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Introduction générale 
De nos jours, les microorganismes pathogènes deviennent de plus en plus résistants aux 

antibiotiques. La recherche pour mieux connaître les microbes est d’une importance capitale. 

Le prix Nobel de Chimie de 2017 qui récompense trois chercheurs physiciens pour leur mise 

au point d’une technique de cryomicroscopie électronique permettant d’observer les 

biomolécules à de très hautes-résolutions en est bien la preuve. L’interdisciplinarité entre 

physique, biologie et chimie est devenue notre meilleure arme pour améliorer nos défenses 

face à des bactéries pathogènes.  

Le projet de recherche que nous avons mené pendant 3 années est un exemple 

d’interdisciplinarité mise au service de la connaissance d’une bactérie en particulier : 

Pseudomonas Aeruginosa. Ce microorganisme peut s’avérer dangereux pour les personnes 

immunodéficientes et est responsable de 10% des infections nosocomiales. Les 

microbiologistes du laboratoire de Microbiologie, Signaux et Microenvironnement (LMSM) 

ont déterminé que Pseudomonas Aeruginosa est capable d’adapter son comportement 

lorsqu’elle détecte certaines hormones humaines dans son environnement. Ils ont également 

découvert que certaines molécules telles que l’isatine pouvaient bloquer l’action de ces 

hormones. Le but de ma thèse a été de concevoir un outil nommé biocapteur permettant de 

mieux comprendre comment l’isatine interagissait avec la bactérie Pseudomonas Aeruginosa. 

Dans le premier chapitre, nous présenterons tout d’abord l’intérêt actuel du motif isatine dans 

le domaine médical, en explicitant notamment des voies de synthèses de dérivés et différentes 

applications. Puis dans une deuxième partie, nous expliquerons comment les biocapteurs 

peuvent s’intégrer dans nos investigations scientifiques, de manière à mieux appréhender 

notre approche méthodologique.  

Le second chapitre portera sur le développement d’une technique d’accroche sur le matériau 

choisi comme support du biocapteur : le COC ou copolymère d’oléfines cycliques. Cette 

méthode fait intervenir des sels d’aryldiazonium que nous avons synthétisés pour 

fonctionnaliser la surface de ce polymère inerte. Nous présenterons également la mise au 

point de conditions de couplages peptidiques en surface permettant d’immobiliser de façon 

covalente à la surface du COC différents synthons portant des fonctions chimiques 

susceptibles de se lier au motif devant servir d’élément  de reconnaissance biologique. 
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A partir du troisième chapitre, nous expliciterons l’aménagement fonctionnel réalisé sur 

l’isatine pour l’immobiliser à la surface des lames de COC modifiées. Différentes stratégies 

de couplage ont été explorées. Une évaluation biologique des dérivés d’isatine obtenus a été 

mise en œuvre.  Les lames fonctionnalisées avec l’isatine ont par la suite été soumises à des 

tests d’inhibition de croissance et d’adhésion bactérienne. L’ensemble de ces données a été 

complété par une simulation de docking moléculaire. 

 

Figure 1 Stratégies d’immobilisation du motif isatine (A et B étant des fonctions chimiques pouvant être couplées) 
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Chapitre 1 : L’isatine comme bioélément 
d’un biocapteur pour mieux lutter contre 

Pseudomonas Aeruginosa. 
 

 

Table des matières 

1 L’isatine, une molécule aux multiples propriétés ........................................................... 12 

1.1 Synthèse et réactivité de l’isatine et de ses dérivés ................................................. 13 

1.1.1 Synthèses de l’isatine ...................................................................................... 13 

1.1.1.1 Méthode de Sandmeyer ............................................................................ 13 

1.1.1.2 Méthode de Stollé .................................................................................... 16 

1.1.1.3 Méthode de Martinet ................................................................................ 17 

1.1.1.4 Utilisation des acétanilides ....................................................................... 17 

1.1.1.5 Méthode de Gassman ............................................................................... 18 

1.1.1.6 Métallation des dérivés d’anilide .............................................................. 18 

1.1.1.7 Autres méthodes ....................................................................................... 19 

1.1.2 Réactivité de l’isatine ...................................................................................... 23 

1.1.2.1 Alkylation et arylation hétérocycliques ..................................................... 23 

1.1.2.2 Réactivité du noyau aromatique ................................................................ 25 

1.2 Applications de l’isatine et de ses dérivés .............................................................. 27 

1.2.1 Effets biologiques et pharmacologiques ........................................................... 27 

1.2.1.1 Activité anti-convulsion ........................................................................... 28 

1.2.1.2 Activité antivirale, anti-VIH et anticancéreuse .......................................... 30 

1.2.1.3 Activités antimicrobiennes ....................................................................... 31 



 

 

 

 

 

 

 11 

2 Les biocapteurs, un outil innovant ................................................................................. 32 

2.1 Généralités sur les biocapteurs .............................................................................. 32 

2.2 Structure et mode de fonctionnement .................................................................... 33 

2.2.1 Les différents types de transduction ................................................................. 35 

2.2.1.1 Électrochimique........................................................................................ 35 

2.2.1.1.1 Ampérométrie ...................................................................................... 37 

2.2.1.1.2 Potentiométrie ...................................................................................... 38 

2.2.1.1.3 Conductimétrie..................................................................................... 41 

2.2.1.2 Optique .................................................................................................... 42 

2.2.1.2.1 Mesure d’émission lumineuse .............................................................. 42 

2.2.1.2.2 Mesure de modification du rayon lumineux .......................................... 44 

2.2.1.3 Ondes vibrationnelles ............................................................................... 46 

2.2.1.4 Thermométrique ....................................................................................... 47 

2.2.2 Les éléments biologiques immobilisés ............................................................. 48 

2.2.2.1 Les enzymes ............................................................................................. 48 

2.2.2.2 Les anticorps ou fragments d’anticorps ..................................................... 50 

2.2.2.3 Cellule ou bio organisme entier ................................................................ 53 

2.2.2.4 Acide nucléique et ses dérivés (peptides et aptamères) ............................. 53 

2.2.2.5 MIPs (polymères à empreinte moléculaire) ............................................... 54 

2.2.3 Méthodes d’immobilisation du bioélément ...................................................... 55 

2.2.3.1 Inclusion dans une matrice polymère ........................................................ 56 

2.2.3.2 Méthodes de confinement (micro-encapsulation) ...................................... 57 

2.2.3.3 Adsorption ............................................................................................... 58 

2.2.3.4 Réticulation .............................................................................................. 58 

2.2.3.5 Liaison covalente ..................................................................................... 59 

3 Conclusion .................................................................................................................... 60 



 

 

 

 

 

 

 12 

 

1 L’isatine, une molécule aux multiples propriétés 

Faisant partie de la famille des indoles (Figure 2), l’isatine 1 est un composé hétérocyclique 

présent dans les tissus et les fluides physiologiques des mammifères y compris chez l’homme 

comme métabolite de l’adrénaline.
1
 On la retrouve également dans des plantes issues du genre 

Isatis qui sont utilisées en médecine chinoise et aussi dans les fruits de l’arbre Boulet de 

canon (Couroupita guianensis Aubl.).
2
 L’isatine possède elle-même une large gamme 

d’activités biologiques qui seront présentées dans le paragraphe sur ses applications.  

 

Figure 2 Structure de l'isatine 1 et de l'indole 2 

Quelques aspects structuraux peuvent être notés sur cette molécule. L’analyse 

cristallographique indique que la molécule est planaire, avec la liaison entre les deux 

carbonyles qui est de l’ordre de 1,55 Å (contre 1,48 Å espéré pour une liaison C(sp
2
)-C(sp

2
) 

classique), ce qui est couramment observé dans les cis-dicétones et qui peut être expliqué par 

la répulsion entre les doublets non-liants portés par les oxygènes.
3
 En spectroscopie 

infrarouge, l’isatine montre deux bandes à 1730 et 1620 cm
-1

 correspondant aux vibrations 

d’étirement des carbonyles. Une large bande à 3190 cm
-1

 est aussi observable et correspond à 

l’étirement de la liaison N-H.
4
 Le spectre RMN 

1
H (réalisé dans le DMSO-d6) de l’isatine 

présente en zone aromatique quatre signaux comprenant un doublet à 6.86 ppm, un triplet à 

7.00 ppm, un doublet à 7.47 ppm et un triplet à 7.53 ppm, et correspondant respectivement 

aux protons présents en position 7, 5, 4 et 6. En spectrométrie de masse, le pic de l’ion 

moléculaire est généralement intense ; un pic correspondant à la perte d’un CO (ion A) peut 

être observé. L’ion perd également le groupement HCN, menant à un ion fulvène (ion B). Il 

arrive qu’un pic correspondant à la perte du second C=O formant un arène aziridine (ion C) 

soit aussi observé (Figure 3).
5
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Figure 3 Séquence des pertes de molécules neutres lors d'une analyse en  spectrométrie de masse de l'isatine 6 

1.1 Synthèse et réactivité de l’isatine et de ses dérivés 

1.1.1 Synthèses de l’isatine 

L’isatine 1 fut obtenue la première fois en 1840 par Erdmann et Laurent  par oxydation de 

l’indigo 3 par l’acide nitrique et l’acide chromique (Schéma 1).
7, 8

 Différentes voies de 

synthèse ont par la suite été développées. 

 

Schéma 1 Obtention de l'isatine par traitement acide de l'indigo 

1.1.1.1 Méthode de Sandmeyer 

Sandmeyer synthétisa l’isatine 1 en 1919 
9
 par condensation d’une aniline 4 avec du 2,2,2-

trichloro-1,1-éthanediol en présence de chlorure d’hydroxylammonium pour former 

l’isonitrosoacétanilide 5. Cette première étape est alors suivie d’une cyclisation en présence 

d’un acide de Brönsted (acide sulfurique) permettant d’obtenir l’isatine 1 avec des rendements 

souvent supérieurs à 75% (Schéma 2). 
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Schéma 2 Synthèse de l'isatine selon la méthodologie de Sandmeyer 

Cette technique peut être appliquée à des anilines portant des substituants électro-attracteurs 

telle que la 2-fluoroaniline,
10

 mais également à des amines hétérocycliques telle que la 2-

aminophénoxathine, comme l’ont fait Loloiu et coll.
11

  

Malgré son efficacité établie et l’avantage économique dû à l’utilisation de réactifs bon 

marché et disponibles aisément, cette synthèse présente plusieurs inconvénients. En effet, 

selon Jnaneshwara et coll.
12

, les conditions expérimentales sont dures (utilisation d’acide 

sulfurique concentré) et la réaction n’est pas efficace lorsqu’un groupement électro-donneur 

se trouve sur le cycle aromatique ou lors de l’utilisation de N-alkylanilines comme précurseur. 

On observe également la formation d’un mélange de régioisomères avec l’utilisation 

d’anilines di-substituées tels que le composé 6 (Schéma 3). Néanmoins, après ouverture de 

l’isatine en milieu basique (NaOH), ces régioisomères peuvent être séparés par l’acidification 

contrôlée du milieu générant les isatines correspondantes par précipitation à un pH donné.
13

 

Un dernier inconvénient de cette méthode est la production, lors de la première étape de 

synthèse, de cyanure d’hydrogène, un composé extrêmement toxique voir mortel pour des 

niveaux compris entre 100 et 200 ppm.
14

 Silva et coll. proposent trois mécanismes possibles 

pour la formation de HCN lors de la synthèse de Sandmeyer de l’isonitrosoacétanilide ; celui-

ci proviendrait de l’intermédiaire dichloronitrosoéthène donc c’est le précurseur 2,2,2-

trichloro-1,1-éthanediol qui est la source de ce problème. 
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Schéma 3 Séparation d'un mélange de régioisomères par contrôle du pH 

En 2012, Klein et Tufano suggèrent de former l’intermédiaire 12 par réaction de couplage 

entre l’acide alkyloximinoacétique 10a et un dérivé d’aniline 11. Comme la réaction avec 

l’acide hydroxyiminoacétique (H à la place de Bn) ne fonctionne pas, ils ont développé des 

précurseurs avec l’acide benzyloximinoacétique 10a, celui-ci pouvant être obtenu facilement, 

et également avec le chlorure de benzyloximinoacétyle 10b, ces intermédiaires sont ensuite 

traités avec de l’acide sulfurique ou de l’acide méthylsulfonique, lorsque leur solubilité est 

trop faible dans l’acide sulfurique, pour obtenir l’isatine 13 attendue avec des rendements 

allant de 40% jusqu’à 85% (Schéma 4).
15
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Schéma 4 Synthèse de l'isatine via l'intermédiaire benzyloximinoacétanilide (R = alkyl, phényle, amino, oxy, etc.) 

1.1.1.2 Méthode de Stollé 

Sur le même principe, Stollé condensa l’aniline 4 avec du chlorure d’oxalyle pour former un 

intermédiaire chloro-oxalylanilide 14 qui se cyclise, en présence d’un acide de Lewis, 

traditionnellement AlCl3 ou du BF3.OEt2 
16

 et même dans certains cas TiCl4,
17

 pour donner 

l’isatine 1 correspondante (Schéma 5).
18

  

 

Schéma 5 Synthèse de l'isatine selon la procédure de Stollé 

Raj et coll.
19

 ont mis au point une méthode alternative, dans des conditions de catalyse 

hétérogène. En présence de zéolite H-β en tant que catalyseur, ils ont formé divers dérivés 

d’isatine 15 par chauffage à 80°C d’anilines para-substituées 11-p en présence de chlorure 

d’oxalyle (Schéma 6). Cette technique a permis d’obtenir les dérivés d’isatine en une seule 

étape, après simple filtration du catalyseur et évaporation du solvant, dans des rendements 

situés entre 48 et 79%. 

 

Schéma 6 Synthèse hétérogène de l'isatine  



 

 

 

 

 

 

 17 

1.1.1.3 Méthode de Martinet 

La méthode de Martinet implique l’utilisation de l’ester d’oxomalonate 16 en milieu acide 

avec l’aniline 4 pour obtenir l’acide 3-(3-hydroxy-2-oxindole) carboxylique 17 comme 

intermédiaire qui après décarboxylation permet d’obtenir l’isatine.
20

 (Schéma 7) 

Schéma 7 Synthèse de l'isatine selon la méthodologie de Martinet 

1.1.1.4 Utilisation des acétanilides 

Schéma 8 Synthèse de l'isatine via l'utilisation de nitroacétanilides 

L’utilisation de nitroacétanilides comme précurseurs de l’isatine est une technique 

relativement proche de la méthodologie de Sandmeyer mais elle présente l’avantage de 

permettre l’introduction d’un substituant sur le cycle aromatique. Le nitroacétanilide 20 est 

obtenu par hydrolyse alcaline du 1-arylamino-l-méthylsulfanylo-2-nitroéthène 19, qui par la 

suite peut être aisément cyclisé par traitement acide avec de l’acide sulfurique ou 

trifluorométhane sulfurique, ce dernier donnant un meilleur rendement.
21

 (Schéma 8) 
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1.1.1.5 Méthode de Gassman 

Une méthode alternative a été développée par Gassman. Elle consiste en la synthèse d’un 

intermédiaire 3-méthylsulfanyl-2-oxindole 25 via deux routes différentes choisies selon la 

nature des effets électroniques des substituants présents sur le cycle aromatique. Avec X un 

groupement électro-attracteur sur le composé 24, le dérivé d’oxindole 25 est obtenu en faisant 

réagir une N-chloroaniline (obtenue en étape 1)) avec du (méthylsulfanyl)acétate pour fournir 

un sel d’azasulfonium (en étape 2)) (méthode 1, Schéma 9). Dans le cas où X est un 

groupement électro-donneur, la N-chloroaniline est déstabilisée réduisant ainsi le rendement 

pour le sel d’azasulfonium. L’alternative consiste à faire réagir une aniline appropriée avec un 

sel de chlorosulfonium (méthode 2, étape 1, Schéma 9) pour conduire au dérivé d’oxindole 

25. En présence de N-chlorosuccinimide (NCS), il conduit au 3-chloro-3-méthylsulfanyl-2-

oxindole 26 instable qui par hydrolyse en présence d’un oxyde de mercure et de BF3.Et2O, ou 

bien dans un mélange eau/THF, donne l’isatine 27 avec des rendements compris entre 40 et 

81%.
22, 23

  

 

Schéma 9 Synthèse de l'isatine selon la méthodologie de Gassman 

1.1.1.6 Métallation des dérivés d’anilide 

Une méthode régiosélective, décrite en Schéma 10, permet la synthèse d’isatines substituées 

en position 4, par ortho-métallation d’une aniline protégée avec de l’oxalate de diéthyle 28 

pour obtenir un α-cétoester. La déprotection hydrolytique de l’amine 29 est accompagnée 

d’une cyclisation qui permet d’obtenir l’isatine 27 avec des rendements de 79% à 89%.
24

 Le 

groupement protecteur sur l’amine dirige la métallation en position ortho de l’aniline, ce qui 

permet d’obtenir spécifiquement la forme 4-substituée de l’isatine. Cette approche 

synthétique se distingue des précédentes où l’on obtenait un mélange de régioisomères 4 et 6-

substituées à partir d’anilines méta-substituées comme précurseur (cf. Schéma 4). Cette 
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méthode a été appliquée avec succès au t-butylcarbamate de 4-aminopyridine et a permis 

d’obtenir la 5-azaisatine.
25

 

 

Schéma 10 Métallation des dérivés de l’aniline 26 

Une autre technique de métallation, reposant sur un échange halogène-métal a été développée 

par Smith et coll.
27

 Il s’agit de la lithiation de la N-(2-bromaryle)-N,N-diméthylurée 30 par le 

méthyllithium et le tertio-butyllithium sous atmosphère inerte dans du THF anhydre à 0°C 

pour conduire à des dérivés d’arylurée 31. La carbonylation de ces dérivés, suivie d’une 

cyclisation intramoléculaire mène à l’obtention de l’isatine 15 avec des rendements situés 

entre 71 et 79% (Schéma 11). 

