74-6.69 (m, 2H, ArH), 7.52-7.42 (m, 2H, ArH.), 7.12-7.25
(m, 2H, ArH), 6.85-6.80 (m, 2H, ArH), 5.81-5.5.66 (m, 1H, H'®), 5.30-5.07 (m, 2H, H'"), 4.43 (s,
2H, H"), 3.80 (s, 3H, H'), 3.43 (t, 2H, J = 6.4 Hz, H'%), 2.76 (dd, 2H, J = 7.50, 15.1 Hz, H"), 2.01-
1.91 (m, 2H, H"), 1.88-1.23 (m, 18H, CH,).

BC.NMR (CDCls, 75.5 MHz): 5 = 158.9, 131.6 (d, Jp.c = 8.8 Hz), 130.8, 130.5(d, Jp.c = 35.2 Hz),
129.1, 128.6, 128.5, 127.6 (d, Jp.c = 35.2 Hz), 120.4 (d, Jp.c = 48.4 Hz), 113.7, 72.5, 70.5, 70.2,
55.2,36.9, 36.0,31.0, 30.8, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 29.0, 28.2, 26.2, 21.2 (d, Jp.c = 17.6 Hz).

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 38.2 ppm.
MM-ES (m/z): 493.1 [M+Na]".

IR (neat): 3053, 2997, 2928, 2854, 1636, 1613, 1513, 1248, 1175, 1114, 1037, 824, 515 cm".

Synthesis of (Rp) 12-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl 3-hydroxypropyl (phenyl)
phosphine oxide 31:

BH3-Me,S (80 pl, 0.84 mmol) was added to a solution of cyclohexene
O

gL _OH (0.17 ml, 1.68 mmol) in THF (2 ml) at 0 °C. After 2 h of stirring at
15 17
1LML” 0 °C, a solution of chiral compound 30 (130 mg, 0.28 mmol) in THF
1250 (3 ml) was added, warmed to room temperature and continued stirring
(R)-31 /Q 2 h, cooled to 0 °C again, and the reaction was then quenched with

/O water, H,O, (30%, 0.84 ml) was added, followed by NaOH (30%, 2
ml), the mixture was stirred at room temperature for 30 min and then

diluted with ether. The two phases was separated, and the aqueous layer was further extracted with
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ether, washed with brine and dried over MgSO,4. Evaporation of solvent gave the crude alcohol,
which was then purified by flash column (EA : MeOH 5%) on silica gel to give the pure product 31
(81 mg, 59%) as an oil.

[a]p? =-3.90 (0.0117 g in 2 ml of CHCI3).

"H-NMR (CDCl;, 300.1 MHz) & = 7.71-7.65 (m, 2H, ArH), 7.53-7.48 (m, 3H, ArH), 7.26-7.23 (m,
2H, ArH), 6.87-6.84 (m, 2H, ArH), 4.41 (s, 2H, H"), 3.79 (s, 3H, H'*), 3.64 (t, 2H, J = 5.6 Hz,
H'"), 3.41 (t, 2H, J = 6.4 Hz, H'?), 2.12-1.21 (m, 24H, CH, + H"> + H'%).

BC-NMR (CDCl3, 50.3 MHz): & = 159.2, 132.7, 131.8, 130.9, 130.6 (d, Jp.c = 8.8 Hz), 129.3,
128.8 (d, Jp.c = 11.1 Hz), 113.8, 72.6, 70.3, 62.6 (d, Jp.c = 8.10 Hz), 55.4, 31.1, 30.8, 30.6, 29.8,
29.6,29.4,29.2,29.1, 28.5,27.2,26.3,25.6 (d, Jp.c = 4.4 Hz), 21.3 (d, Jp.c = 3.8 Hz).

3'P_.NMR (CDCls, 81.0 MHz): 43.6 ppm.
MM-ES (m/z): 489.2 [M+H]".

IR (neat): 3350, 3057, 2927, 2853, 1613, 1513, 1248, 1172, 820, 747, 517 cm’".