 

Schéma 11 Synthèse de l'isatine par Smith et coll. 

1.1.1.7 Autres méthodes 

Ces synthèses qui viennent d’être présentées sont celles qui sont principalement utilisées pour 

obtenir l’isatine substituée ou non. D’autres méthodes synthétiques existent, mais elles sont 

cependant d’un usage moins courant.
28

 On recense par exemple la méthode de Parrick et coll. 

qui permet d’obtenir l’isatine 1 via une bromation de l’indole 2 puis une oxydation du 

composé 32 (Schéma 12).
29
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Schéma 12 Synthèse de l'isatine par Parrick et coll. 

La N-méthyl-4-méthylisatine 35 peut être obtenue par oxydation à l’air de 

l’aryliminoacylhydrazone 33 en présence de BF3.Et2O pour donner l’intermédiaire 2-(2-

phénylhydrazono)indolin-3-one 34 qui s’hydrolyse en isatine avec un bon rendement de 

76%.
30

 (Schéma 13) 

 

Schéma 13 Formation de la N-méthyl-4-méthylisatine 

L’isatine peut également être obtenue par la synthèse monotope 
1
 mise au point par Meth-

Cohn et coll.
31

 En faisant réagir une formanilide N-substituée 36 avec du chlorure d’oxalyle, 

on obtient un réactif de Vilsmeier 37 qui, traité par une base de Hünig, forme un carbène 

nucléophile. Ce carbène 39 ayant un temps de vie limité, il forme un dimère 40 qui réagit 

immédiatement avec des électrophiles tels que le brome, et par cyclisation et hydrolyse 

permet d’obtenir l’isatine souhaitée. (Schéma 14) 

                                                
1 Synthèse one-pot 
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Schéma 14 Synthèse one-pot d’un dérivé de l'isatine par Meth-Cohn et coll. 

En 2001, Mironov et coll. proposent une synthèse d’isatines ayant des groupements électro-

attracteurs.
32

 Cette synthèse en deux étapes est basée sur la réaction entre un isocyanide 

aromatique 45, intermédiaire obtenu via le formamide aromatique 44 correspondant, et une 

amine tertiaire. Le chauffage du composé 2-triéthylammonio-3-arylaminoindolate 46 dans un 

excès de chlorure de thionyle, suivie d’une hydrolyse, mène à l’isatine désirée. (Schéma 15) 

Schéma 15 Synthèse de l’isatine par Mironov 

La synthèse d’une isatine substituée en C5 telle que la 5-(benzyloxy)indoline-2,3-dione 50 

(Schéma 16) ou en C6 comme la (E)-6-styrylindoline-2,3-dione 52 (Schéma 17), a été 

développée par Manley-King et coll.
33

 Le traitement d’une aniline para-substituée 49 ou 

méta-substituée 51 par de l’oxomalonate de diéthyle 49 et chauffé en présence d’acide 

acétique, permet d’isoler un produit unique, respectivement 50 et 52, avec des rendements 

modérés. 
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Schéma 16 Préparation d’une isatine substituée en C5 

 

Schéma 17 Préparation d’une isatine substituée en C6 

Récemment, une méthode a été développée par Satish et son équipe pour synthétiser l’isatine 

à partir de 2-aminophénylacétylènes, de 2-aminostyrènes et de 2-amino-β-cétoesters via une 

réaction domino faisant intervenir une iodation, une oxydation de Kornblum et une amidation 

intramoléculaire.
34

 Cette synthèse se fait dans des conditions douces tout en évitant 

l’utilisation de métaux, de bases ou de peroxydes, elle respecte le principe d’économie 

d’atomes et donne de bons, voire d’excellents rendements, ce qui pourrait se révéler être la 

méthode d’avenir pour la production d’isatines (Schéma 18). 

 

Schéma 18 Synthèse de l'isatine selon Satish et coll. (IBX = acide 2-iodoxybenzoïque) 

Basée sur des réactions de couplage pallado-catalysé, Söderberg et son équipe ont mis au 

point une synthèse de l’isatine en faisant réagir un 1-haloéthynyl-2-nitrobenzène 53 avec du 

palladium en quantité catalytique.
35

 Les rendements varient en fonction du catalyseur utilisé, 

du solvant et de la présence d’additif ou non. Trois exemples sont illustrés dans le Schéma 19. 
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Schéma 19 Synthèse pallado-catalysée de l’isatine 

Pour introduire des fonctionnalités complémentaires sur la structure de l’isatine, soit les 

précurseurs à sa synthèse sont choisis en conséquence, soit quand ce n’est pas possible, 

l’isatine elle-même peut être modifiée ultérieurement.  

1.1.2 Réactivité de l’isatine 

Deux principaux types de réactions peuvent être réalisés sur l’isatine. Premièrement les 

réactions d’alkylation ou d’arylation peuvent avoir lieu sur la fonction amine ainsi que des 

réactions de Michael ou de Mannich. L’alkylation peut également se produire sur la cétone en 

position 3. Deuxièmement, la réactivité du cycle aromatique permet d’envisager des 

substitutions électrophiles aromatiques. 

1.1.2.1 Alkylation et arylation hétérocycliques 

Les isatines N-substituées sont très souvent utilisées comme précurseurs de synthèse pour 

préparer des molécules hétérocycles. Les dérivés N-alkylés sont obtenus par réaction de 

substitution en faisant réagir des sels de sodium de l’isatine formés par réaction 

d’hydrocarbures halogénés en présence de NaH dans le DMF (Schéma 20).
36

 L’inconvénient 

de cette technique est l’utilisation de solvants et de réactifs anhydres du fait de la présence de 

NaH.
37

 

 

Schéma 20 N-alkylation de l'isatine 
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Chen et coll. ont donc étudié une alternative à l’utilisation de NaH en testant différentes bases 

et solvants. Ils ont déterminé que le couple DMF/K2CO3 présentait le meilleur rendement car 

la polarité du solvant permettait un meilleur transfert électronique, tandis que la base de force 

modérée permettait d’éviter une réaction de substitution de l’halogénure d’alkyle par les ions 

hydroxydes.
38

 M. Coppola en 1987 estimait que pour introduire un substituant aryle, le 

carbonate de potassium n’était pas nécessaire et que la réaction était très efficace en présence 

d’oxyde de cuivre.
39

 

D’autres substitutions de l’amine telles que l’acylation, la sulfonylation ou par des 

substituants halogénés, ou encore la méthylène-amine sont décrites par Da Silva dans sa revue 

sur la chimie de l’isatine entre 1975 et 1999.
28

  

La formation de dérivés d’isatine dites « base de Schiff » 55 a lieu lors de la condensation du 

groupement cétone de l’isatine avec des amines aromatiques primaires (Schéma 21).
40

 La 

réaction pour former les bases de Mannich 56 intervient en condensant l’amine de l’isatine 

avec une amine secondaire en présence de formaldéhyde (Schéma 22). Ces deux types de 

dérivés d’isatine sont des briques importantes dans la formation de molécules plus complexes 

à but thérapeutique. 
41

 

 

Schéma 21 Réaction de Schiff 

 

Schéma 22 Réaction de Mannich 
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1.1.2.2 Réactivité du noyau aromatique 

Les isatines au noyau aromatique substitué sont le plus souvent obtenues à partir d’anilines 

substituées, mais elles peuvent être également préparées par substitution électrophile 

aromatique. Par exemple, Sumpter et Jones arrivèrent à la conclusion qu’en faisant réagir soit 

de l’acide nitrique soit du nitrate de potassium sur une solution d’isatine dans l’acide 

sulfurique, la 5-nitroisatine pouvait être obtenue avec 85% de rendement. 

La 5-nitroisatine 57 sera utilisée plus tard par Jnaneshwara et Deshpande comme précurseur à 

la 4,6-dibromoisatine 62.
42

 Une étape supplémentaire permet la condensation de l’acétone sur 

la 4,6-dibromoisatine (Schéma 23) formant ainsi la convolutamydine A 63, une molécule 

permettant de lutter contre la leucémie. 

 

Schéma 23 Synthèse de la convolutamydine A. Réactifs et conditions : (a) KNO3, H2SO4, 0°C ; (b) 2,2-diméthylepropane-1,3-
diol, p-TSA, cyclohexane; (c) Pd/C (10%), H2, MeOH ; (d) Br2, EtOH ; (e) tBuONO, DMF, 65°C ; (f) aqueux acide oxalique, 

60°C ; (g) acétone, sol 

Sur le même principe, Magiatis et coll. sont partis de la 5-nitroisatine qu’ils ont 

monosubstitué par un brome en position C6. En réduisant le groupe nitro en amine ils ont 

formé l’indirubine correspondante en faisant réagir la 5-amino-6-bromoisatine avec la 3-

acétoxyindole.
43
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Schéma 24 Halogénation aromatique de l’isatine en milieu aqueux 

L’introduction de groupements halogénés sur le cycle aromatique présente un intérêt car ce 

sont des groupements très réactifs pouvant être impliqués dans des réactions de substitution, 

d’élimination ou bien encore de couplage. Deux équipes ont mis au point des halogénations 

de cycles aromatiques en milieu aqueux. La première méthode permet d’introduire un atome 

de chlore en position C5 dans des conditions de réaction douces en présence de chlorure de 

sodium, de p-TSA (acide p-toluène sulfonique) et de NCS (N-chlorosuccinimide).
44

 La 

seconde permet d’accéder à un dérivé d’iodoisatine monosubstituée en faisant réagir l’isatine 

ou la 5-méthylisatine avec du potassium dichloroiodate en milieu aqueux additionné de 

méthanol.
45

 (Schéma 24) 

 

Schéma 25 Sulfonation de l'isatine (a) ratio rendement entre 67 et 68 = 1:9 (b) rendement 83% 
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La sulfonation de l’isatine est aussi souvent décrite. D’abord développée par Somaskhara et 

coll. en 1965, la synthèse consiste à faire réagir l’isatine avec de l’acide sulfurochlorhydrique 

à 70°C.
46

 Mais cette méthode est critiquée dans des articles plus récents qui évoquent la 

formation du dérivé gem-dichloro 68 en très large proportion par rapport à la 5-sulfoisatine 

attendue.
47-49

 Finalement Kopka et coll. ont défini que faire réagir l’isatine dans l’acide 

sulfurique en présence de trioxyde de soufre à basse température permettait d’obtenir l’acide 

d’isatine-5-sulfonique 67 neutralisé sous forme de sel de sodium.
50

 (Schéma 25) 

L’isatine est donc une molécule qui a fait l’objet de nombreuses modifications chimiques. 

Ceci a donné lieu à l’utilisation de ces dérivés pour différentes applications.  

1.2 Applications de l’isatine et de ses dérivés 

1.2.1 Effets biologiques et pharmacologiques 

Comme dit en introduction, l’isatine est produite de manière endogène par les mammifères. 

La plus forte concentration en isatine (47-79 μM) a été relevée dans les vésicules séminales et 

les canaux déférents. Dans le cœur elle peut atteindre 3 μM et dans le cerveau, plus 

précisément dans l’hippocampe, le cervelet et dans le striatum, on mesure des concentrations 

en isatine entre 1 et 1,3 μM.
51

 Comme elle est produite par le système nerveux central (SNC), 

elle est considérée comme ayant un rôle sur l’activité cérébrale, elle agit sur le cerveau en 

augmentant la vigilance par exemple.
52

  

Outre ses sites de production, l’isatine a également plusieurs types de site 

d’accroche/d’interaction répartis dans le cerveau, le cœur, le foie et les reins. L’isatine est un 

inhibiteur de la monoamine-oxydase (MAO), un régulateur de l’activité neuronale en agissant 

sur les neurotransmetteurs de la classe des monoamines, au sein du SNC.
53

 Testée en présence 

d’un autre inhibiteur de MAO, la pargyline, il a été déterminé que l’isatine agit également sur 

d’autres sites d’actions.
54

 Il a ainsi été identifié que l’isatine cible également les récepteurs à 

peptides natriurétiques (en anglais : NPR-A : Atrial natriuretic peptide (ANP) receptor, NPR-

B : brain natriuretic peptide (BNP) receptor and NPR-C : C-type natriuretic peptide (CNP) 

receptor). Ces peptides sont responsables de la natriurésie, de la diurèse et de la 

vasodilatation.
55

 Le Tableau 1 liste toutes les cibles moléculaires sensibles à  l’isatine. 
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Tableau 1 Exemples de cibles moléculaires sensibles à des concentrations physiologiques d'isatine 56 

 

 

1.2.1.1 Activité anti-convulsion 

Une crise d’épilepsie est causée par un dysfonctionnement neuronal qui se traduit 

généralement par une perte de connaissance et des contractions et convulsions de l’ensemble 

des muscles du corps lorsque la crise est généralisée. Les traitements classiques de l’épilepsie 

sont l’administration d’inhibiteurs des canaux sodiques tels que la phénytoïne ou la 

carbamazépine ; l’acide valproïque (dépakine) agit également sur ces canaux mais aussi sur 

des récepteurs cérébraux. Plusieurs types d’expérimentation permettent de déterminer le 

potentiel anticonvulsivant d’un composé : lors de crises provoquées par électrochoc (MES) ou  

par administration de pentylènetétrazole (PTZ). Un grand nombre de dérivés d’isatine ont été 

rapportés comme présentant une activité anti-convulsivante 
57

 tels que les dérivés hydrazide 

étudiés par Popp.
58

 Pandeya et coll. ont étudié l’activité d’isatines semicarbazones 69 (Figure 

4) sur les crises de convulsion et affirment que la non-toxicité de certains de ces dérivés en 

ferait de bons candidats au traitement de l’épilepsie.
59, 60

 Dans une étude parallèle publiée la 

inhibition <20% avec 
10µM d'isatine 

inhibition 20-40% avec 
10µM d'isatine 

inhibition ≥50% avec 
10µM d'isatine 

inhibition ≥50% avec 
1µM d'isatine 

• Adénosine 1 et 2 

• dopamine 1 et 2 

• GABA A et B 

• histamine 1,2 et 3 

• 5-HT-1, 2 et 3 

 

• Inositol triphosphate 

• Protéine Kinase C 

• Dopamine D4 

• MAO A 

• MAO B 

• guanylate cyclase de forme 
membranaire 

• récepteur ANP 

• guanylate cyclase de forme 
cytosolique 
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même année, ils ont également évalué le potentiel anticonvulsivant de dérivés hydrazones, 

bases de Mannich et de Schiff d’isatine 70 et 71 (Figure 4) et ont ainsi déterminé l’importance 

de respecter certaines particularités structurelles telles que le domaine de liaison hydrogène en 

ne substituant pas l’hydrogène sur l’azote, ou le caractère hydrophobe du cycle aromatique en 

n’installant pas de groupement trop attracteur en position 5.  

 

Figure 4  Présentation des dérivés de l'isatine pour lesquels les propriétés convulsivantes ont été étudiées (Hyd = 
hydrophobe, D = électro-donneur et DLH = domaine de liaison hydrogène) 

D’autres anticonvulsivants prometteurs, dérivés de l’isatine mais ne suivant pas 

nécessairement les particularités structurelles présentées juste avant, ont été synthétisés et 

évalués ces dernières années comme le diamide de N-(1-benzyle substitué-2,3-dioxoindolin-5-

yl)-N'-aryldicarbonimidothioïque 72 (Figure 5)
61

 ou comme la 1-[5-(2-thiènylméthoxy-1H-

indol-3-yl)]propan-2-amine 73 (Figure 5).
62

 

 

Figure 5 Dérivés d'isatine présentant des pouvoirs anticonvulsivants 
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L’isatin-β-thiosemicarbazone 74 (Figure 6), dont certains dérivés ont montrés une activité 

anticonvulsivant,
63

 fait également partie des dérivés de l’isatine ayant un pouvoir antiviral 
64

 

et comme pouvant lutter contre des micro-organismes multi-résistants.
65

  

1.2.1.2 Activité antivirale, anti-VIH et anticancéreuse 

Etudiés par plusieurs groupes, les dérivés de l’isatin-β-thiosemicarbazone présentent des 

pouvoirs antiviraux selon les positions sur lesquelles les groupements chimiques sont 

modifiés. Kang et coll. ont développé des dérivés pouvant lutter contre le virus de l’herpès 
66

 

quand Pirrung et coll. ont eux mis au point des dérivés agissant sur les virus pox (famille de la 

variole).
67

 

 

Figure 6 Structure de l'isatine thiosemicarbazone et modèles de recherche utilisés par Kang 76 et Pirrung 77 

Les dérivés d’isatines substitués en positions 1, 3 et 5 (voir Figure 2) sont actifs contre 

l’enzyme protéase 3CL du coronavirus SRAS 
2
. Les valeurs IC50 

3
 se trouve dans la fourchette 

de concentration entre 0,95 et 17,50 μM.
68

 Le composé le plus efficace est également le plus 

spécifique à cette enzyme, il faut atteindre de beaucoup plus grandes concentrations (jusqu’à 

1mM) pour observer des effets sur d’autres protéases.    

Teitz et coll. ont déterminé que la N-méthylisatin-β-4’:4’-diéthylthiosemicarbazone et la N-

allylisatin-β-4’:4’-diallylthiosemicarbazone ont un pouvoir d’inhibition du VIH à des 

concentrations entre 0,17μM et 17,4μM.
69

 L’activité anti-VIH de dérivés d’isatine a donc 

souvent été investiguée sans pour autant de résultats plus intéressants.
70, 71

  

                                                
2 Syndrome respiratoire aigu sévère 
3 Concentration inhibitrice médiane 
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Concernant l’activité anticancéreuse des dérivés d’isatine, Popp et Pajouhesh ont synthétisé la 

3-o-nitrophényl hydrazone d’isatine en condensant celle-ci avec l’ortho-nitrophényl 

hydrazine ; ce composé s’est avéré actif contre le carcinome (Walker 256 ; type de cancer de 

la peau).
72

 Un brevet de 2014 présente un dérivé d’isatine inhibant la protéine tyrosine 

phosphatase (PTP) Shp2 impliquée dans la régulation de la prolifération de cellules et donc le 

développement de cancers.
73

 

1.2.1.3 Activités antimicrobiennes 

Lorsqu’un groupe de recherche étudie l’activité antimicrobienne d’une nouvelle molécule, ils 

indiquent une zone d’inhibition de la molécule sur une culture bactérienne et une 

concentration minimale d’inhibition (MIC). L’efficacité de ces molécules est comparée à des 

antibiotiques déjà connus qui servent de standards. De manière générale, l’introduction de 

groupements électro-attracteurs en position 5, 6 et 7 sur le cycle aromatique de l’indole 

augmente  grandement le pouvoir antimicrobien de l’isatine, le changement en position 5 

étant le plus favorable.
74

 Les bases de Mannich et de Schiff comme les composés 78 et 81 

(Figure 7)
75-77

 et les dérivés 3-hydrazines tels que les molécules 79 et 80 (Figure 7)
78, 79

 sont 

également souvent étudiées pour leur pouvoir antimicrobien.  

 

Figure 7 Dérivés d'isatine présentant un pouvoir antibactérien 
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En combinant l’isatine 83 avec un antibiotique à large spectre comme la ciprofloxacine 84, on 

améliore son efficacité sur les bactéries.
80, 81

 (Schéma 26) 

 

Schéma 26 Préparation d'un dérivé d'isatine et de ciprofloxacine 

Etudiée sous sa forme Isatis tinctoria L, plante faisant partie de la pharmacopée chinoise, 

l’isatine a été déterminée comme un traitement efficace des infections pulmonaires 

provoquées par Pseudomonas Aeruginosa.
82

 L’isatine et ses dérivés agissent en bloquant la 

production de vésicules membranaires,
83

 les molécules produites par le quorum sensing de la 

bactérie ainsi que les toxines 
84

 et également la synthèse des lipopolysaccharides.
85

 Tout ceci 

limite la formation de biofilm par Ps. A et donc sa virulence.
86

  

Pour déterminer quelle protéine membranaire de Ps. A est impliquée dans la réception des 

peptides natriurétiques, un outil comportant l’isatine, qui est donc un antagoniste de ces 

peptides chez Ps. A, permettrait de capter cette protéine. Il s’agit du biocapteur que nous 

souhaitons développer. 

2 Les biocapteurs, un outil innovant 

2.1 Généralités sur les biocapteurs 

Les biocapteurs sont par définition des « dispositifs de détection comprenant des entités de 

reconnaissance d’origine biologique couplés à un transducteur permettant de traduire la 

formation d’un complexe biologique en signal physique ». Ils trouvent des applications dans 

divers domaines, comme le médical (analyse du taux de glucose dans le sang), 

l’environnement (mesure de la pollution) ou dans la défense militaire (détection d’agent 

d’attaque biologique (anthrax)). Ils peuvent être classés dans deux catégories, les premiers 

étant des machines sophistiquées à haut débit permettant des analyses pointues d’interactions 

biologiques complexes en laboratoire, les seconds étant des dispositifs portables, faciles à 
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utiliser par des utilisateurs non-experts pour des utilisations externalisées. Le premier 

biocapteur fut conçu par Leland C. Clark en 1962 pour suivre en temps réel la composition du 

sang des patients opérés à cœur ouvert.
87

 

 

Figure 8. Évolution des publications d'article ayant pour sujet "biosensor" entre 2004 et 2017 (source Scifinder) 

Le nombre d’articles publiés ayant pour sujet les biocapteurs dans le domaine de la chimie a 

augmenté régulièrement entre 2004 et 2014 avant de connaître une légère baisse depuis lors 

(Figure 8). Ceci montre le dynamisme de la recherche sur les biocapteurs. Les applications 

cliniques et médicales représentaient 99% du marché des biocapteurs en 2010, mais 

l’environnement et la gestion des pollutions étaient en  demande de biocapteurs adaptés à 

leurs besoins. Scognamiglio et coll. expliquent dans leur revue de 2010 
88

 les raisons pour 

lesquelles peu de biocapteurs sont commercialisés. Ainsi, la stabilité et la spécificité des 

éléments de reconnaissance, la reproductibilité des processus de fabrication et les limites de 

détections des capteurs sont les paramètres à maîtriser avant une mise sur le marché. 

2.2 Structure et mode de fonctionnement 

Les biocapteurs sont  composés de deux parties, un élément de reconnaissance biochimique et 

un élément de détection. L’élément de reconnaissance peut être une enzyme, un anticorps, 

etc.… tandis que l’élément de détection peut consister en une électrode, une sonde de 

température ou encore une fibre optique ; tous les différents éléments sont représentés dans la 

Figure 9. Quand l’élément biologique (biorécepteur) se trouve en présence d’un analyte 
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auquel il est spécifique, cela va entraîner un changement chimique (tel que la production 

d’une nouvelle espèce chimique, un dégagement de chaleur, un transfert d’électrons ou un 

changement de pH ou de masse) qui sera détectable par le transducteur, qui à son tour 

transformera la réponse obtenue en signal électrique.
89

 Ce signal est ensuite amplifié, transmis 

au microprocesseur, puis transcrit par affichage digital (sur un écran) ou imprimé (sur papier). 

 

Figure 9 Structure et éléments d'un biocapteur.  

Chaque couple biorécepteur/transducteur va déterminer le type de biocapteur, chaque type de 

transduction et chaque type d’élément de reconnaissance, ainsi que les méthodes 

d’immobilisation vont être détaillés dans le chapitre suivant. Ils sont classés comme 

suit (Figure 10): 
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Figure 10 Classement des familles de biocapteurs 

2.2.1 Les différents types de transduction 

On distinguera les biocapteurs électrochimiques qui mesurent des changements de niveau 

électronique engendrés par des réactions biochimiques ; les biocapteurs optiques qui mesurent 

le changement d’intensité lumineuse sur des sondes colorimétriques ; les biocapteurs 

calorimétriques enregistrant une variation de chaleur et les biocapteurs massiques qui 

enregistrent une variation de masse suite à la formation d’un complexe analyte/biorécepteur.
90

 

Pour une étude plus approfondie de tous les types de capteurs existant, on peut se reporter à 

l’ouvrage de Janata.
91

 

2.2.1.1 Électrochimique 

Les capteurs électrochimiques sont le groupe le plus ancien et le plus important des 

biocapteurs.
92

 L’électrochimie implique le transfert de charge entre une électrode et une autre 

phase (solide ou liquide). Durant ce processus, des changements chimiques interviennent à 

l’électrode et la charge électrique est conduite à travers l’échantillon. Ces deux phénomènes 

peuvent être modulés chimiquement et être à la base du processus de détection. Tout capteur 

électrochimique répond à trois règles énoncées par Janata 
91

 : premièrement, être en circuit 

fermé, ce qui signifie d’avoir au minimum deux électrodes par cellule. D’un point de vue 

purement électrique, cela veut dire qu’une électrode sert de capteur (électrode de travail) et 

l’autre permet d’avoir un retour de signal (électrode auxiliaire). Deuxièmement, la cellule doit 
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être dans des conditions d’électroneutralité. Le dernier point à considérer est la nature elle-

même du transport de la charge électrique. Si dans la partie transducteur du biocapteur il est 

de nature électronique, dans la partie biorécepteur il peut être de nature électronique mais 

également ionique ou même parfois mixte. Dans les deux derniers cas, le transfert d’électron à 

l’interface électrode/biorécepteur et son mécanisme deviennent un aspect critique de la 

performance du biocapteur. Selon la première loi de Faraday (1), la charge Q passant à travers 

l’interface transducteur/bioélément est proportionnelle à la quantité de matière m présente à la 

surface de l’électrode. Pour une réaction du type (1) où O représente les espèces oxydées, R 

celles réduites et ne
-
 le nombre d’électrons : 

      

       

       (1)  

On peut écrire cette loi de cette façon : 

   
  

    
 (2)  

Où m est la masse de substance présente à la surface de l’électrode, M sa masse molaire et F 

la constante de Faraday (96485 C.mol
-1

). Comme les espèces O et R diffèrent seulement de n 

électrons ; ils forment un couple rédox. Les constantes cinétiques ka et kc décrivent 

respectivement la nature dynamique des processus d’oxydation (à l’anode) et de réduction (à 

la cathode). Quand le passage du courant résulte en un changement de concentration, il est 

plus pratique d’exprimer la loi de Faraday en termes de concentration molaire et de volume de 

la cellule (C et Vcell respectivement). 

    
 

       
 (3)  

Il est possible d’extraire des informations d’un système biologique en étudiant ses propriétés 

électriques, on fera donc une analyse électrochimique de la réaction, soit en mesurant le 

courant généré (ampérométrie), soit en mesurant une accumulation de charge ou de potentiel 

électrique (potentiométrie) ou en altérant les propriétés conductrices du média entre les 

électrodes (conductimétrie) (Figure 11). Comme les réactions électrochimiques sont 

généralement détectées seulement à courte distance de la surface de l’électrode, le choix des 

électrodes est crucial pour assurer la performance du biocapteur. Il faudra donc prendre en 

compte le matériau de l’électrode, sa modification de surface ou ses dimensions qui peuvent 
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tous influencer la sensibilité de détection de l’électrode. Une cellule électrochimique peut être 

composée de deux ou trois électrodes : une référence (exemple : Ag/AgCl en milieu aqueux) 

maintenue à distance de la réaction pour garder un potentiel stable et connu ; une électrode de 

travail qui sert de transducteur et une contre-électrode (ou électrode auxiliaire) pour permettre 

d’avoir un circuit fermé.
93

 Ces dernières doivent donc être conductrices et chimiquement 

stables, c’est pour cela que les matériaux utilisés sont le plus souvent le platine, l’or, le noir de 

carbone (graphite) et le silicium.
94

 

 

Figure 11 Les trois types de cellules électrochimiques 

2.2.1.1.1 Ampérométrie 

En ampérométrie, le courant résultant de l’oxydation ou de la réduction de l’espèce électro-

active est mesuré en continu à un potentiel constant, si le potentiel varie durant la mesure on 

parlera de voltammétrie. La concentration en analyte est directement proportionnelle au pic de 

courant mesuré sur une plage linéaire de potentiels. Cependant le transfert d’électrons entre le 

site actif où a lieu la réaction biologique et l’électrode n’est pas toujours possible directement. 

C’est pour cela que la majorité des biocapteurs ampérométriques font appel à un médiateur 

rédox. C’est une entité chimique qui présente un potentiel rédox bas, avec une stabilité des 

formes oxydées ou réduites suffisante pour permettre un taux de transfert d’électrons rapide 

entre le site actif et l’électrode de travail.
95

 L’ampérométrie est malgré cela la technique 

électrochimique la plus souvent utilisée du fait qu’elle présente une sensibilité supérieure aux 

autres techniques. Un biocapteur ampérométrique peut fonctionner en configuration di- ou tri-
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électrodes. Le principal désavantage de l’utilisation de seulement deux électrodes est de ne 

pas pouvoir contrôler le potentiel appliqué à l’électrode de travail à courant élevé, ce qui se 

traduit souvent par un intervalle de balayage en potentiel plus réduit. C’est pour résoudre ce 

problème que la contre-électrode a été introduite dans les montages ampérométriques, comme 

cela le voltage est appliqué entre l’électrode de travail et de référence tandis que le courant 

passe lui entre l’électrode de travail et la contre-électrode.
96, 97

 La technique ampérométrique 

est le plus souvent associée à l’utilisation d’enzyme comme biorécepteur ce qui sera décrit 

plus loin ; elle est également bien adaptée à la détection à l’échelle industrielle pour identifier 

ou quantifier des analytes tels que le glucose, les lactates 
98

 ou l’acide sialique.
99

 C’est une 

technologie déjà bien aboutie car plusieurs biocapteurs ampérométriques sont disponibles 

commercialement, principalement pour le contrôle du diabète par détection du taux de glucose 

(ex : Accu-Check, Roche).
100

 

2.2.1.1.2 Potentiométrie 

Dans un montage en potentiométrie, l’électrode de travail est spécifique à un type d’ions et 

mesure la quantité d’ions à son interface comparée à l’électrode de référence lorsque le 

courant est nul ou proche de zéro. On peut relier le potentiel à la concentration en ion grâce à 

l’équation de Nernst : 

            
  

  

  
    (4)  

avec Ecell le potentiel, R la constante universelle des gaz parfaits, T la température en Kelvin, 

n le nombre de charge à l’électrode, F la constante de Faraday et Q le ratio entre la 

concentration en ion à l’anode par rapport à la concentration en ion à la cathode.
101

 Par le 

passé, l’électrode en verre d’un pH-mètre était utilisée comme transducteur 

physicochimique,
102

 mais de nos jours ce sont plus souvent des transistor à effet de champ 

(FET) sensible aux ions (Ion Sensitive Field Effect Transistor, ISFET) ou des capteurs photo-

potentiométrique (Light Adressable potentiometric sensor, LAPS).
103

 Un schéma explicatif de 

la structure d’un JFET (J pour jonction) est présenté dans la figure suivante (Figure 12) :  
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Figure 12 Schéma général d'un FET 

Ce type de transducteur est souvent composé d’un matériel semi-conducteur dont le 

fonctionnement est lié au déplacement d’un seul type de porteur de charge (trou ou électron).  

Un substrat de type P très fortement dopé (P
+
) formera la Grille. Le matériau faiblement dopé 

N constituera le canal pris en sandwich par la grille. Deux îlots très fortement dopés N
+
 seront 

la source S et le drain D. Dans cette configuration on obtient un JFET de type Canal N, si le 

dopage des matériaux utilisés est inversé, on aura un JFET de type Canal P. La mise en 

contact de deux matériaux dopés différemment crée une zone de déplétion à leur jonction car 

les électrons présents dans N vont être attirés par P et inversement les trous dans P vont être 

attirés par N ; réduisant ainsi la zone de diffusion disponible dans le canal. Si une tension est 

appliquée entre la source et le drain (VDS) cette zone de déplétion va augmenter, le courant va 

augmenter proportionnellement à VDS (U = R  I) et le transistor va se comporter comme une 

résistance. A une certaine tension VDS = VP (P pour pincement), le courant ne varie plus, c’est 

le courant de saturation IDSS. Lors de l’application d’une tension à la Grille (VGS), le courant 

de saturation est atteint plus rapidement ce qui aura pour effet de diminuer la valeur de VP, la 

nouvelle tension VP’ est égale à : 

             (5)  

Ces phénomènes peuvent être représentés dans le graphique suivant (Figure 13): 
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Figure 13 Courbes caractéristique obtenues avec un JFET (à droite VDS en fonction de VGS, à gauche IDSS en fonction de 
VGS). 

Pour adapter ce système à un biocapteur, il suffit de modifier la grille avec des récepteurs 

moléculaires ou une membrane sélective d’ion en fonction de l’analyte ciblé. L’accroche de 

biomolécules chargées résultera dans une accumulation ou un épuisement en porteurs de 

charges causé par le changement de charges électriques à la grille. Comme la conductivité du 

canal est dépendante de la tension à la grille, l’utilisation de FETs comme transducteur est 

intéressante car on peut assimiler le champ électrique généré par l’accroche de biomolécules à 

la grille comme étant similaire à celui généré par une tension à la grille. Lorsqu’un courant 

VDS de valeur inférieure à (VGS-VP) est appliqué entre la source et le drain, une distribution 

graduelle des charges se forme dans le canal. De ce fait le FET suit un régime linéaire qui suit 

l’équation (6) : 

     
 

 
                 (6)  

avec μ la mobilité des électrons dans le canal ; W et L sont respectivement la profondeur et la 

longueur du canal ; Ci est la capacitance de la grille par unité d’aire. A VDS supérieur à VGS-

VP, le FET se trouve en zone de saturation et IDS s’exprimera comme dans l’équation (7).
104

 

     
 

  
            

  (7)  

Schöning et Poghossian ont publié une revue des biocapteurs utilisant des FETs comme 

transducteurs.
105
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Egalement utilisé comme transducteur, un LAPS (Figure 14) est un capteur photo-

électrochimique qui associe une structure proche des EIS (électrolyte-isolant-semi-

conducteur) et une source de lumière et dont la mesure repose sur la fonctionnalité 

photovoltaïque du substrat.
106

 Lorsqu’un rayon lumineux illumine la surface du LAPS, le 

semi-conducteur absorbe l’énergie et produit des pairs trou-électron ce qui génère un photo-

courant. Maintenant, si on applique une tension au dispositif, le photo-courant va être modifié 

et on obtiendra une courbe intensité-potentiel (I-V). Si des ions sont adsorbés dans les zones 

sensibles, la tension entre l’isolant et le semi-conducteur va s’en trouver modifiée ; donc la 

concentration en ions pourra être obtenue en mesurant la différence de courant entre les 

courbes I-V obtenues. L’avantage principal des LAPS est son utilisation multi-paramètres et 

multipoint. Différents analytes peuvent être détectés simultanément en modifiant les zones 

spécifiques sur la couche isolante. En positionnant le rayon lumineux sur la zone souhaitée, 

on peut obtenir la valeur de tension localement et donc correspondant à l’analyte spécifique 

de cette région. Ces types de biocapteurs sont décrits plus précisément par Siqueira et coll.
107

 

 

Figure 14 Schéma d'un LAPS 

2.2.1.1.3 Conductimétrie 

La conductimétrie est quant à elle encore très peu utilisée, cette technique est basée sur la 

mesure de conductivité du courant entre deux électrodes. Ce courant résulte de la dissociation 

de l’électrolyte en ions et de la migration de ceux-ci vers les électrodes sous l’effet d’un 

champ électrique. Les avantages de cette technique sont leur coût de production faible, 

l’absence d’électrode de référence et le mode de mesure différentiel qui permet de diminuer 

considérablement les interférences. Jaffrezic-Renault et Dzyadevych présentent une revue de 
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cette technique dans le cadre du suivi de polluants environnementaux (pesticides, herbicides, 

etc.).
108

 

2.2.1.2 Optique 

Le développement de capteurs optiques a été d’une grande importance pour les domaines 

touchant au diagnostic et au suivi des maladies, à la découverte de potentiels médicaments, 

pour la protéomique (l’étude des protéines) et pour la détection dans l’environnement de 

polluants ou d’agents biologiques.
109

 Dans un capteur optique (Figure 15), le processus de 

reconnaissance induit soit un changement de réponse du transducteur à un signal lumineux 

soit c’est la réaction elle-même qui produit un signal optique qui sera détecté par le 

transducteur. La détection optique comporte différentes sous-classes qui seront détaillées plus 

loin. Elles se distinguent soit par la mesure de l’émission lumineuse soit par la détection d’un 

changement dans les ondes lumineuses émises (diffraction, réfraction). Ces sous-catégories 

peuvent être également divisées entre celles nécessitant un marquage et celle où la détection 

est directe. Cette dernière catégorie est plus attirante car nul besoin de produire des 

bioéléments marqués ou des intermédiaires de réaction détectables. Les capteurs optiques sont 

généralement sensibles et l’analyse non-destructrice pour l’échantillon.  