Synthesis of (Rp)-11-(4-methoxybenzyloxy)-dodecyl 3-(methacryloyloxy)-propyl
(phenyl) phosphine oxide 32:

Following the same procedure presented before for the synthesis of the

*(lpl) O O::J;Hb compound 15, we used 0.450 g (0.92 mmol, 1 eq.) of the chiral
©/1 ) o A S phosphine alchool 31 in 15 ml of DCM, Et;N (0.32 ml, 2.30 mmol, 2.5
12500 eq.), catalytic amount of DMAP, and 0.21 ml of methacrylic anhydride
(R)-32 /Q (1.38 mmol, 1.5 eq.). The reaction finished after 2 h. Purification of
P crud product by flash column chromatography (EA:Cyclohexane 9:1)

14

yielded 0.430 g (82%) of the final product (R)-32.

[a]p®® =-23.90 (0.0157 g in 2 ml of CHCl;).

"H-NMR (CDCl, 200.1 MHz): § = 7.72-7.63 (m, 2H, ArH), 7.53-7.46 (m, 3H,ArH), 7.26-7.21 (m,
2H, ArH), 6.88-6.81 (m, 2H, ArH), 6.05 (br.s, 1H, Ha), 5.53 (br.s, 1H, Hb), 4.41 (s, 2H, H"), 4.12
(t, 2H, J = 6.2 Hz, H'), 3.78 (s, 3H, H'*), 3.41 (t, 2H, J = 6.5 Hz, H'?), 2.08-1.55 (m, 29H, CH, +
HIS + H16+ HIS)
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BC-NMR (CDCl, 75.5 MHz): § = 167.4, 159.3, 136.3, 131.8, 130.9, 130.5 (d, Jp.c = 35.2 Hz),
129.3, 128.8 (d, Jp.c = 43.9 Hz), 125.7, 113.8, 72.6, 70.3, 64.6 (d, Jp.c = 61.5 Hz), 55.4, 31.1, 30.9,
30.6,29.9,29.7,29.5,29.4,29.1, 27.1, 26.3, 26.1, 21.4 (d, Jp.c = 48.4 Hz), 18 4.

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 40.3 ppm.
MM-ES (m/z): 579.2 [M+Na]".

IR (neat): 3057, 2927, 2854, 1719, 1638, 1613, 1514, 1248, 1172, 819, 748, 549 cm™".

Synthesis of (Rp)-11-(hydroxy)-dodecyl 3-(methacryloyloxy)-propyl (phenyl)-
phosphine oxide 33:

Following the same procedure presented before for the synthesis of

*E Y O\’(\IK the compound 16, we used 0.400 g (0.72 mmol, 1 eq.) of the chiral
©/1 )10 L phosphine oxide 32 in DCM (9.0 ml). After 1 h the rection was
12>0H finisched. The residue was purified (309 mg, 98 %) by column

(R)-33 chromatography on silica gel (EA: MeOH 2%) as an oil.

[a]p? =-9.10 (0.0117 g in 2 ml of CHCI5).

"H-NMR (CDCl3, 200.1 MHz): 6 = 7.72-7.66 (m, 2H, ArH), 7.55-7.47 (m, 3H, ArH), 6.04 (br.s,
1H, Ha), 5.52 (br.s, 1H, Hb), 4.11 (t, 2H, J = 5.6 Hz, H"), 3.60 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H'?), 2.08-1.77
(m, 12H, CH, H" + H"*+ H'%), 1.60-1.20 (m, 17H, CH,).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz): & = 167.1, 136.0, 132.4, 131.6, 131.1, 130.7, 130.3 (d, Jp.c = 8.8
Hz), 128.7 (d, Jp.c = 11.1 Hz), 125.5, 64.4 (d, Jp.c = 15.5 Hz), 62.5, 32.7, 30.7 (d, Jp.c = 14.4 Hz),
30.3, 29.44, 29.35, 29.16, 28.9, 26.8, 25.9, 25.7, 21.2 (d, Jp.c = 4.4 Hz), 21.0 (d, Jp.c = 2.8 Hz),
18.2.

IP_.NMR (CDCls, 121.5 MHz): 41.4 ppm.
MM-ES (m/z): 437.2 [M+H]".