 

Figure 15 Schéma montrant les parties principales d'un biocapteur optique 

2.2.1.2.1 Mesure d’émission lumineuse 

2.2.1.2.1.1 Fluorescence 

Parmi toutes les propriétés optiques exploitées pour le fonctionnement d’un biocapteur, la 

méthode la plus communément utilisée reste la fluorescence. Il s’agit de la propriété d’une 

molécule fluorescente (fluorophore ou fluorochrome) à émettre des ondes lumineuses 

fluorescentes après avoir absorbé l’énergie d’un photon. Depuis longtemps un des outils 
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favori du chimiste analytique, la fluorescence peut être utilisée pour la mesure de la présence 

de métaux en milieux aqueux 
110

 ou du pH dans des cellules vivantes. On peut également s’en 

servir pour détecter un type de cellule dans un mélange hétérogène 
111

, pour étudier le 

métabolisme de bioorganisme 
112

, ou pour simplement déterminer une concentration. Mais si 

cette technique est tellement utilisée dans le domaine des biocapteurs, c’est que la propriété 

fluorescente de la majorité des fluorophores organiques est sensible aux changements dans 

son environnement, ce qui est indispensable pour des applications de détection. La majorité 

des biocapteurs à fluorescence nécessite malgré tout l’utilisation de marqueurs fluorescents 

car cette propriété n’est pas disponible chez toutes les cibles analysées. La haute sensibilité de 

cette méthode permet la détection à l’échelle de la molécule seule et donc un seul capteur 

pourrait servir à la détection de plusieurs composés différents, on appelle ça le multiplexage. 

Un exemple de support unique pour détecter par fluorescence de multiples analytes a été mis 

au point par Chen et coll.
113

 Une méthode d’immuno-essai a d’ailleurs été développée grâce à 

la fluorescence en temps résolu (time-resolved fluoroimmunoassay TR-FIA) ; calqué sur le 

système ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), il présente l’avantage de ne pas 

utiliser de substrats potentiellement toxiques ou mutagènes comme les tests ELISA et sont 

basés sur l’utilisation de complexes de lanthanide fluorescents, qui présentent l’avantage 

d’avoir une fluorescence à temps de vie plus long que celle typique des bruits de fond.
114

   

2.2.1.2.1.2 Chimiluminescence et bioluminescence 

La chimiluminescence (CL) est une émission lumineuse produite par une réaction chimique. 

Dans le cadre des biocapteurs, le bioélément ou l’analyte sont marqués avec un composé 

chimiluminescent tel que le luminol 
115

 qui une fois activé produit une émission lumineuse à 

une intensité donnée. Cette lumière peut être mesurée grâce à un photomultiplicateur relié à 

un système électronique pour convertir et enregistrer le signal. Comparé à la fluorescence, 

l’utilisation de la CL présente plusieurs problèmes comme la faiblesse des signaux obtenus et 

les interférences venant des interactions entre analytes non-liés et biorécepteur. L’utilisation 

de peroxydase de raifort (HRP, horseradish peroxydase) catalyse la production de lumière du 

luminol et donc améliore le signal. Ainsi ont pu être réalisés des essais quantitatifs pour divers 

analytes via une mini-caméra 
116

 ou la mise au point de micro-réseau pour la détection de 

protéines 
117

 ou de bactéries pathogènes.
118
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La bioluminescence (BL) provient naturellement d’organismes vivants dans lesquels une 

substance chimique est électroniquement excitée puis émet de la lumière en revenant à l’état 

non-excité ;  on peut citer comme exemple les lucioles qui possèdent l’enzyme luciférase qui 

catalyse cette réaction.
119

 Ce type de transduction est souvent utilisé avec des biocapteurs à 

cellules entière ; par exemple Charrier a développé durant sa thèse un biocapteur en ligne 

contenant des bactéries bioluminescentes pour mesurer la pollution métallique des eaux.
120, 121

 

Roda et Guardigli ont rédigé une revue de la littérature sur les techniques d’analyses utilisant 

la CL et la BL.
122

 

2.2.1.2.2 Mesure de modification du rayon lumineux  

Un exemple de biocapteur où le signal obtenu repose sur la modification d’un rayon lumineux 

utilise la résonance plasmonique de surface (SPR). Les biocapteurs basés sur cette 

technologie SPR se servent des ondes électromagnétiques spéciales appelées plasmon de 

surface pour détecter les interactions qui ont lieu entre la surface et son milieu.  

 

Figure 16 Différentes configurations de coupleur SPR : (a) configuration de Kretschmann à prisme,(b) configuration de Otto 
à prisme, (c) coupleur greffé, (d) coupleur à guide d'onde et (e) coupleur à fibre optique 123 

La résonance plasmonique de surface est une oscillation charge-densité qui a lieu à l’interface 

entre deux milieux avec des constantes diélectriques opposées soit un métal et un isolant. La 

configuration la plus répandue utilise un coupleur à réflexion totale atténuée (ATR) mis au 
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point par Kretschmann et Raether en 1971 
124

 mais il en existe plusieurs autres types (Figure 

16).  

Dans cette configuration de Kretschmann et Raether (Figure 17), le rayon d’excitation passe à 

travers un milieu à haute densité (un prisme en verre) qui va modifier la vitesse et le vecteur 

de l’onde lumineuse incidente (kin). 

      
  

 
        (8)  

λ est la longueur d’onde de la lumière d’excitation, θ est l’angle d’incidence et εp est la 

constante diélectrique du prisme.
125, 126

 On peut décrire le vecteur d’onde (ksp) du plasmon de 

surface se propageant à l’interface métal-prisme par l’équation suivante : 

     
   

 
 

    

     
 (9)  

avec ωsp la fréquence angulaire du plasmon de surface, εm la constant diélectrique du film de 

métal et c la vitesse de la lumière. Pour que l’onde plasmique se propage à l’interface du 

métal et de l’isolant, il faut que kin corresponde à ksp pour qu’une partie de l’énergie de photon 

soit transféré au plasmon de surface.   

 

Figure 17 Schéma explicatif de l'utilisation d'un plasmon de surface 127 

L’utilisation de la SPR à des buts de biocapteur a été proposée par Liedberg et coll. en 1983 

128, 129
 car les changements de masse à la surface du capteur qui ont lieu lors l’association ou 

la dissociation du complexe biomoléculaire dans la zone de détection induisent une 

modification de l’angle de résonnance de la lumière incidente, voir la Figure 17. 

Contrairement aux méthodes présentées dans le paragraphe précédent, la SPR ne nécessite pas 
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l’utilisation de marqueurs. Les capteurs SPR peuvent être couplés à des outils de capture 

d’image ce qui permet d’observer en temps réel les changements induits par les différences en 

surface ; on parle alors de SPRi (i pour imaging).
130

 Avec le développement des 

nanomatériaux, on a pu observer l’émergence de la SPR dite localisée.
131, 132

 Les propriétés 

plasmoniques des nanoparticules de métaux comme l’or ou l’argent rendent les signaux 

optiques obtenus plus forts et mieux contrôlables.
133

 Par exemple, un film métallique 

comprenant des nano-trous ne nécessite pas d’ATR pour activer la SPR, une source de 

lumière classique et un microscope sont suffisants pour analyser cette surface.
134

 Toutes les 

dernières avancées des biocapteurs à SPR ont été revues récemment par Singh et coll.
135

 

2.2.1.3 Ondes vibrationnelles  

Un détecteur sensible à la masse réagit au poids de soluté passant par unité de temps. Cette 

transduction mécanique est principalement basée sur la génération et la détection d’ondes 

mécaniques ou acoustiques. Les détecteurs de masse les plus communs utilisent les cristaux 

piézoélectriques, les microbalances à quartz (QCM) et les ondes acoustiques de surface 

(SAW). 

La piézoélectricité est la charge électrique qui s’accumule dans certains matériaux solides –  

notamment les cristaux, les céramiques et parfois des tissus organiques comme les os, l’ADN 

ou certains types de protéines – en réponse à la pression. Les transducteurs à ondes 

acoustiques sont classés selon le mode de propagation des ondes : soit à la surface soit à 

travers les matériaux piézoélectriques. Durmus et coll. ont détaillé en 2014 les principes des 

différents types de biocapteurs à ondes acoustiques ainsi que les avantages et les 

inconvénients de ces systèmes.
136

 

Dans la catégorie de transducteurs à propagation d’ondes acoustiques à travers les matériaux ; 

les microbalances à quartz ou QCM sont composées d’un fin disque de quartz pris en 

sandwich entre deux électrodes. Ce sont de loin les biocapteurs à sensibilité de masse les plus 

populaires ; Cooper en fait l’observation dans 3 revues traitant de la QCM sur la période entre 

2001 et 2010.
137-139

 La QCM est un outil de référence pour la détection sans marquage 

proposant ainsi une bonne alternative aux détecteurs optiques.
140

 Leur mode d’oscillation 

dépend de la façon dont le cristal a été taillé. En mesurant la fréquence d’oscillation il est 

possible de déterminer un changement de masse, car lorsqu’un changement est appliqué à la 
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surface du quartz la fréquence d’oscillation se modifie. Sauerbrey a décrit la relation linéaire 

qui relie la fréquence d’oscillation au changement de masse par unité d’aire :  

      
  
 

    
    

  
 

    

   

   
 (10)  

où f0 est la fréquence de résonnance du résonateur à quartz non-perturbé, Fq la constante de 

fréquence du cristal (Fq = f0xdq avec dq l’épaisseur du cristal), ρq la densité de masse et Ael la 

taille de l’électrode à résonateur à cristal.
141

 Cette équation est valable pour des couches fines 

et solides déposées sur le résonateur et pour des analyses en conditions sèches. Ce n’est que 

plus tard que les QCM furent utilisées pour des mesures dans des conditions liquides.
142

 Dans 

ces conditions, la viscosité et la densité changent également la fréquence d’oscillation du 

quartz, les QCM sont donc classées dans les capteurs d’onde acoustique de masse ou des 

résonateurs de cisaillement d’épaisseur (thickness-shear mode resonator).  

Les capteurs d’onde acoustique de surface (SAW) utilisent également les propriétés 

piézoélectriques des cristaux mais seulement en surface et à des fréquences beaucoup plus 

élevées (entre 100 MHz et 1 GHz) ce qui apporte une plus grande sensibilité de ces capteurs 

par rapport aux QCM.
143

 

2.2.1.4 Thermométrique 

La microcalorimétrie est la mesure par des thermocouples, des thermistors ou des thermopiles 

(montage de thermocouples en série) du changement de température induit par une réaction 

biochimique. Ces réactions peuvent soit générer de la chaleur (exothermique) soit en absorber 

(endothermique). L’énergie absorbée ou générée est proportionnelle au nombre de molécules 

produites par la réaction biochimique :  

            (11)  

avec Q la chaleur totale, np le nombre de mole du produit et ∆H le changement d’enthalpie 

molaire. On peut également l’exprimer en fonction de la capacité calorifique Cp du système, 

en comptant le solvant :          ce qui permet en mesurant le changement de 

température de trouver le nombre de mole crée par la réaction :               . 

Historiquement ces systèmes furent développés avec des thermocouples ; deux métaux de 

natures différentes reliés par deux jonctions aux températures T1 et T2, c’est la différence de 
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température entre ces deux jonctions qui est mesurée. Le principal inconvénient de ces 

thermocouples est son manque de précision, il est en effet difficile d’obtenir des mesures avec 

une erreur inférieure à 0,1-0,2 °C. Les thermistors (oxydes de métaux principalement) 

présentent un coefficient de résistance à la température très négatif, de l’ordre de -4%/°C ce 

qui permet de faire des mesures de changement de température à 10
-5

 degrés près. Les 

systèmes de mesure se présenteront le plus souvent sous forme de colonne. 

Les capteurs thermiques sont la dernière catégorie de transducteurs présentée, les biocapteurs 

peuvent être classés également par le type de bioélément utilisé, par exemple pour les 

transducteurs thermiques, les bioéléments le plus couramment utilisés sont les enzymes, on 

parle alors d’enzyme thermistor (ET).
144, 145

 Le paragraphe suivant liste les grandes catégories 

de bioéléments disponibles pour les biocapteurs. 

2.2.2 Les éléments biologiques immobilisés 

L’élément biologique accroché à la surface sera responsable de la reconnaissance de l’analyte 

ciblé, et le choix de cet élément de reconnaissance peut grandement influer sur les 

performances analytiques du biocapteur. Une récente revue met en comparaison les éléments 

de reconnaissance dit classiques comme les enzymes, les anticorps, les acides aminés ou les 

cellules complètes avec des éléments de reconnaissance plus récemment utilisés comme les 

phages, les aptamères ou des éléments issus de la chimie biomimétique.
146

 

2.2.2.1 Les enzymes 

Les enzymes sont des biocatalyseurs très efficaces qui ont la capacité de reconnaître 

spécifiquement leurs substrats, même dans un mélange, et de catalyser leur transformation. 

Les biocapteurs enzymatiques associent une couche contenant ces biocatalyseurs et un 

transducteur. Leur principe de fonctionnement repose sur l’action catalytique et la capacité de 

liaison entre une enzyme et son substrat pour une détection spécifique. Deux mécanismes de 

détection peuvent être utilisés avec les enzymes : soit la capacité de l’enzyme à convertir 

catalytiquement un analyte d’une forme non détectable à une forme détectable (ou 

inversement) ; soit la capacité modératrice voir inhibitrice de l’analyte sur l’activité de 
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l’enzyme. Ce fort pouvoir catalytique fait que la limite de détection
4
 de ce type de biocapteur 

est beaucoup plus basse que pour les autres types.  

Ainsi l’enzyme glucose oxydase (GOD) a été le premier élément biologique utilisé par Clark 

et Lyons pour leur électrode. Elle servait à mesurer le taux d’oxygène consommé lors de la 

réaction catalysée par l’enzyme avec le glucose : 

                 
   
                                          

L’enzyme étant piégée dans une membrane à dialyse autour d’une électrode à oxygène 

(cathode de platine et anode d’argent). Depuis l’électrode à glucose a connu un fort 

développement, via une « seconde-génération » d’électrode où la présence d’un médiateur 

assure un transfert d’électrons plus direct entre l’enzyme et l’électrode (et ne repose plus sur 

la mesure de peroxyde dans le milieu comme la « première-génération »). L’apparition d’une 

troisième génération de biocapteur à glucose impliquant un transfert direct d’électrons entre 

l’enzyme et l’électrode est discutée par Das et coll. ; celle-ci semble compromise à cause du 

lent transfert d’électron et de la dénaturation des enzymes.
147

 Les mécanismes de réponse des 

trois générations de biocapteurs sont illustrés dans la Figure 18.  Lorsque la technologie a été 

maîtrisée, la miniaturisation des instruments par impression, a permis une utilisation plus 

personnelle, rapide et économique du biocapteur permettant ainsi un meilleur contrôle de la 

glycémie chez les personnes diabétiques.
100, 148

 

 

Figure 18 Différence de mécanisme de réponse entre les 3 générations de biocapteur ampérométrique à enzyme. (A) 1ère  
génération où c'est la mesure du substrat/produit qui sert d'indicateur rédox ; (B) 2nde génération avec la présence d'un 

médiateur synthétique pour relayer les électrons jusqu’à l’électrode et (C) 3ème génération où un transfert directe d’électrons 
entre l’enzyme et l’électrode permet d’obtenir une réponse.147   

Un autre exemple d’enzyme utilisée comme biocapteur, l’urate oxydase a été immobilisée sur 

une électrode. Elle permet de catalyser l’oxydation de l’acide urique en allantoïne, peroxyde 

                                                
4 la  limite  de  détection  est  la  plus  petite  concentration  ou  teneur  de  l’analyte  pouvant être détectée, avec 

une incertitude acceptable, mais non quantifiée dans les conditions expérimentales décrites de la méthode. 
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d’hydrogène et dioxyde de carbone. On va donc mesurer soit la diminution en dioxygène dans 

le milieu soit la formation de peroxyde d’hydrogène.
149

 

Les biocapteurs à enzyme ne sont pas seulement utilisés dans le domaine biomédical,  

Kuswandi et Mascini ont publié un article référençant les biocapteurs enzymatiques utilisés 

dans le contrôle environnemental.
150

 Ces capteurs sont basés sur l’inhibition de l’enzyme par 

le polluant, par exemple l’acétylcholinestérase est une enzyme qui est inhibée par les 

pesticides,
151

 et nécessite une analyse en plusieurs étapes, une première mesure de l’activité 

de l’enzyme avant exposition à l’analyte contenant les polluants, puis une seconde mesure de 

l’activité résiduelle de l’enzyme.
152

  

L’un des problèmes majeurs rencontrés lorsque les enzymes sont employées comme bio 

récepteurs est leur stabilité, que ce soit en stockage ou en opération. Les enzymes sont très 

sensibles à leur environnement, elles peuvent être désactivées, inhibées ou dépliées par 

adsorption ou par induction chimique ou thermique. Ce problème peut être minimisé en 

choisissant une méthode d’immobilisation adéquate, malgré tout le temps de vie d’un 

biocapteur enzymatique ne dépasse pas 10 semaines. Les enzymes sont tout de même 

largement utilisées comme marqueur comme par exemple dans les tests ELISA. 