IR (neat): 3376, 3057, 2927, 2854, 1719, 1637, 1438, 1297, 1168, 813, 747, 547 cm’".
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Synthesis of (Rp)-pyridinium 11-(3-(methacryloyloxy)-propyl (phenyl) phosphoryl)-
dodecyl sulfate T2¢:
Following the same procedure presented before in the synthesis of

o ., | HP the template T2, we used 0.170 g (0.39 mmol, 1 eq.) of chiral
©/*P\13/\15/O\H:(1 . hydroxy phosphine oxide 33 in 20 ml CH,Cl,, and 124 mg (0.78
1 12) 1:;80; gz <i> mmol, 2 eq.) of sulfur trioxide-pyridine complex. After 30 min. the

: /b ’ mixture was cooled at 0 °C, filtered and the solvent was evaporated,

(T2} to give 0.211 g of chiral pyridinium sulfate T2, (91%) as clear wax.

"H-NMR (CDCl;, 200.1 MHz): 5 = 8.98 (d, 2H, H", J = 3.5 Hz), 8.49 (t, IH, H, J = 5.3 Hz), 8.0
(app.t, 2H, H*, J = 4.3 Hz), 7.71-7.66 (m, 2H, ArH), 7.52-7.31 (m, 3H, ArH), 6.04 (br.s, 1H, Ha),
5.53 (br.s, 1H, Hb), 4.15-4.09 (m, 4H, H'* + H'®), 2.11-1.89 (m, 9H, CH, + H'®), 1.73-1.59 (m, 2H,
CH,), 1.34-1.18 (m, 18H, CH,).

BC-NMR (CDCl;, 50.3 MHz): § = 167.0, 146.3, 142.1, 135.9, 132.6, 131.6 (d, Jp.c = 11.7 Hz),
130.7, 130.4 (d, Jp.c = 35.1 Hz), 128.7, 128.5, 125.5, 64.4 (d, Jp.c = 61.5 Hz), 62.3, 32.7, 30.8, 30.5
(d, Jp.c = 17.6 Hz), 29.3 (d, Jp.c = 20.5 Hz), 29.1, 28.9, 26.9, 25.7, 25.6, 21.2 (d, Jp.c = 17.6 Hz),
21.0 (d, Jp.c = 14.6 Hz), 18.1.

3'P_.NMR (CDCls, 81.0 MHz): 42.1 ppm.

MM-ES (m/z): 436.3 [M- (CsHgN) - sulphate(SO3)” +H]".

IR (neat): 3441, 3141, 3067, 2927, 2854, 1716, 1636, 1489, 1438, 1260, 1170, 1157, 757, 686,
580 cm™.
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Synthesis of polymerizable surfactant template T4:

Synthesis of 12-benzyloxy-dodecyl 3-D-glucopyranoside 37:

B-D-glucose pentaacetate (100 mg, 0.26 mmol) was dissolved

40:1 o in dry dichloromethane (5 ml) together with 12-Benzyloxy-1-
HOHo - ;H1 0\7/\69/30/9\© dodecanol" (225 mg, 0.77 mmol) and boron trifluoride
(37) diethyl etherate (0.1 ml, 0.82 mmol) was added dropwise at

0°C. The reaction mixture was stirred overnight at room
temperature, and then quenched by addition of saturated NaHCOs solution (5 ml). The aqueous
layer was extracted with dichloromethane (3 x 5 ml) and the combined organic layers were then
washed with brine, dried, and evaporated under reduced pressure. Flash chromatography
(cyclohexane/ethyl acetate 8:2) of the crude reaction mixture yielded 78 mg (48%) of 12-
benzyloxy-dodecyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranoside 36 as an oil.

R¢= 0.32 (cyclohexane / ethyl acetate 7:3).

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) 8= 1.26-1.40 (m, 16H, CH,), 1.58-1.67 (m, 4H, CH,), 2.02-2.09 (4 x
s, 12H, 4 x COCHs), 3.47 (t, 2H, H®, J = 6.6 Hz), 3.48 (dt, 1H, H™®, ] = 9.6, 6.6 Hz), 3.69 (ddd, 1H,
H’, J=9.5, 49, 2.6 Hz), 3.88 (dt, IH, H™®, J = 9.6, 6.4 Hz), 4.14 (dd, 1H, H*®®, J = 12.2, 2.5 Hz,),
4.28 (dd, 1H, H® J=12.2, 4.5 Hz), 4.5 (d, 1H, H' J = 8.2 Hz), 4.51 (s, 2H, H’), 4.99 (dd, 1H, H%, J
=9.5,8.2 Hz), 5.1 (app. t, 1H, H*, J=9.5 Hz), 5.22 (dd, 1H, H*, J=9.5, 9.2 Hz), 7.35-7.25 (m, 5H,
ArH).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz) 5 = 20.7 (2C), 20.8 (2C), 25.9, 26.3, 29.4, 29.5 (2C), 29.6 (4C),
29.8, 62.1, 68.5, 70.3, 70.6, 71.4, 71.8, 79.9, 72.94, 100.9, 127.5, 127.7, 128.4, 138.8, 169.3, 169.5,
170.4, 170.7.

IR (neat): 1758 (C=0), 1454, 1433 (Ar) cm™.
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The obtained tetraacetyl glucoside (1.6 g, 2.57 mmol) was dissolved in dichloromethane (12 mL)
and stirred at room temperature with methanol (20 ml) for 5 min. Then a solution of sodium
methoxide in water (0.21 ml, 1M) was added and the mixture was stirred for additional 3 h. The
solution was neutralized by adding an ion exchange resin (Amberlite IR 120). The resin was filtered
off and the solvent removed under vacuum. Crystallization of the crude residue yielded 1.12 g

(96%) of the desired 12-benzyloxy-dodecyl B-D-glucopyranoside (37) as a white solid.

"H-NMR (DMSO-d; + D,0 1%, 300 MHz) 5= 1.23-1.43 (m, 16H, CH,), 1.48-1.54 (m, 4H, CH,),
2.94 (app. t, 1H, C*, J = 8.2 Hz), 3.04-3.16 (m, 3H, C* + C* + C°), 3.36-3.46 (m, 4H, C*®* + C"® +
C%), 3.63-3.76 (m, 2H, C** + C™), 4.1 (d, 1H, C', J = 8.0 Hz), 4.42 (s, 2H, C°), 7.25-7.35 (m, 5H,
ArH).

3C-NMR (CD;0D, 75.5 MHz) &= 27.1, 27.3, 30.5, 30.6, 30.7(5C), 62.8, 70.9, 71.4, 71.6, 73.8,
75.1,77.9, 78.1, 104.3, 128.6, 128.8, 129.3.

IR (neat): 3384 (OH), 1597, 1454 (Ar) cm™.

HRMS [M+Na]+ calculated for C,sH4,0O7Na: 477.2828, found: 477.2834.

Synthesis of 12-benzyloxy-dodecyl-2,3,4,6-tetra-methacryloyl--D-glucopyranoside 38:

At room temperature a solution of glucopyranoside 6

10
R & Ha in dichloromethane (20 ml) was stirred with NEt; (1.5
0
4|6 5Hbo ml, 11 mmol). After 10 minutes methacrylic anhydride
AC/%?yo A\ O\/\Q/Eo/g\© (1.6 mL, 11 mmol) was added dropwise, followed by a
3 OAcry 7 9

(38) catalytic amount of DMAP (0.13 g, 1.1 mmol). After

Sh the reaction was quenched with water and the

aqueous layer was extracted once with dichloromethane. The solvent was removed under vacuum

and the residue was purified by flash chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 9:1) to give 0.27 g
of glucopyranoside 38 (33%) as an oil.

R¢= 0.46 (cyclohexane /ethyl acetate 8:2).

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) 8= 1.23-1.38 (m, 16H, CH,), 1.47-1.65 (m, 4H, CH,), 1.82-1.95 (4 x
s, 12H, 4 x H'%), 3.46 (t, 2H, H® J = 6.6 Hz), 3.48 (dt, 1H, H'®, J = 9.9, 6.8 Hz), 3.83-3.87 (m, 2H,

H’ + H"™), 422 (dd, 1H, H®, J = 12.2, 5.3 Hz), 4.36 (dd, 1H, H®, J = 12.2, 2.5 Hz), 4.50 (s, 2H,
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H’), 4.6 (d, 1H, H', J = 8.0 Hz), 5.14 (dd, 1H, H% J = 8.0, 9.7 Hz), 5.27 (dd, 1H, H*, J = 8.0, 8.4
Hz), 5.43 (dd, 1H, ﬂ3, J=18.0,9.7 Hz), 5.52-5.60 (4 x br.s, 4H, 4 x H"), 6.02-6.15 (4 x br.s, 4H, 4 x
H®), 7.26-7.34 (m, 5H, ArH).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz) &= 18.3, 18.35, 18.4 (2C), 25.9, 26.4, 29.47, 29.5, 29.7 (5C), 29.9,
32.9, 62.9, 69.3, 70.3, 70.7, 71.7, 72.1, 73.0 (2C), 101.2, 126.4 (2C), 127.1 (2C), 127.6, 127.8,
128.5, 135.2,135.3, 135.7, 135.9, 138.9, 165.9 (2C), 166.6, 167.1.