2.2.2.2 Les anticorps ou fragments d’anticorps 

Les anticorps (Ac) sont des protéines générées par le système immunitaire pour identifier les 

menaces sur l’organisme (virus, bactérie ou parasite). On distingue les Ac polyclonaux (qui 

peuvent se lier à plusieurs épitopes) des monoclonaux (qui ne reconnaissent qu’un type 

d’épitope). Les anticorps sont largement employés dans les domaines d’analyses cliniques, 

environnementales ou agroalimentaires car ils présentent une grande affinité et spécificité 

envers leurs antigènes (Ag) avec lesquels ils forment un complexe très stable de nature non-

covalente. Lorsque des anticorps sont utilisés comme élément de reconnaissance biologique 

sur un biocapteur, celui-ci portera le nom d’immunocapteur. Lorsqu’il n’est pas possible 

d’utiliser un anticorps complet comme bioélément celui-ci peut être fragmenté par clivage 

enzymatique. On distingue plusieurs types de fragments qu’on peut classer selon leur taille : 

le fragment Fc porteur des propriétés biologiques et des fragments constants des chaînes 

lourdes ; ce fragment n’est pas utilisé comme bioélément car il ne reconnaît pas l’antigène. Le 

fragment Fv est le plus petit fragment gardant les propriétés de reconnaissance de 
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l’anticorps car il contient les régions variables des chaînes lourdes et légères et donc fixe 

l’antigène de la même manière que l’anticorps complet. Le fragment Fab a également la 

même affinité pour l’antigène que l’anticorps complet ; il est formé de la chaîne légère 

complète et d’un bout de la chaîne lourde. Pour finir le fragment F(ab’)2 qui pourrait 

correspondre à l’anticorps complet ayant perdu le fragment Fc. La Figure 19 schématise les 

différents fragments. 

 

Figure 19 Anticorps : chaîne lourde en bleu, chaîne légère en orange et pont disulfure en jaune 

L’étude et la comparaison de ces fragments comme élément de reconnaissance d’un 

biocapteur ont été faites récemment par Crivianu-Gaita et Thompson 
153

. 

Le mode de fonctionnement de ces immunocapteurs est très semblable aux tests 

immunologiques effectués en solution de type ELISA. Les anticorps sont immobilisés sur une 

surface, en prenant garde à leur orientation, car dans l’exemple de l’Immunoglobuline (IgG) 

comprenant trois sites de liaison (1 Fc et 2 F(ab)’), si l’immobilisation se fait par les sites 

Fab’, l’anticorps devient inactif.
154
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Figure 20 Différents formats d'immunocapteurs : en haut, immobilisation des anticorps (Y bleus) sur le support puis (A) 
essai compétitif avec des Ag* ( jaune) et Ag (ronds rouge), (B) essai en sandwich avec les Ag et Ac* et (C) essai direct avec 
détection en SPR ou QCM ; en bas, immobilisation des antigènes sur le support puis (D) essai compétitif avec Ac* primaire, 

(E) essai compétitif indirect avec un Ac* secondaire (Y rouge) et (F) essai direct.155 

Selon le mode de détection choisi, le marquage d’un des deux partenaires du complexe Ac-Ag  

est nécessaire (Ac* ou Ag*), celui-ci pouvant être couplé à une enzyme, un radio-isotope ou 

un fluorophore. On parlera de détection indirecte quand un label est utilisé (A, B, D et E 

Figure 20) et de détection directe sans label (C et F Figure 20). Les différentes approches sont 

illustrées dans la Figure 20. Le second format de capteurs, où l’antigène est immobilisé sur la 

surface, est généralement préféré pour éviter les problèmes liés à l’immobilisation des 

anticorps (perte d’affinité et orientation correcte) ou lorsque l’antigène primaire marqué n’est 

pas disponible. Dans ce cas, l’utilisation d’un anticorps secondaire labellisé venant interagir 

avec le site Fc de l’anticorps primaire permettra la reconnaissance d’interaction Ac/Ag (E 

Figure 20). 
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Toujours par rapport à la Figure 20, dans les essais « sandwich », la concentration en analyte 

est proportionnelle à l’augmentation du signal envoyé par l’Ac marqué. Dans les essais 

« compétitifs » la concentration en analyte est proportionnelle à la diminution du signal émis 

par les Ac marqués qui sont remplacés par ceux de l’analyte. La détection du signal pour les 

immunocapteurs est le plus souvent soit optique soit électrochimique. L’association à des 

marqueurs radioactifs induisant un danger à la manipulation pour une sensibilité limitée a 

rendu l’utilisation des techniques radioactives controversées. A contrario, les immunocapteurs 

électrochimiques permettent une réponse rapide, simple et économique, sans présenter les 

inconvénients de l’autre méthode. Les immunocapteurs permettent une analyse au lit du 

patient avec des résultats immédiats contrairement aux tests de type ELISA qui doivent être 

effectués en laboratoire et nécessitent plusieurs étapes de préparation. Déjà en 1990, Binder 

listait les contraintes techniques à prendre en compte dans le développement 

d’immunocapteurs, telles que la sélectivité, la sensibilité, le temps de réponse, le seuil de 

réponse, la durée de vie et la régénération du capteur.
156

 Les immunocapteurs sont non 

seulement utilisés pour le diagnostic médical, que ce soit de maladie type Hépatite C 
157

 ou 

bien dans la détection d’antigènes marqueurs du cancer 
158

 ; mais ils peuvent également servir 

dans la détection de pesticides dans l’environnement.
159

 

2.2.2.3 Cellule ou bio organisme entier 

Il est également possible d’immobiliser des cellules microbiennes sur la surface d’un 

transducteur. C’est la réponse de la cellule entière qui est détectée par le transducteur. Les 

types de signaux à mesurer sont aussi variés que les différentes espèces de microorganismes 

utilisables. Deux revues de la littérature recensent toutes les paires bioorganisme/transducteur 

ainsi que leurs cibles et les présentent classées en fonction du type de transduction.
160, 161

 On 

les utilise pour le contrôle environnemental, par exemple Gab-Joo Chee a développé des 

biocapteurs pour mesurer la quantité d’oxygène requise par des microorganismes pour 

décomposer la matière organique présente dans un échantillon d’eau.
162

 Un article de D’Souza 

présente les biocapteurs microbiens en les classant par domaine d’application.
163

 

2.2.2.4 Acide nucléique et ses dérivés (peptides et aptamères) 

Dans les génocapteurs, l’élément de reconnaissance est un brin unique d’ADN ou d’ARN ce 

qui permettra de détecter l’hybridation du brin complémentaire. Une revue de la littérature en 

2008 par Lucarelli et coll. permet d’avoir une vue d’ensemble sur les génocapteurs ainsi que 
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sur les différents matériels utilisés pour les fabriquer.
164

 Lorsque le brin d’ARN est obtenu de 

manière synthétique, on l’appelle aptamère et les biocapteurs l’utilisant comme élément de 

reconnaissance sont nommés aptasenseurs. Les aptamères sont des chaînes d’oligonucléotides 

ayant des séquences aux extrémités 5’ et 3’ connues et des séquences centrales aléatoires. Ils 

peuvent être générés contre des cibles de nature très diverses allant des petites molécules 

organiques jusqu’aux cellules intactes. En suivant la méthode SELEX (Systematic Evolution 

of Ligands by EXponential enrichment),
165

 l’aptamère possédant la plus forte affinité avec la 

cible peut être sélectionné et amplifié par clonage ou par réaction en chaîne par polymérase 

(PCR). Les aptamères, ayant une grande sensibilité à leur cible et présentant une bonne 

stabilité, sont souvent présentés comme la meilleure alternative aux anticorps 
153

 et comme 

ces derniers ils peuvent fonctionner avec un label ou sans label. Les deux types de capteurs 

(génocapteur et aptasenseur) sont donc souvent liés à des transducteurs de type électro-

photochimique.
166-168

 L’interaction cible/aptamère induit des changements de conformation ce 

qui facilite la détection.  

2.2.2.5 MIPs (polymères à empreinte moléculaire) 

Comme les aptamères, les MIPs sont des biorécepteurs de synthèse. Ces éléments de 

reconnaissance artificiels présentent comme avantage d’être bon marché, stables dans le 

temps et de mieux résister aux conditions environnementales. Scognamiglio et coll. a écrit 

récemment une revue de la littérature sur l’utilisation de la biomimétique pour la mise au 

point de biocapteurs.
169

 

 Les MIPs sont des polymères formés autour d’une molécule qui a le profil de la cible 

recherchée. En principe les MIP peuvent être fabriqués autour de n’importe quelle 

molécule.
170

 Plusieurs microcavités sont créées au sein du MIP et certaines possèdent les sites 

d’accroches spécifiques à l’analyte recherché. La formation de ces cavités se fait en trois 

étapes (Figure 21) : (i) les monomères portant des fonctions sélectives sont arrangés autour de 

la molécule profile en solution ; (ii) la polymérisation du complexe en présence d’autres 

monomères faisant la liaison et d’un solvant adapté et pour finir (iii) la molécule profile est 

retirée du polymère résultant, libérant ainsi les cavités.
171

 Le mode de reconnaissance initial 

était basé sur la taille et la forme de l’analyte ce qui était plus compatible avec des molécules 

de grande taille comme les protéines. Mais l’introduction de sites de reconnaissance dédiés au 

sein des cavités a, non seulement, amélioré l’affinité entre la cavité et l’analyte mais aussi la 
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sélectivité grâce à des interactions de type non-covalentes comme les liaisons hydrogènes ou 

par des liaisons covalentes réversibles (c'est-à-dire clivable chimiquement). Les MIPs peuvent 

être fabriqués directement sur leurs transducteurs comme expliquer dans l’article de Gui et 

coll. sur les électrodes de capteurs électrochimiques.
172

 

 

Figure 21 Etapes de fabrication d'un polymère à empreinte moléculaire 

Une autre revue de la littérature sur les MIPs aborde le type de monomères utilisés en 

fonction du transducteur choisi, par exemple pour l’électrochimie le polymère doit être 

conducteur, et les différents bioéléments utilisés comme profil, des enzymes au bactéries.
173

 

 

2.2.3 Méthodes d’immobilisation du bioélément 

Les bioéléments peuvent être immobilisés en surface de leur transducteur soit physiquement 

(confinement ou inclusion dans une matrice) soit chimiquement (par lien covalent ou 

interaction physique, ou par réticulation). Ces différentes méthodes peuvent être résumées 

comme dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 Méthodes d'immobilisation 

Immobilisation par rétention physique Immobilisation par interaction physique ou 

liaison chimique 

Inclusion Confinement Fixation au support Réticulation 

Le bioélément est 

inclus dans une 

matrice formant un 

réseau tridimensionnel 

Le bioélément peut se 

trouver piégé dans une 

microcapsule formée 

par une membrane 

semi-perméable 

Le bioélément est 

relié à la surface 

soit par adsorption 

soit par liaison 

covalente 

Le bioélément est maintenu 

à la surface par la création 

d’un réseau de liaisons 

covalentes 

intermoléculaires 

 

Le bioélément doit être placé dans la position optimale vis-à-vis du transducteur pour 

permettre la détection du signal issu de la reconnaissance biochimique, c’est-à-dire soit au 

contact soit dans l’alignement du transducteur par le biais de bras espaceurs. La technique 

d’immobilisation qui sera choisie devra permettre de stabiliser le bioélément dans le temps et 

permettre à l’analyte, même en faible quantité, d’accéder au bioélément. Sassolas et coll. 

proposent une revue de la littérature sur les différentes stratégies d’immobilisation d’enzyme 

pour la fabrication de biocapteurs.
174

 Talbert et Goddard présentent l’influence du type de 

surface et d’interface créée entre une enzyme et un substrat sur l’activité enzymatique 
175

 

tandis que Mateo et coll. montrent comment cette activité peut être améliorée par la sélection 

d’une méthode d’immobilisation adéquate.
176

   

2.2.3.1 Inclusion dans une matrice polymère 

Au moment de fabriquer le biocapteur, le bioélément est dispersé dans une solution de 

monomère homogène ou émulsionnée. La polymérisation du monomère formera une cage 

autour du bioélément et ces derniers seront répartis au sein de la matrice du polymère (Figure 

22). Malgré sa simplicité, cette technique présente trois inconvénients principaux. Tout 

d’abord le réseau de polymère s’avère le plus souvent trop lâche et on peut observer une perte 

de bioélément. Ensuite, la matrice polymère peut compliquer la diffusion des substrats et des 

produits issus des réactions de reconnaissance. Et pour finir les polymères peuvent présenter 

des problèmes de stabilité et se solubiliser en présence d’agents complexants. Cette technique 

peut aussi être utilisée avec une matrice inorganique comme le silicone.
177

 C’est une méthode 
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qui est adaptée à différents types de transduction comme l’électrochimie 
178

 ou le 

piézoélectrique 
179

 et à différentes sortes de bioélément 
180

 même si ceux à faible poids 

moléculaire sont plus susceptibles de fuiter de la matrice. 

 

Figure 22 Immobilisation par « entrapment » 

2.2.3.2 Méthodes de confinement (micro-encapsulation) 

La micro-encapsulation consiste en l’inclusion du matériel biologique dans une sphère 

protectrice (Figure 23) semi-perméable puis la dispersion de celles-ci dans une matrice 

polymère. Cette sphère peut être du matériel biologique comme des globules rouges 
181

 ou 

bien des liposomes.
182

 Cette encapsulation permet au bioélément d’avoir une plus grande 

stabilité par rapport à l’inclusion directe dans une matrice et apporte également une meilleure 

compatibilité biologique. 

 

Figure 23 Immobilisation par micro-encapsulation 
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2.2.3.3 Adsorption 

Lorsque le transducteur présente une surface active, il est possible d’utiliser l’adsorption 

comme technique d’immobilisation du bioélément (Figure 24). L’apparition d’interactions 

non liantes comme les échanges ioniques ou transfert 

de charges, les liaisons hydrogènes, les forces de Van 

der Waals ou bien les interactions hydrophobes 

permettent de maintenir le bioélément à la surface du 

support lorsque les conditions requises (pH, 

température, etc.) sont réunies. Si ces conditions ne 

sont pas respectées ou changent au cours du temps, il 

est possible que le bioélément se désorbe de la 

surface. Un autre inconvénient de cette technique est 

la proximité directe de la surface qui peut repousser 

les analytes et donc diminuer l’efficacité de la 

détection. 

2.2.3.4 Réticulation 

Pour obtenir une immobilisation par réticulation, l’ajout d’agents réticulants portant un ou 

plusieurs radicaux en extrémité permet de créer des liens entre les différents éléments du 

biocapteur (Figure 25). Le choix du liant repose sur la réactivité chimique des groupements 

présents sur le bioélément et à la surface. Ces ligands peuvent être classés en deux catégories : 

les homo-fonctionnels possédant des groupements réactifs aux deux extrémités qui vont réagir 

avec les mêmes molécules cibles ; les hétéro-bifonctionnels quant à eux possèdent deux 

groupements réactifs différents. L’inconvénient de cette technique est que les ligands se lient 

de manière aléatoire aux fonctions qui se trouvent sur le bioélément, pouvant entraîner une 

perte des sites de reconnaissance et donc avoir un effet négatif sur la sensibilité du 

biocapteur.
183

 Il faut également prendre en compte le ratio de ligands car le degré de 

réticulation peut influencer sur l’activité biologique du bioélément.
184

 

Figure 24 Immobilisation par adsorption 
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Figure 25 Immobilisation par réticulation 

2.2.3.5 Liaison covalente 

La formation de liaisons covalentes entre le 

bioélément et la surface du transducteur est 

intéressante (Figure 26) car elle empêche la fuite 

des bioéléments, point faible des méthodes 

décrites précédemment. On peut appliquer cette 

technique en utilisant des groupements 

fonctionnels, présents en surface et sur le 

bioélément. Ces groupements sont le plus 

souvent des amines, des acides carboxyliques, 

des thiols, des alcools. On les trouve sur les 

chaînes latérales des acides aminés qui forment les enzymes 
174

 ou les anticorps 
185

 mais il 

faut faire attention à cibler une partie non essentielle à l’activité biologique de ces 

bioéléments. Si la surface du transducteur choisi ne possède pas de groupements fonctionnels, 

celle-ci doit être modifiée ou activée avant le couplage. Ce couplage implique des conditions 

expérimentales plus complexes et rigoureuses que la simple adsorption  ce qui parfois altère la 

structure du bioélément et donc résulte en une perte d’activité ou un changement de substrat 

cible.
186

 

Figure 26 Immobilisation par liaisons covalentes 
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3 Conclusion 

La construction d’un biocapteur est donc un travail interdisciplinaire qui comprend la 

biologie, la chimie, la physique, la médecine et l’électronique. Les éléments de 

reconnaissances sont la plupart du temps chimiquement immobilisés sur la surface du 

substrat, car les liaisons covalentes formées par réaction chimique sont plus stables que 

l’adsorption physique. La compréhension du processus de reconnaissance biologique 

(interaction entre substance biologique) est basée sur la biochimie spécifique des espèces 

utilisées. Le processus de détection porté par le transducteur est le plus souvent un 

phénomène physique comme l’absorption de lumière ou le transfert d’électrons. 
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Chapitre 2 : Développement d’une 
méthode de fonctionnalisation du COC 
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4 Introduction 

On souhaite utiliser l’isatine comme bioélément d’un biocapteur basé sur un transducteur 

polymérique, le COC. Parmi les différentes techniques d’accroche de biomolécules sur 

surface (physisorption, coating, …), l’immobilisation par liaison covalente est celle présentant 

le plus d’avantages en termes de stabilité du biocapteur. Précédemment au laboratoire, une 

méthode innovante a été développée pour introduire des fonctionnalités à la surface du COC 

de manière covalente par greffage de sels de diazonium.
187

 Nous vous présenterons donc tout 

d’abord cette méthode et l’application que j’en ai faite dans le cadre de ma thèse.  

Dans un premier temps, une présentation générale sur le copolymère d’oléfine cyclique sera  

développée, dans un second temps seront présentés les différents sels de diazonium 

synthétisés au cours de ma thèse et leur greffage en surface du COC, mais également sur lame 

d’or, et finalement nous développerons la mise au point des techniques de couplage 

peptidique en surface (Figure 27).  

 

Figure 27 Schéma rétrosynthétique du déroulé de la thèse et détail sur le chapitre 2 
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5 Le copolymère d’oléfine cyclique comme matériau de 

support 

Comme présenté dans le premier chapitre, le choix du transducteur est important par rapport à 

l’utilisation qui sera faite du biocapteur. Nous souhaitons concevoir un biocapteur qui soit bon 

marché ce qui implique d’utiliser un matériau qui ne coûte pas cher à fabriquer. Les 

polymères sont des matériaux faciles à se procurer. Comme les polymères sont rarement 

conducteurs, la technique de détection ne doit pas impliquer l’électrochimie, donc le polymère 

sélectionné devra permettre une détection optique en possédant une bonne transparence. Pour 

finir ce polymère devra être résistant à la chaleur et aux traitements chimiques pour pouvoir 

effectuer les fonctionnalisations nécessaires. 

5.1 Présentation du COC 

Notre choix s’est porté sur les copolymères d’oléfines cycliques (COC). À l’inverse d’autres 

polyoléfines comme le polyéthylène et le polypropylène qui sont partiellement cristallins, le 

COC est un polymère amorphe et transparent et cela grâce aux mélanges d’oléfines cycliques 

et linéaires qui le composent, les proportions de chaque types influençant ces propriétés. On 

utilise le COC dans le domaine de la construction et de l’éclairage pour le stockage de 

données optiques ou la fabrication de lentilles ou capteurs. Parmi les nombreuses 

caractéristiques intéressantes de ce matériau, on peut noter : 

 Une faible densité, ce qui donne des dispositifs légers 

 Une haute transparence, idéale pour l’utilisation de méthodes optiques  

 Une faible teneur en eau et des propriétés hydrophobes 

 Une bonne thermo-résistance (75 °C<Tg<178 °C) 

 Une haute rigidité, dureté apportant une bonne résistance mécanique  

 Une biocompatibilité importante, donnant la possibilité de stériliser et d’utiliser les 

dispositifs avec des biomolécules 

 Une résistance chimique aux acides, bases et solvants organiques nécessaires pour la 

transformation de surface 

 Des propriétés d’isolations électriques utiles pour le développement de puces 

analytiques utilisant l’électro-migration. 
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Il existe différentes voies de synthèse des COC qui vont influencer la composition du 

polymère (Figure 28). Ces synthèses impliquent soit une polymérisation par métathèse à 

ouverture de cycle (ROMP pour Ring Opening Metathesis Polymerization) qui résulte plutôt 

dans un polymère cyclique d’oléfine (COP) soit une polymérisation en chaîne avec l’éthylène. 

Dans cette dernière technique, les proportions des différents monomères sont déterminantes 

pour obtenir les propriétés recherchées. En effet l’augmentation de la partie cyclique (le 

norbornène) rendra le polymère plus résistant à la chaleur tandis que l’augmentation de la part 

d’éthène améliorera les propriétés optiques du matériau. 

 

Figure 28 Différents types de polymérisation d'oléfines pour la synthèse du COC 188 

Pour l’application du COC dans le domaine des bioanalyses seul son hydrophobicité est un 

frein car cela a une influence sur l’accessibilité du bioélément par la cible car celle-ci est le 

plus souvent hydrophile. La structure même du COC est aussi un inconvénient pour la 

fabrication de biocapteurs car elle ne présente aucun groupement fonctionnel qui pourrait être 

utilisé pour l’immobilisation des bioéléments. Des techniques d’activation de la surface du 

COC ont été développées pour pouvoir la fonctionnaliser ; différents exemples sont décrits 

dans la suite. 

5.2 Fonctionnalisation du COC 

Pour apporter des groupes fonctionnels à la surface du COC, on peut soit modifier la structure 

physico-chimique de la surface par activation par plasma ou ajout d’une « sous-couche » 

réactive, soit en intercalant une couche fonctionnelle à la surface du matériau inerte par dépôt 

non-covalent. 
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5.2.1 Dépôt non-covalent de couches fonctionnelles (coating) 

Ce type de dépôt repose sur des interactions hydrophobes, par exemple Sung et coll. 

utilisèrent un copolymère amphiphile ayant un groupement alkyl ou benzyle pour interagir 

avec la surface du COC, une chaîne PEG (polyéthylène glycol) pour la partie hydrophile du 

polymère et des groupements esters réactifs pour les étapes d’accroches soit avec des 

nanoparticules 
189

 soit avec des anticorps 
190

 (Figure 29).  

 

Figure 29 (a) Structure chimique des polymères amphiphiles utilisés par Sung et coll. (b) Schéma de la procédure 
d'immobilisation de biomolécules sur la surface du COC modifié par ajout d'une couche polymère 190 

Autre exemple, le dépôt de couches fines contenant des atomes d’oxygène (SiO2 ou TiO2) 

pouvait être effectué par pulvérisation et ainsi permettre d’introduire des groupements 

fonctionnels en surface du COC. Le dioxyde de silicium a une chimie de surface qui est 

largement connue.
191-193

 Sa principale propriété étant son hydrophilie, une couche fine de 

SiO2 apporte des propriétés intéressantes pour la microfluidique par exemple où l’écoulement 

de fluide est perturbé par l’hydrophobicité du COC.
194

 La présence de groupements 

hydroxyles à la surface de la couche SiO2 permet d’attacher une grande variété de ligands. 

Ces remarques peuvent également être appliquées au dioxyde de titane qui a également des 
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groupements hydroxyles en surface. Cette propriété hydrophile a été utilisée dans un système 

microfluidique à base de COC (Figure 30) pour créer des doubles émulsions grâce à 2 

canaux : 1 recouvert avec TiO2 étant hydrophile et l’autre de COC nu étant hydrophobe.
195

 

 

Figure 30 Images MEB des micro-canaux recouverts de TiO2 en 5 couches 195 

Dans cet article et dans un autre traitant du dépôt de TiO2 sur le COC par PVD (Physical 

Vapor Deposition) 
196

, ils évoquent la bonne stabilité de la couche de TiO2 soit au cours du 

temps avec la possibilité de réactiver la surface par irradiation UV 
195

, soit à différentes 

conditions chimiques.
196

 Pour apporter des propriétés optiques et hydrophiles au COC, 

certains ont étudié la fabrication de nanocomposites de COC contenant des pourcentages entre 

1 et 15% de nanomatériaux (SiO2, TiO2) 
197-200

, généralement cela améliore les propriétés du 

COC (thermique et optique) mais aucun ne fait mention de post-fonctionnalisation de surface 

de leurs composites. 

5.2.2 Activation par plasma de la surface 

Le plasma est un gaz contenant des ions, des molécules ou atomes à l’état excité, des 

radicaux, des électrons et des photons, le tout étant électriquement neutre. En soumettant un 

gaz à l’action d’un champ électrique ou électromagnétique à basse pression (0,1 à 10
4
 Pa), on 

obtient des milieux lumineux appelés plasmas froids basse pression. Dans ce champ 

électromagnétique, les particules sont accélérées et peuvent entrer en collision. Lorsqu’un 

électron percute une molécule ou un atome, il transfère une partie de son énergie et modifie 

ainsi l’énergie interne de l’atome ou de la molécule. On voit donc apparaître des espèces 

gazeuses réactives sous forme radicalaire ou moléculaire qui sont caractéristiques de la chimie 
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plasmatique. Le fait que le plasma soit de type froid, c'est-à-dire que la température 

macroscopique du gaz est voisine de la température ambiante, permet de ne faire réagir que la 

surface des matériaux sans détériorer les propriétés du polymère. 

Selon les fonctionnalités que l’on souhaite introduire en surface, il suffit que le gaz contienne 

les molécules ou atomes contenant ces mêmes fonctions (N2 ou NH3 pour introduire des 

fonctions amines 
201

, O3 pour introduire des fonctions oxydées 
202-204

, CHX3 pour introduire 

des fonctions halogènes 
205

) , ces fonctionnalités pouvant être utilisées par la suite pour 

immobiliser des bioéléments.
206

  

Concernant la modification du COC, Kai et coll. ont étudié l’adsorption de la γ-globuline sur 

du COC modifié par plasma avec différents groupements fonctionnels faisant varier l’angle de 

contact.
207

 Liu et coll. fabriquèrent des valves de contrôle pour la microfluidique en préparant 

un sandwich COC-PDMS-COC avec une activation de la surface du COC par décharge 

corona .
208

 Cette technique a été étudiée en détail par mon prédécesseur au laboratoire, Florian 

Brisset. Il a en effet fait varier des paramètres tels que la pression, la puissance ou le gaz 

utilisé pour modifier la surface du COC avant d’effectuer des greffages en surface. Nikolova 

et coll. font adhérer des métaux sur le COC activé par plasma 
210

 ce qui amènera  dix ans plus 

tard Ooi et coll. à utiliser des complexes de coordination comme glue sur la surface du COC 

pour y fixer des anticorps, mais ils n’utiliseront pas le plasma et mettront simplement le COC 

en contact avec une solution métallique.
211

 Ce métal forme une « sous-couche » active.  

5.2.3 Formation d’une « sous-couche » active 

Une sous-couche active est le plus souvent formée d’un polymère possédant des fonctions 

chimiques différentes des liaisons C-C et C-H du COC qui permettront de venir conjuguer les 

bioéléments tout en camouflant la surface hydrophobe du COC. 

La création de cette couche polymère s’effectue souvent en présence d’un photo-initiateur qui 

va venir arracher un proton aux chaînes carbonées à la surface du plastique. De ce fait des 

radicaux carbone vont apparaître en surface et vont initier la polymérisation des monomères 

présents dans la solution. En résultera la création d’un polymère ramifié présentant des 

fonctions chimiques réactives différentes selon le type de monomère utilisé. 
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Un photo-initiateur couramment utilisé est la benzophénone, à l’état normal S0, elle absorbe 

les irradiations dans l’UV lointain (≈250 nm) et passe à l’état excité S2 – Π, Π* (110 

kcal/mol). Cet état excité a un temps de vie très court (10
-12

s), il va donc se transformer en un 

état « super-chaud » S1 – n, Π* (76 + Δ kcal/mol) qui par collision avec la surface du 

polymère (PH) va transférer l’énergie en excès (Δ kcal/mol). Les états triplet de la 

benzophénone BPT2 et BPT1 ayant un temps de vie plus long (≈10
-3

 – 10
-2

 s) se forment 

successivement à partir de S1 qui est comme S2 à vie courte (≈ 10
-9

 s), et viennent réagir avec 

un hydrogène excité de la surface du polymère.
212

 Ce photo-initiateur fut utilisé sur le COC 

avec des monomères de type acryle 
213

, de type vinyle 
214

 (Figure 31) ou de type 

méthacrylate.
215

 On peut noter que les monomères de type acryle ont pu être polymérisés sur 

une surface activée par plasma.
216

 

 

Figure 31 Activation de la surface du COC avec la benzophénone puis polymérisation du MPC (2-
méthacryloyloxyéthylphosphorylcholine)214 

Une autre catégorie de photo-initiateurs a été étudiée ces dernières années. Il s’agit des 

dérivés de perfluorophénylazide (PFPA). La photochimie des aryles azides est variée et le 

composé réagira différemment selon les conditions expérimentales (température par exemple) 

(Figure 32).  Le groupement azoture réagit sous l’action des UV et se transforme en nitrène 

qui est très réactif. L’ajout de groupement fluor sur le cycle permet d’éviter l’agrandissement 

de cycle (I). La réaction à basse température, elle, favorisera le croisement inter-système 

(intersystem crossing ISC) (III). Pour la fonctionnalisation de surface c’est d’une part 

l’insertion dans une liaison C-H qui est intéressante (II) et d’autre part la nature hétéro-bi 

fonctionnelle des PFPA qui permet de relier ensemble deux types de molécules ou matériaux 

via deux centres réactifs.
217

 L’utilisation de ces composés PFPA sur le COC a été développée 
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par Mecomber et coll. qui ont fabriqué des biocapteurs enzymatiques 
218

 et également par 

l’équipe du Pr. Choi qui ont introduit des « sous-couche » polymères anti-biofouling.
219, 220

 

 

Figure 32 Description simplifiée de la photochimie des phénylazides : agrandissement de cycle (I), réactions d'addition ou 
d'insertion (II) et ISC (III) 217Former une liaison covalente sur le COC 

Récemment, Carvalho et coll. ont développé une méthode d’oxydation dans des conditions 

douces (complexe cuivreux et eau oxygénée) pour l’introduction préférentielle de liaison C-

OH en surface du COC dans un système microfluidique.
221

 Cette technique étant très récente, 

nous avons suivi la méthode utilisée par Brisset et coll. qui impliquait la création de liaison 

covalente avec la surface du COC en utilisant les sels de diazonium 
187

 pour développer la 

fonctionnalisation du COC. Je vais donc maintenant vous présenter la chimie des sels de 

diazonium, ceux que j’ai synthétisés et leur accroche en surface du COC ou de l’or. 

5.3 Les sels d’aryldiazoniums 

Découverts en 1858 par J. P. Griess lors de l’élaboration d’un test de détection des ions 

nitrites 
222

, les sels de diazoniums sont des composés possédant une fonction N2
+
 formés à 

partir d’une amine. Ce sont des molécules peu stables qui se décomposent sous l’action de la 

chaleur (parfois de manière violente par explosion) ou par réduction chimique ou 

électrochimique qui libère le groupement diazote produisant ainsi un radical. 
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Dans le cadre de ma thèse nous nous sommes concentrés sur les sels d’aryldiazoniums 

synthétisés à partir d’aniline. Une grande variété de ces précurseurs sont disponibles 

commercialement. Ainsi l’offre commercialement limitée en sel de diazonium n’est pas un 

frein car la synthèse de ces sels à partir des anilines est assez simple ce qui nous permet de 

préparer des synthons portant diverses fonctions d’intérêt. La nature de ces groupements a une 

influence sur la synthèse du diazonium et sur la stabilité du produit formé car la charge 

positive du diazonium se retrouve plus ou moins délocalisée sur le cycle aromatique.  

 

Figure 33 Réaction des radicaux issus de sels d'aryldiazoniums 223 

Lors de la perte du diazote, le radical formé peut servir soit à former de nouvelles molécules 

comme présenté par Heinrich 
223

 (Figure 33) ; ou bien servir à fonctionnaliser la surface d’un 

matériau. Si le cycle aromatique est encombré, cela peut bloquer l’approche de la surface ou 

d’une autre espèce réactive vers le radical. C’est pour cela que nous avons concentré nos 

recherches sur des sels ayant le groupement d’intérêt en position para de la fonction N2
+
 pour 

limiter les contraintes stériques. 