IR (neat): 1735 (C=0), 1638 (C=C), 1454, 1378 (Ar) cm™"

HRMS [M+Na]" calculated for C4;Hs3O1Na: 749.3877, found: 749.3883.

Synthesis of 12-hydroxy-dodecyl-2,3,4,6-tetra-methacryloyl-B-D-glucopyranoside 39:

The glucopyranoside 38 (0.24 g, 0.33 mmol) was stirred for

10
OO N\, ~Ha 1 day at room temperature with DDQ (0.37 g, 1.65 mmol)

AcryO 4 8 I-"C,O . in a mixture of CH,Cl, / H,O (10:1). Then the reaction was
Ao 3 OAC:y 0\7/\@3\0"' diluted with CH,Cl,, washed with a satured solution of
(39) NaHCOs; and NaHSOy, dried with MgSO4 and concentrated

in vacuum. Flash chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2) of the crude reaction mixture

yielded 0.19 g (90%) of glucopyranoside 39 as an oil.
R¢=0.22 (cyclohexane / ethyl acetate 7:3).

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) &= 1.22-1.30 (m, 16H, CH,), 1.51-1.60 (m, 4H, CH,), 1.81-1.94 (4 x
s, 12H), 3.48 (dt, 1H, H™®, J = 9.6, 6.7 Hz), 3.63 (t, 2H, H8, J = 6.7 Hz), 3.81-3.88 (m, 2H, H’ +
H™), 4.22 (dd, 1H, H®, J = 12.2, 5.2 Hz), 4.35 (dd, 1H, H*®, J = 12.2, 2.6 Hz), 4.6 (d, 1H, H', J =
7.9 Hz), 5.13 (dd, 1H, H*, J = 9.8, 7.9 Hz), 5.23 (app. t, 1H, H*, J = 9.8 Hz), 5.42 (app. t, 1H, H’, J
=9.6 Hz), 5.51-5.59 (4 x br.s, 4H, 4 x H%), 6.01-6.15 (4 x br.s, 4H, 4 x H").

3C-NMR (CDCls, 75.5 MHz) &= 18.29, 18.35, 18.42 (2C), 25.9, 29.4, 29.6, 29.7 (6C), 32.9, 62.9,
63.2, 69.3, 70.3, 71.7, 72.1, 72.9, 101.2, 126.4 (2C), 127.1 (2C), 135.2, 135.3, 135.7, 135.9, 165.9
(2C), 166.6, 167.1.

IR (neat): 3566 (OH), 1734 (C=0), 1638 (C=C), 1455, 1321 (Ar) cm™

HRMS [M+Na]Jr calculated for C34Hs5>O11Na: 659.3407, found: 659.3402.
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Synthesis of pyridinium 12-(2,3,4,6-tetra-methacryloyl-B-D-glucopyranoside)-

dodecane-sulfate T4:

The glucopyranoside 39 (100 mg, 0.16 mmol)

1) 10
o D-Ha was dissolved in CHCIl; (2 ml) in a flask
Hb
+ 85 0 equipped with a reflux condenser. Then the

a
b
AcryO 2 8 -t
AcryO 1o OSO3 N, ) o .
VI OAcry \7/\@?; 7/ ° sulfur trioxide - pyridine complex (50 mg, 0.32

(T4) mmol) was added and the mixture heated at

reflux for 1h. The mixture was then cooled at 0°C, filtered and washed with hexane. After
evaporation of the solvent the obtained solid was recrystallized in Et;O / n-pentane to give 86 mg of

T4 (76%) as clear wax.

'"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) 5= 1.21-1.42 (m, 16H, CH,), 1.48-1.58 (m, 2H, CH,), 1.64-1.74 (m,
2H, H®), 1.81-1.94 (4 x s, 12H, 4 x H'"), 3.48 (dt, 1H, H®, J = 9.8, 6.4 Hz), 3.82-3.89 (m, 2H, H’ +
H™), 4.12 (t, 2H, H’, J = 6.6 Hz), 4.22 (dd, 1H, H®, J = 12.1, 5.7 Hz), 4.35 (dd, 1H, H*, J = 12.1,
2.6 Hz), 4.6 (d, 1H, H', J=7.9 Hz), 5.13 (dd, 1H, H% J=9.8, 7.9 Hz), 5.23 (t, 1H, H*, J = 9.8 Hz),
5.43 (dd, 1H, H’, J=9.8, 9.4 Hz), 5.51-5.59 (3 x br.s, 4H, 4 x H*), 6.01- 6.15 (4 x br.s, 4H, 4 x H"),
8.0 (dd, 2H, H*, J = 7.3, 6.5 Hz), 8.48 (t, 1H, H°, J = 8.0 Hz), 8.98 (d, 2H, H", ] = 6.7 Hz).

BC-NMR (CDCl;, 75.5 MHz) 5= 18.19, 18.26, 18.37, 18.44, 25.9, 29.38, 29.4, 29.6 (9C), 62.9,
68.6, 69.3, 70.3, 71.6, 72.0, 72.9, 101.1, 126.0, 126.4, 126.9, 127.0, 127.4, 135.1, 135.2, 135.6,
135.9, 142.3, 146.1, 165.8 (2C), 166.5, 167.0,

IR (neat): 1734 (C=0), 1638 (C=C), 1455, 1323 (Ar) cm’".

HRMS [M-272.1054] calculated for CigH350,0S: 443.1951, found: 443.1957.

General procedure for the preparation of pyranosides 40, 42, 43:

OH The corresponding pentaacetate compounds of 40, 42

Hﬂ%o and 43 were treated with phenol (2eq) in the same

40 @ condition used for the synthesis of glucopyranoside 37.

OH OH . OHOHHO/O After purification by column chromatography of the

Ho&wo ) tetraacetyl derivative, Zemplen deprotection gave the
42 @ 43 @ pyranosides 40, 42 and 43 with a good yield.
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Phenyl p-D-glucopyranoside (40): "H-NMR (D,0, 300 MHz): &= 3.23 (dd, 1H, H*, J=3.5, 1.5
Hz), 3.31-3.40 (m, 4H, H* + H®> + H* + H®), 3.62 (dd, , 1H, H%, J = 11.9, 4.5 Hz), 3.81 (d, 1H, H',
J=11.9 Hz), 6.91 (t, , 1H, ArHyuma, J = 7.1 Hz) 7.10 (d, , 2H, ArHomno, J = 8.2 Hz), 7.19 (t, , 2H,
ArHpeta, J = 7.6 Hz).

Retention time = 5.04 min (Column: Thermo Betasil 4,6 mm 5u BS diol 100, eluent: CH3;CN /
H,0 95:5, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 276 nm).

Phenyl p-D-galactopyranoside (42): "H-NMR (CD;0D, 300 MHz): 5= 3.56 (dd, 1H, H’ J = 9.8,
3.4 Hz), 3.66 (ddd, 1H, H>, J=17.3, 4.6, 1.0 Hz), 3.71-3.78 (m, 2H, H** + H®®), 3.78 (dd, 1H, H*, J =
9.8, 7.6 Hz), 3.89 (dd, , 1H, H*, J=3.4, 1.0 Hz), 4.86 (d, 1H, H', J = 7.6 Hz), 6.99 (tt, 1H, ArH"*,
J=17.1,0.9 Hz), 7.09 (dd, , 2H, ArH"™, J = 8.5, 0.9 Hz), 7.27 (dd, , 2H, ArH™", J = 8.5, 7.1 Hz).

Retention time = 5.50 min. (Column: Thermo Betasil 4,6 mm 5Su BS diol 100, eluent: CH;CN /
H,0 95:5, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 276 nm).

Phenyl o-D-idopyranoside (43): "H-NMR (D,0, 300 MHz): & = 3.71-3.82 (m, 6H, H* + H’ + H*
+H® + H® + H®), 5.44 (d, 1H, H', J = 3.4 Hz), 7.05-7.18 (m, 2H, ArH), 7.30-7.39 (m, 2H, ArH).

Retention time = 4.46 min. (Column: Thermo Betasil 4,6 mm 5u BS diol 100, eluent: CH;CN /
H,0 95:5, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 276 nm).