Récemment Jiang et coll. on fait une revue de la littérature sur les couches organiques créées 

sur des surfaces à partir de sels d’aryldiazoniums et leurs applications.
224

 Dans la suite de ce 

chapitre, je vais vous présenter les différents sels d’aryldiazoniums préparés et leur utilisation 

pour la fonctionnalisation de surface puis le développement des techniques de couplage sur 

ces surfaces modifiées. 
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5.4 Préparation d’aryldiazoniums 

Nous avons décidé de suivre des voies de synthèse permettant d’isoler les sels de diazoniums 

car cela facilite les manipulations ultérieures. En choisissant un contre-ion tétrafluoroborate 

nous pouvons isoler les sels et les conserver à -20 °C. Nous faisons réagir l’aniline présentant 

la fonctionnalité souhaitée (COOH, NH2, alcyne ou autre) dans l’acide tétrafluoroborique en 

présence de nitrite de sodium dissous dans le minimum d’eau milliQ à une température entre 

0 °C et -5 °C.
225-229

  

 

Figure 34 Différentes voies de synthèse des sels de diazoniums 

Cette technique I présente plusieurs avantages par rapport à d’autres méthodes (Figure 34). 

Par exemple, la réaction II en milieu organique et en présence de tétrafluoroborate de 

nitrosonium nécessite une manipulation à -40 °C dans une boîte à gants 
230, 231

, conditions ne 

pouvant pas être mise en application au laboratoire. La technique III se fait à sec dans un 

mortier 
232

, ce qui peut présenter certains risques lorsque l’on sait que les sels de diazoniums 

peuvent être explosifs. Sur le même principe que la réaction III, diverses diazotations se font 

grâce à de l’acide sulfurique supporté.
233, 234

 

5.4.1 Sels utilisés pour les greffages de surfaces 

Le  premier type de sel que j’ai synthétisé a été le 4-carboxybenzène diazonium 2 (CBD) 

(Schéma 27). La fonction acide carboxylique est l’une des deux fonctions impliquées dans les 
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couplages peptidiques. Nous avons suivi le protocole expérimental utilisé par Florian Brisset ; 

les détails sont donnés en annexe. On obtient le CBD 2 avec un rendement de 84%.  

 

Schéma 27 Synthèse du 4-carboxybenzène diazonium 

En spectroscopie infrarouge, les bandes caractéristiques de ce sel sont une bande à 2287 cm
-1

 

qui correspond à la vibration de la liaison N
+
≡N du diazonium et une bande à 1053 cm

-1
 qui 

est attribuée au contre-ion BF4
-
. On peut aussi noter un pic à 3110 cm

-1
 pour l’élongation de la 

liaison O-H de l’acide carboxylique et à 1705 cm
-1

 pour le C=O. On note enfin le couple 1600 

cm
-1

 et 1400 cm
-1

 des C=C aromatiques. En RMN, comparé au spectre de l’acide 4-

aminophénylacétique, on remarque un déblindage des signaux de protons aromatiques et du 

signal du CH2-CO2H causé par le -N
+
≡N est électro-attracteur.  

Pour immobiliser une protéine ou un autre bioélément possédant une fonction acide 

carboxylique, il est intéressant de posséder une surface aminée pour pouvoir effectuer un 

couplage peptidique. C’est pourquoi le deuxième sel préparé a été le 4-aminobenzène 

diazonium 4 (ABD) (Schéma 28). 

 

Schéma 28 Synthèse du 4-aminobenzène diazonium 

Le protocole de Florian Brisset ne fonctionnant pas avec la 4-phénylènediamine 3, nous avons 

utilisé une synthèse différente faisant intervenir un autre agent de nitrosation, le nitrite de ter-

butyle.
235

 À la différence du CBD, l’ABD 4 est filtré directement et n’est pas rincé avant 

d’être mis au congélateur. Le rendement de cette réaction est de 96%. Nous avons analysé le 

produit par spectroscopie infrarouge et par RMN.   
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Figure 35 Spectre IR de l'aminobenzène diazonium 

En IR (Figure 35), on peut voir comme pour le CBD le pic à 1056 cm
-1

 qui correspond au 

contre-ion BF4
-
, le pic de la liaison –N

+
≡N se trouve à 2180 cm

-1
 au lieu de 2285 cm

-1
. Cette 

différence s’explique par le phénomène donné par Nuttal et coll. 
236

 (Figure 36). Le transfert 

de charge dans la structure amène à une structure proche des quinones (II) qui a un spectre IR 

spécifique. 

 

Figure 36 Structures des p-aminobenzène diazonium contribuant au spectre IR de l’ABD 236 

En RMN 
1
H (voir spectre en annexe), l’apparition de doublet dans la zone des protons 

aromatiques montre bien que le composé n’est plus symétrique, symétrie qui était déterminée 

par l’unique pic à 6.4 ppm du spectre de la p-phénylènediamine 3. 

Plus récemment nous avons également préparé un sel d’éthynylbenzène diazonium 6 (EBD) 

(Schéma 29) car insérer une triple liaison sur la surface du COC présente deux avantages : 

premièrement la possibilité de faire des couplages de Sonogashira en surface comme Qu et 

coll. 
237

 et deuxièmement l’utilisation de chimie Click comme Ladner et coll. 
238

. À la 
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différence de ces deux références, nous immobiliserons la triple liaison en surface comme 

testé par Collins et coll.
239

 Pour préparer ce sel, nous avons suivi le protocole de Zhang et 

coll.
240

 

 

Schéma 29 Synthèse du 4-éthynylbenzène diazonium 

La 4-éthynylaniline 5 est traitée avec du nitrite de ter-butyle comme dans le précédent 

protocole mais en fin de réaction la solution est diluée avec 20 mL d’Et2O avant d’être mise 

au congélateur pour faciliter la précipitation des sels.  

Le spectre IR de l’EBD présente bien les pics caractéristiques du sel de diazonium ; c’est-à-

dire un pic à 2288 cm
-1

 pour l’élongation de la liaison N
+
≡N et un pic à 1053 cm

-1
 pour BF4

-
. 

Sont également visibles : un pic à 3262 cm
-1

 qui vient de l’élongation de la liaison ≡C-H, un 

pic à 2114 cm
-1

 pour la liaison C≡C ; le couple de pics à 1580 cm
-1

 et 1412 cm
-1

 des C=C 

aromatiques ; à 1293 cm
-1

 un pic pouvant provenir de l’élongation de la liaison Car-N et pour 

finir un pic à 843 cm
-1

 des C-H aromatiques. 

 En RMN nous observons le même phénomène de déblindage des signaux de tous les protons 

et la disparition du signal correspondant au NH2 (Figure 37). Les protons aromatiques de 

l’aniline à 7.2 ppm et 6.5 ppm passent à 8.5 et 8.0 ppm sur le diazonium, et le proton de 

l’alcyne à 3.1 ppm sort à 4.2 ppm.  
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Figure 37 Comparaison des spectres RMN de l'éthynylaniline (rouge) et de l'EBD (bleu) 

5.4.2 Autres sels de diazoniums préparés 

D’autres diazotation ont été expérimentées sur différents composés sans pour autant avoir fait 

l’objet d’utilisations ultérieures dans le cadre de ce projet. 

5.4.2.1 Pour des post-fonctionnalisations différentes des couplages peptidiques 

La possibilité de substituer un groupement halogéné par un thiol en surface d’un polymère 
241

 

permet d’introduire des bioéléments comme dans l’article de McGettrick et coll. qui décrit 

l’immobilisation d’ADN sur une surface bromée.
242

 Nous avons donc préparé des sels de 

diazonium possédant un brome en para de l’amine. La 4-(2-bromoéthyl)aniline 8 n’est pas 

disponible commercialement, donc une étape de substitution nucléophile sur le 2-(4-

aminophényl)éthanol 7 est nécessaire avant la formation du sel de diazonium 9 (Schéma 

30).
243

 L’étape de substitution a un rendement de 73% tandis que la diazotation atteint les 

84% de rendement. Le spectre IR confirme la présence du diazonium par une bande à 2290 

cm
-1

. Ce sel de diazonium avait été greffé sur le COC avec succès par mon prédécesseur.  
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Schéma 30 Préparation du 4-bromoéthylbenzène diazonium 

Les interactions électrostatiques sont une autre option pour déposer des molécules sur une 

surface. Vilà et Bélanger ont déposé un mélange de 4-sulfophényle et 4-aminophényle 

diazoniums sur la surface d’une électrode de carbone pour ensuite faire interagir la couche 

chargée avec des ions métalliques (Cu
2+

, PtCl6
2-

).
244

 Nous avons préparé le 4-

diazoniobenzènesulfonate 11 en dissolvant 1,73 g d’acide sulfanilique 10 dans 100 mL d’une 

solution d’acide chlorhydrique 1M (Schéma 31). Une fois le ballon placé dans un bain de 

glace, une solution à 10% d’excès de nitrite de sodium 1M (soit 0,011 mol- 0,758g dans 11 

mL d’eau) est ajoutée goutte-à-goutte dans le mélange sous agitation vigoureuse. Après 45 

minutes de réaction à 5 °C, le précipité est filtré sur Büchner, rincé avec de l’eau froide et 

séché sous pression réduite. Le produit a été obtenu avec 37% de rendement et stocké au 

réfrigérateur.  

 

Schéma 31 Synthèse du 4-diazoniobenzènesulfonate 

La présence des deux charges sur cette molécule pourrait faire penser qu’elle est plus stable 

que les autres, mais une explosion accidentelle lors de la manipulation de cette dernière 

prouve qu’il faut prendre des précautions avec tous les sels de diazoniums formés. Ce dernier 

sel a été greffé sur COC mais cela n’apparaîtra pas dans la discussion, vous pourrez trouver le 

spectre IR en annexe. Nous avons focalisé nos manipulations suivantes sur les trois sels 

présentés en premier le CBD, l’EBD et l’ABD. 

5.4.2.2 Pour l’éloignement de la surface des fonctions actives 

Le fait d’allonger les chaînes carbonées fixées sur la surface devrait améliorer la réactivité de 

la surface fonctionnalisée (car cela apporte de la flexibilité pour l’accroche du bioélément) et 
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également limiter la gêne stérique lors de l’approche de la cible du biocapteur. Basé sur la 

substitution nucléophilique du brome par les thiols, nous avons fait réagir l’acide 12-

mercaptododécanoïque 12 avec la 4-(2-bromoéthyl)aniline 8 pour former l’aniline 13 

(Schéma 32). Le produit issu de cette synthèse était de forme huileuse de couleur jaune, 

rendant difficile l’établissement d’un rendement. L’étape de diazotation pour obtenir le sel de 

diazonium 14 n’a donné que 40 mg de produit (rendement de 10%), ce qui était insuffisant 

pour effectuer un essai de greffage. La répétition complète de cette réaction n’a pas donné de 

meilleur résultat. 

 

Schéma 32 Schéma réactionnel de la formation de l'acide (2-(4-diazonophénéthylthio)dodécanoïque)) 

5.5 Méthodes de greffage utilisées 

Après la préparation des sels de diazonium, j’ai expérimenté leur greffage en surface en 

suivant les méthodes développées par Florian Brisset au cours de sa thèse.
209

 Je présenterai 

d’abord l’étude du greffage électrochimique sur Or du 4-carboxybenzène diazonium, où nous 

avons évalué l’influence de la technique utilisée (voltammétrie cyclique ou chrono-

ampérométrie). Ensuite seront présentés les greffages chimiques et caractérisations associées 

des différents sels de diazoniums préparés sur le COC par activation UV de la surface. 

5.5.1 Électrochimie sur surface d’Or 

La fonctionnalisation de surface par réduction électrochimique des sels de diazonium est une 

technique classique et populaire, notamment sur les surfaces d’Or 
225-229, 231, 245-263

 car les 

diazonium sont des composés électroactifs.
264

 Dans un montage d’électrochimie à 3 

électrodes, la surface à fonctionnaliser est utilisée comme électrode de travail. Celle-ci est 
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plongée dans une solution conductrice d’aryldiazonium, soit aqueuse soit organique, et à 

proximité des électrodes de référence et contre-électrode de platine, ces trois électrodes étant 

reliées à un potentiostat. Pour un potentiel électrique spécifique, un radical aryle va se former 

et réagir rapidement avec la surface de l’électrode, mais, à la différence des espèces thiols qui 

forment des monocouches autoassemblées sur l’Or, les radicaux aryles vont continuer à 

attaquer la première couche formée et ainsi créer des multicouches plus ou moins épaisses. Ce 

phénomène se contrôle en choisissant la procédure électrochimique adéquate. Par exemple la 

voltammétrie cyclique où le potentiel est balayé entre 2 valeurs définies et ce de façon 

cyclique (>2 cycles), résulte en une couche épaisse et désordonnée.
251, 265

 Une solution si l’on 

désire une épaisseur contrôlée de la couche d’aryle, est d’appliquer un potentiel fixe durant 

une période définie, ce qui s’appelle la chrono-ampérométrie.
225, 228, 251, 258

 J’ai étudié ces deux 

méthodes pour déterminer si elles avaient une influence notable sur les propriétés de surface 

et plus particulièrement sur la densité de greffage évaluée par FTIR.    

Si nous avons choisi de faire ces expériences sur Or, c’est que ce type de substrat nous a 

permis de faire des analyses en SPR
5
 qui ne sont pas possibles sur le COC ; celles-ci seront 

présentées dans le chapitre suivant. 

Nous avons travaillé avec des lames d’Or fournis par Schott (Suisse) ; elles sont composées 

d’une lame de verre possédant une couche de chrome permettant l’adhérence d’une couche 

d’Or (Figure 38). Nous les avons utilisées sans traitement préalable.  

 

Figure 38 Schéma de la structure des lames d'Or utilisées 

La procédure suivie pour les greffages en électroréduction des sels de diazonium est la 

suivante :  

                                                
5 Surface Plasmon Resonnance 
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1. Préparer 100 mL d’une solution d’électrolyte dans l’acétonitrile à 0,1 M. Nous avons 

utilisé soit du tétrafluoroborate de N,N,N-tributyl-1-butanaminium (Bu4N
+
, BF4

-
) soit 

de l’hexafluorophosphate de N,N,N-tributyl-1-butanaminium (Bu4N
+
, PF6

-
). 

2. Préparer 25 mL d’une solution de ferrocène à 0,01 M dans l’électrolyte. Cette solution 

agit comme une sonde électrochimique réversible et nous permet de visualiser la 

passivation de la surface après dépôt.  

3. Préparer 10 mL d’une solution de sels d’aryldiazonium à 0,05 M dans l’électrolyte. 

C’est dans cette solution que seront plongées les électrodes (lame d’Or = W, réf = Pt, 

contre = Pt). 

4. La lame utilisée pour le greffage est analysée en IR avant et après l’expérience. 

5. Une première analyse en voltammétrie cyclique est effectuée dans le sel de fond 

dégazé par bullage d’azote, avec 5 cycles de balayage entre -0,3 V et 1 V. Cette 

analyse permet de vérifier la conductivité de la surface et la propreté du sel de fond.  

6. Une seconde analyse dans le ferrocène d’un cycle entre -0,3 V et 1 V par intervalle de 

0,1 V.s
-1

 permet de déterminer le E
0
 de notre cellule. À noter que les électrodes sont 

rincées entre chaque analyse avec de l’acétonitrile. 

7. L’expérience de réduction du sel de diazonium a lieu à cette étape, soit en 

voltammétrie cyclique soit en chrono-ampérométrie. 

8. Une analyse dans le ferrocène de 5 cycles entre -0,3 V et 1 V permet de vérifier la 

passivation de la surface. 

Il faut noter qu’à partir de l’étape 6, la lame est rincée avec de l’acétonitrile entre chaque 

étape pour minimiser les contaminations qui pourraient avoir lieu si des impuretés étaient 

présentes dans le sel de fond et pour retirer les dépôts de ferrocène. 

5.5.1.1 Étude du greffage du CBD sur Or  

5.5.1.1.1 Conditions initiales 

Le 4-carboxybenzène diazonium 2 ayant été le premier sel que j’ai synthétisé, il fut également 

le premier que j’ai greffé en surface (Schéma 33). La réduction du CBD fut effectuée en 

voltammétrie cyclique avec l’étape 7 sur un intervalle entre 0,4 V et -0,8 V sur 10 cycles.   
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Schéma 33 Électrodéposition de CBD sur surface d'Or 

Le diagramme suivant (Figure 39) nous indique que le pic de réduction de ce sel se situe à 

-0,25 V par rapport à l’électrode de Pt, cette valeur a été calibrée pour obtenir une valeur en 

fonction de la référence ECS (Electrode à Calomel Saturé). 

 

Figure 39 Profil d'électroréduction du CBD 

L’analyse du ferrocène (Figure 40) prouve également que la surface a bien été recouverte 

avec le CBD car l’intensité du signal d’oxydation du ferrocène mesuré à 0,905 V/ECS est plus 

faible après électrodéposition qu’avant. 
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Figure 40 Diagramme du signal du ferrocène avant et après greffage du CBD 

L’analyse IR des lames d’Or avant et après voltammétrie cyclique nous permet également 

d’avoir des informations sur la surface (Figure 41).  

 

Figure 41 Analyse IR de la lame d'Or avant et après fonctionnalisation avec le CBD 
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On note que le spectre de l’Or nu présente des bandes qui montrent que la pollution organique 

est importante sur ce type de surface. Un prétraitement pour nettoyer la surface des lames 

d’Or serait à mettre en place. 

On remarque sur ce spectre : 

 une large bande à 1100 cm
-1

 qui peut être attribuée aux vibrations des liaisons Car-C et 

C-O,  

 une bande à 1440 cm
-1

 qui correspond à la vibration des O-H d’acide carboxylique,  

 une bande à 1630 cm
-1

 provenant des élongations des liaisons C=C aromatiques, 

 un signal à 3300 cm
-1

 venant de l’élongation des O-H d’acide carboxylique. 

Tous ces signaux proviennent bien du CBD greffé en surface. On peut aussi remarquer que la 

bande correspondant au N2
+
 a disparu.   