Synthesis of phenyl a -D-glucopyranoside 41:

B-D-glucose pentaacetate (2 g, 5.1 mmol) was dissolved in dry

OH
o 0 dichloromethane (20 ml) together with phenol (0.96 g, 10.24 mmol)
HO OH and boron trifluoride diethyl etherate (2.1 ml, 16.9 mmol) was added
o
2 dropwise at 0°C. The reaction mixture was kept under stirring for 24 h

at reflux and then quenched by addition of saturated NaHCOj; solution
(20 mL). The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 15 ml) and the combined
organic layers were then washed with brine, dried, and evaporated under reduced pressure. Flash
chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2) of the crude reaction mixture yielded 1.2 g (57%)

1

of phenyl-2,3.4,6-tetra-O-acetyl-o-D-glucopyranoside. Zemplen deprotection'”' of the obtained
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tetraacetyl glucoside (0.5 g, 1.23 mmol) in the condition described before for compound 37, gave
0.28 g of phenyl-a-D-glucopyranoside (94 %).

"H-NMR (CDCl, 300 MHz) &= 3.45 (app. t, IH , H*, J = 9.9 Hz), 3.58 (dd, 1H, H%, J =3.7,9.8
Hz), 3.66-3.77 (m, 3H, H> + H* + H®), 3.88 (app. t, 1H, H’, J = 9.4 Hz), 4.49 (d, 1H, H', J = 3.7
Hz), 7.01 (at, 1H, ArH"™, J = 7.4 Hz), 7.17 (d, 2H, ArH"™, J = 7.7 Hz,), 7.29 (app.t, 2H, ArH™*,
J=28.0 Hz,).

Retention time = 5.63 min. (Column: Thermo Betasil 4,6 mm Su BS diol 100, eluent: CH;CN /
H,0 95:5, flow rate: 1 mL / min., RT and the UV wavelength was set to 276 nm).
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Preparation and characterisation of imprinted polymers

General procedure for the preparation of MIPs via miniemulsion polymerisation:

The following procedure relates to the preparation of the imprinted polymer IPrs with the
surfactant template T4. The polymerization of others templates T1-T3 has been performed under
the same conditions, with composition of the polymerization mixture indicated in Table 1:

The template T4 (52 mg, 0.072 mmol), styrene (1.4 ml, 12.4 mmol), divinylbenzene (0.35 ml, 2.5
mmol), hexadecane (0.1 ml, 0.34 mmol), the radical initiator 2,2’-azo(2-methylbutyronitrile)
(AMBN, 16 mg, 0.083 mmol), sodium dodecyl sulfate (SDS, 63 mg, 0.26 mmol) and water (8 ml)
were stirred vigorously for 15 min at room temperature under an argon atmosphere.
Miniemulsification was then obtained by sonication using a Bioblok Scientific Vibra-cell, Model
72412, 40% power, for 2 min at room temperature. The polymerization was carried out by heating
the reaction mixture at 80°C for 20h. At the end of the reaction, the latex was divided into four parts
and was diluted with acetone (15ml). The solid was separated by ultracentrifugation (Kontron
Ultracentrifuge, Centrikon T-2060, rotor TST. 28-38), at 27000 tr/min (90000 x g) for a total time
of 1h. The solid recovered (between 50-80% of the theoretical yield), is then washed 4 times with
15 ml of a mixture of water/acetone (1:1, v/v) and the solid was always recovered by
ultracentrifugation. We note that the separation of the solid presents some difficulties and to recover
approximately 50% of the theoretical yield, 2-3 cycles of ultracentrifugation are required after
every wash. Then, the polymer was dried in vacuum overnight to afford polymer IPy4 before
cleavage and extraction of template. The control polymer CPr4 was prepared by the same method
by replacing the template T4 by four equivalents of the surfactant monomer 27, in order to have the

same theoretical quantity of carboxylic acids at the surface of the polymer IPr4.

Table 1. Composition of the polymerization mixture for the imprinted polymers IPtq.t3.

Compounds Percentage en Use_d_ Stoichiometric ratio of
masse (%) quantities the monomers
Styrene 1.68 ml, 14.62 mmol 170
DVB 16.7 0.42 ml, 2.92 mmol 34
Template (T1-T3) 0.086 mmol 1
Hexadécane 0.72 0.11 mi, 0.34 mmol
AMBN 0.16 19 mg, 0.087 mmol
SDS 0.64 75 mg, 0.32 mmol
H,O 81.8 9.5mi
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Partie expérimentale

General procedure for the template extraction from the imprinted polymers:

For the extraction of the template T2, T3, T4 and surfactant monomer 27, 200 mg of the imprinted
corresponding nanospheres were treated with 20 ml of a 1:1 (v/v) mixture of MeOH/ NaOH 5M at
reflux for 3 days. The nanospheres suspension was then divided into two parts and diluted with 15
ml of mixture of water/MeOH (4:1 v/v). The solid was recovered by centrifugation (Jouan BR4i,
Swing-out rotor S40) 4100 tr/min (3000 x g) for a total time of 30 min). This washing is repeated
four times to make sure that all the template was extracted from the polimeric matrix. The polymer
recovered in the last cycle, was then treated with a 20 ml of 2M aqueous solution of HCI under
stirring for 5 min. After recuperation of the solid by centrifugation, the polymer was washed several
times with water, dried overnight in vacuum and finally lyophilized, to give the corresponding

imprinted polymer.

Procedure for the esterification of imprinted polymer IP4:

20 mg of IPrs is suspended in a 1/1 (v/v) mixture of toluene/methanol. Then, at 0 °C
trimethylsilyldiazomethane (110 pl, 2 eq. for COOH) was slowly added dropwise. The reaction
mixture was stirred at 0 °C for 1 h and slowly heated to room temperature. Acetic acid (300 pl) was
added and the mixture was centrifuged (Jouan BR4i, Swing-out rotor S40) 4100 tr/min (3000 x g)
for a total time of 30 min. After several washings and centrifugation with a 1:1 mixture of

water/acetonitrile, the polymer was recovered and dried under vacuum in order to obtein the IPg.

Caracterisation of the imprinted polymers

TEM microscopy:

The morphological characterization of the functionalized nanospheres was carried out with
transmission electron microscopy (TEM) observation (Philips CM-120 microscope operating at 100
kV). The samples were deposited as a chloroform suspension (1 mg in 1 ml of chloroform) on a
copper grid. After drying by removal of the organic phase, the examination was performed directly

without prior any coloration.
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Partie expérimentale

BET measurements:

The specific surface area of the nanospheres was determined by gravimetric nitrogen gas adsorption
measurements (BET method), using a Carlo Erba Sorpty 1750 instrument. For the BET
measurements, the samples were first dried and degassed at 50°C, until constant mass prior

analysis.

Light scattering measurements:

For the measurements of the average diameter of polymeric particles were measured by Zetasizer
Malver instrument. or the particle size distribution, 1-2 mg of polymers was suspended in 1-2 ml of
chloroform. The suspension was sonicated in water bath for good homogenization of the sample

and the suspension was analyzed by Malvern instrument.

Binding experiments using the batch process and HPLC analysis:

The percentage of binding was measured by HPLC (Shimadzu LC 10 ADVP) using a Zorbax
300SB-C;g column (5um, 4.6 x 250 mm) for phosphorous analytes 1-4 (UV wavelength was set to
220 nm), and Thermo Betasil column (4,6 mm 5u BS diol 100) for the carbohydrates 40-43 (UV
wavelength was set to 276 nm). For the measurements of the binding ability, 10 mg (or 5 mg in the
case of imprinted polymers IPri-r3) of imprinted and control polymers was put in a small eppendorf
centrifuge tube (1.5 ml). Then, 1 ml of acetonitrile solution at different concentrations of the
corresponding analytes was added, at 20-22 °C and for the desired incubation time (24 or 5h in
correspondence analysis). The particles are separated by centrifugation (Jouan BR4i, Angle rotor
AB 1.14) 14000 tr/min (14000 x g) for a total time of 5 min. After ~separation, the acetonitrile
solution is directly measured and quantified by HPLC. The concentration of the missing template in
the acetonitrile solution compared to the initial concentration, is assigned as that portion being
absorbed by the different imprinted and control polymers.

To measure the concentrations by HPLC, a series of calibration curve for each analyte was
achieved. Each measurement was repeated three times, and the error is given by standard deviation
(95% confidence limit). The reproducibility of binding experiments was performed by repeating the

analysis with a minimum of two batches of polymer prepared independently.
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