5.5.1.1.2 Étude de la voltammétrie cyclique 

Nous avons voulu étudier l’influence du nombre de cycle lors d’un greffage en voltammétrie 

cyclique. Nous avons appliqué 1 à 10 cycles puis comparé les intensités électriques mesurées 

en présence du ferrocène et les signaux observés en IR. 

 

Figure 42 Comparaison des diagrammes de voltammétrie cyclique en fonction du nombre de cycles 
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La Figure 42 nous montre que la réduction électrochimique a lieu lors du premier cycle et que 

les cycles suivants ne servent plus à réduire la fonction diazonium, donc un grand nombre de 

cycles n’est pas nécessaire pour faire réagir le diazonium. De même, le signal du ferrocène 

après fonctionnalisation montre que dès le premier cycle la surface est passivée (Figure 43). 

On remarque tout de même un phénomène étrange sur la lame après 10 cycles où le courant 

est plus important que pour les autres lames.  

 

Figure 43 Signal du ferrocène après 1, 3, 5 ou 10 cycles de voltammétrie cyclique 

En IR le résultat suit la même tendance, on retrouve les signaux du CBD mais avec seulement 

une légère amélioration de l’intensité en fonction du nombre de cycles (par exemple à 1410 

cm
-1 

et 1160 cm
-1

) (Figure 44). 
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Figure 44 Spectres IR des lames d'Or utilisées en voltammétrie cyclique avant traitement et après 1, 3, 5 et 10 cycles 

5.5.1.1.3 Étude de la chrono-ampérométrie 

Pour les tests en chrono-ampérométrie, nous fixons le potentiel à -0,3 V pour être en dessous 

du pic de réduction de CBD (-0,25 V) pendant 60 s puis 120 s et enfin 300 s. Nous avons 

analysé le signal du ferrocène des lames fonctionnalisées (Figure 45) ainsi que leurs surfaces 

par spectroscopie IR (Figure 46). 

Le signal du ferrocène montre bien que le temps de traitement a une influence sur la 

passivation de la surface, la passivité augmente avec le temps de traitement appliqué.  

En IR, on retrouve bien les pics caractéristiques du CBD (1550 cm
-1

 et 1400 cm
-1

) et 

l’intensité des bandes augmente également en fonction du temps d’électroréduction ce qui 

signifie que plus le traitement est long plus la surface est recouverte par la couche de radicaux 

aryles (Figure 46). 

En termes d’intensité de signaux en spectroscopie IR, le traitement par voltammétrie cyclique 

avec 5 cycles offre le meilleur résultat, le dépôt couvre bien la surface d’où la passivation 

quasi-totale. 
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Figure 45 Signal du ferrocène après traitement en chrono-ampérométrie des lames d'Or par le CBD 

 

Figure 46 Spectres IR des lames d'Or avant et après traitement en chrono-ampérométrie 
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5.5.1.2 Greffage électrochimique de l’éthynylbenzène diazonium (EBD) sur Or 

Nous avons effectué le greffage de l’EBD 6 en balayant de 0 V à -0,4 V sur 30 cycles en 

suivant les mêmes étapes que présentées en Schéma 34. Comme nous ne connaissions pas le 

comportement de ce sel en électrochimie, par mesure de sécurité nous avons augmenté le 

nombre de cycles utilisés pour avoir un dépôt aussi épais que possible. On note le pic de 

réduction à -0,34 V/Pt (Figure 47). 

 

Schéma 34 Électrodéposition de l'EBD sur surface d'Or 

 

Figure 47 Diagramme de voltammétrie cyclique du greffage d'EBD sur Or 

La disparition du pic de réduction dès le 2
ème

 cycle montre que le greffage a eu lieu car toute 

la surface a été recouverte avec les synthons, l’empêchant donc de conduire le courant.  
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Figure 48 Analyse IR de la lame d'Or fonctionnalisée avec EBD 

Le spectre infrarouge (Figure 48) de cette lame nous indique également que nous avons bien 

la liaison C≡C avec un faible pic à 2100 cm
-1

, idem, un faible signal à 1575 cm
-1

 pourrait 

indiquer la présence des liaisons C=C aromatiques. Les mesures par ATR-FTIR sur surfaces 

métalliques sont peu sensibles, il est donc difficile d’avoir des signaux intenses mais les 

différences entre le spectre de l’or nu et le spectre de l’or greffé avec l’EBD sont 

suffisamment importantes pour conclure à la réussite du greffage. 

5.5.1.3 Greffage électrochimique du 4-aminobenzène diazonium par (ABD) 

 

Schéma 35 Électrodéposition d'ABD sur Or 
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L’aminobenzène diazonium 4 a été greffé sur or par électrochimie en suivant les étapes 

présentées en 5.5.1 et en effectuant 10 cycles de voltammétrie cyclique entre -0,4 V et 0,8 V 

(Schéma 35). Les trois premiers cycles sont présentés sur la Figure 49, on remarque que par 

rapport au CBD, le pic de réduction à 0 V/Pt reste présent malgré les cycles successifs. 

 

Figure 49 Diagramme de voltammétrie cyclique de l’électroréduction de l'ABD 

Une étude de la passivation de la surface fut effectuée pour vérifier que le sel s’est bien greffé 

(Figure 50). La grande similarité des diagrammes obtenus nous indique que la surface est 

encore conductrice, l’absence de passivation présuppose que les diazoniums ne se sont pas 

greffés. 
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Figure 50 Signal du  ferrocène avant (bleu) et après (rouge) traitement par voltammétrie cyclique avec l'ABD 

La lame d’or utilisée pour cette expérience fut analysée par spectroscopie IR avant et après 

traitement (Figure 51) mais au vue des diagrammes d’électrochimie, cela pourrait nous laisser 

penser que les signaux observés sont dus à de l’adsorption. 

On note la présence sur ce spectre IR de : 

 Un pic à 850 cm
-1

 qui correspond au C-H aromatiques, 

 Une bande à 1150 cm
-1

 provenant de l’élongation de la liaison C-N, 

 Un pic à 1650 cm
-1

 correspondant à la vibration de la liaison N-H, 

 Un massif centré sur 3400 cm
-1

 provient de l’élongation de la liaison N-H.  

Et l’absence du pic du N2
+
 qui confirme bien la réduction du diazonium. 
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Figure 51 Spectre IR de la lame d'or fonctionnalisée avec ABD (bleu) et d’une lame d’or nu (rouge) 

Nous avons démontré que les sels de diazonium synthétisés peuvent être greffés 

électrochimiquement sur les lames d’or. Mais l’objectif principal de ma thèse étant la 

fonctionnalisation des lames de COC, l’étude précédente permet de démontrer la preuve du 

concept sur lequel nous basons les expériences de greffage sur polymère qui vont vous être 

présentées maintenant. 

5.5.2 Greffages chimiques sur le COC par activation 

UV de la surface 

Nous avons suivi les conditions établies par Florian Brisset 

pour fonctionnaliser les lames de COC via activation sous UV 

de la surface et en présence d’un réducteur chimique pour la 

dédiazotation du sel de diazonium.  

Dans un pilulier, une solution de 9 mL d’HCl à 0,5 M et d’1 

mL d’acide hypophosphoreux (H3PO2 à 50% p/v) est dégazée 

pendant 10 minutes. Les sels de diazoniums sont ajoutés pour 

Figure 52 Montage réactionnel 
pour le greffage sur COC sous 

activation UV 



 

 

 

 

 

 

 93 

ajuster la concentration à 0,1 mol.L
-1

 puis la lame de COC est plongée dans la solution  

(Figure 52). Le pilulier est mis dans un bain-marie qui est ensuite placé dans l’enceinte du 

four UV ayant préchauffée 20 minutes pour irradier pendant 1 heure. Le matériau du COC 

étant transparent, les deux côtés de la lame sont activés par l’irradiation UV, mais la lame 

flottant à la surface de la solution, les 2 faces ne subissent pas le même greffage. Après 

irradiation, la lame est rincée d’abord à l’eau puis à l’acétone avec un passage aux ultra-sons 

pendant 5 minutes.  

On peut préciser que compte-tenu de l’instabilité des sels de diazonium, il est préférable que 

les greffages aient lieu peu de temps après les synthèses. 

5.5.2.1 COC greffé avec CBD 

 

Schéma 36 Schéma réactionnel du greffage du CBD sur COC 

La réaction de greffage du CBD sur le COC est représentée en Schéma 36. En analyse de 

spectroscopie IR (Figure 53)  on observe le pic qui apparaît à 1720 cm
-1

. Il peut être attribué à 

la vibration d’élongation du groupement C=O de l’acide carboxylique, et celui à 760 cm
-1

 à la 

vibration des C-H aromatiques. On peut conclure que le CBD est bien greffé sur la surface du 

COC. 
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Figure 53 Spectres IR du COC brut (rouge) et du COC greffé avec CBD (bleu) 

5.5.2.2 COC greffé avec ABD 

 

Schéma 37 Schéma réactionnel du greffage du COC avec l'ABD 

La caractérisation du greffage du 4-aminobenzène diazonium 4 sur le COC (Schéma 37) a 

présenté de meilleurs résultats que sur l’or comme on peut le constater sur le spectre IR 

suivant (Figure 54) : 
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Figure 54 Spectres IR du COC brut (rouge) et du COC greffé avec l'ABD (bleu) 

La bande à 1650 cm
-1

 correspond à la vibration de la liaison N-H tandis que la bande vers 

1215 cm
-1

 pourrait être attribuée à l’élongation d’une liaison C-N aromatique. Nous 

retrouvons également le pic à 760 cm
-1

 pour les C-H aromatiques. 

5.5.2.3 COC greffé avec EBD 

 

Schéma 38 Schéma réactionnel du greffage du COC avec l'EBD 

Nous avons greffé le COC avec l’éthynylbenzène diazonium 6 tel que montré par le Schéma 

38. Nous avons analysé la lame fonctionnalisée par spectroscopie IR sur les deux faces pour 

montrer que la fonctionnalisation a bien lieu recto-verso mais dans des proportions différentes 

(Figure 55). Le recto et le verso sont par rapport à la solution, car la lame de COC étant 
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transparente, les rayons UV la traversent. La différence vient du fait qu’étant hydrophobe le 

COC flotte en surface de la solution, donc une des deux faces est moins en contact avec la 

solution ce qui explique la différence d’intensité dans le greffage. 

 

Figure 55 Spectre IR d'une lame de COC fonctionnalisée avec EBD recto (bleu) et verso (rouge) par rapport à une lame de 
COC brut (vert) 

La bande à 3376 cm
-1

 vient de l’élongation de la liaison ≡C-H de l’alcyne. On peut aussi noter 

les bandes à 1600 cm
-1

 et 1510 cm
-1

 des C=C aromatiques. 

Ces résultats montrent que la stratégie utilisée est bien applicable pour modifier des surfaces 

de COC par différents sels de diazoniums. Le but de ma thèse étant d’aller jusqu’à l’accroche 

d’un bioélément sur cette surface fonctionnalisée, j’ai donc testé différentes techniques de 

couplage peptidique sur les surfaces possédant soit le groupement acide carboxylique, soit le 

groupement amine. Pour la surface possédant l’alcyne en surface, je présenterai son utilisation 

dans le chapitre suivant. 

5.6 Mise au point de techniques de couplage en surface 

Dans leur revue de la littérature, Goddard et Hotchkiss précisent bien que les fonctionnalités 

présentes en surface doivent être compatibles avec les sites réactifs du composé devant être 
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lié.
266

 Nous disposons donc de fonctions amine et acide, ce qui fait penser aux acides aminés. 

Une technique pour relier ces deux fonctions s’appelle le couplage peptidique (Figure 56). 

L’utilisation d’agent de couplage (ou cross-linker) est nécessaire pour faire ces réactions de 

couplage. Hermanson dans son livre « Bioconjugate Techniques » 
267

 fait une liste exhaustive 

des agents de couplages pouvant être utilisés, et la recherche de nouveaux agents plus 

efficaces est un domaine toujours d’actualité.
268-270

 

 

Figure 56 Formation d'une liaison peptidique (R groupement alkyl) 271 

Nous avons développé des couplages en surface du COC modifié soit par le CBD soit par 

l’ABD avec des molécules tests présentant des fonctions compatibles avec les couplages 

peptidiques ou bien avec l’estérification. Ces molécules ont été choisies dans le stock de 

produits chimiques disponibles en sélectionnant des groupements fonctionnels permettant 

d’avoir des signaux reconnaissables en spectroscopie IR.  

Pour chaque test de couplage, nous avons préparé deux témoins négatifs :  

 Une lame fonctionnalisée avec le diazonium qui sera mise en présence de la molécule 

test dans le solvant mais sans agent de couplage (témoin 1). 

 Une lame nue qui sera mise dans les conditions de couplage (témoin 2). 

5.6.1 Couplages sur des surfaces COC-COOH 

5.6.1.1 Test des conditions de couplage entre COC-COOH et une amine 

Pour cette expérience nous avons adapté les conditions utilisés par Kelestemur et coll.
272

 pour 

modifier la surface de nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO) comme montré en Schéma 39. 

Le mécanisme de la réaction de couplage via EDC/NHS sera présenté en annexe (Figure 103). 
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Une solution d’1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) à 0,4 M est préparée 

dans 5 mL d’eau distillée. Une solution de N-Hydroxysuccinimide (NHS) à 0,4 M est 

préparée dans 10 mL d’eau distillée. Et pour finir une solution à 0,2 M d’amine cho isie pour 

tester les conditions, la 3-aminopropyltriméthoxysilane 21, est préparée dans 20 mL d’eau 

distillée. Les trois réacteurs seront composés comme suit :  

 Pour le couplage : lame fonctionnalisée + 2,5 mL d’EDC + 5 mL NHS + 5 mL amine 

21 

 1
er
 témoin : lame fonctionnalisée + 5 mL amine 21 

 2
ème

 témoin : lame nue + 2,5 mL EDC + 5 mL NHS + 5 mL amine 21 

Les flacons sont fermés et mis sous agitation grâce à un petit barreau aimanté. On laisse réagir 

pendant 48 heures à température ambiante puis les lames sont rincées à l’acétone, passées aux 

ultrasons et séchées à l’air libre. 

 

Schéma 39 Schéma réactionnel du couplage en surface COC-COOH avec 3-aminopropyltriméthoxysilane 

Les lames furent analysées par spectroscopie IR (Figure 57 et Figure 58). Sur le spectre de la 

surface de COC après couplage, nous pouvons identifier plusieurs pics : 

 à 3350 cm
-1

, une bande correspondant à l’élongation de la liaison N-H, 

 à 1650 cm
-1

, une bande correspondant à l’élongation de la liaison C=O, 

 à 1560 cm
-1

, une bande provenant de l’élongation des liaisons C=C aromatiques, 

 à 1240 cm
-1

, une bande pour l’élongation de la liaison C-N, 

 à 1080 cm
-1

, une bande pour l’élongation de la liaison Si-O-C de l’éther. 

Ces signaux caractéristiques confirment la réussite du couplage à la surface du COC. On 

remarque sur les spectres IR des témoins négatifs (Figure 58) la présence d’adsorption 

principalement sur la lame de COC nue, car les pics visibles sur le témoin 1 peuvent être 
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attribués à la fonctionnalisation acide de la surface de la lame avant traitement. L’intensité des 

pics d’intérêt est également plus forte  sur notre lame couplée que sur les témoins (0,97 % 

pour la bande à 3350 cm
-1

 par exemple contre 0,99 %), ce qui prouve qu’ils viennent bien 

d’une réaction avec les acides de surfaces dont ils ont remplacé les signaux 

 

 

Figure 57 Comparaison des spectres IR du COC brut (vert), du COC-COOH (violet) et des recto (bleu) et verso (rouge) de la 
lame après couplage 

L’utilisation d’EDC/NHS comme agent de couplage pour installer une molécule aminée sur 

une surface acide est donc efficace. Nous avons ensuite testé des conditions d’estérification. 

5.6.1.2 Test des conditions de couplage entre COC-COOH et un alcool 

Dans le cas d’une estérification, c’est-à-dire du couplage entre un acide carboxylique et un 

alcool, nous avons utilisé l’agent de couplage TBTU (Tétrafluoroborate de (1H-benzotriazol-

1-yloxy)(diméthylamino)-N,N-diméthylméthaniminium) et suivi le protocole de Twibanire et 

Grindley 
273

 (Schéma 40). 
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Figure 58 Spectres IR des témoins négatifs du couplage peptidique avec EDC/NHS 

Dans des piluliers contenant des barreaux aimantés nous avons mélangé 1 équivalent de 

TBTU (1,25 mmol) et 2 équivalents d’une base, la diisopropyléthylamine (DIEA) (2,50 

mmol) dans 3 mL de DMF. Une première phase d’activation de la surface se fait pendant 30 

minutes sous azote puis selon la lame de COC mise en solution nous avons ajouté : 

 

Schéma 40 Schéma réactionnel du couplage entre le COC-COOH et le 3-diéthylaminophénol 

 Pour le couplage sur lame fonctionnalisée : 1,25 mmol de 3-diéthylaminophénol (3-

DEAP) 23 dans 1 mL de DMF 
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 Pour le témoin sur lame nue (témoin négatif 2) : 1,25 mmol de 3-DEAP 23 dans 1 mL 

de DMF 

 Pour le témoin sur lame fonctionnalisée (témoin négatif 1) : 4 mL de DMF contenant 

1,25 mmol de 3-DEAP 23 seulement 

Après une nuit de réaction à température ambiante, les lames sont rincées à l’eau puis à 

l’acétone. Une première série d’analyse IR est effectuée avant un passage aux ultrasons 

pendant 5 minutes dans l’acétone puis les lames sont analysées de nouveau (Figure 59, Figure 

60). Les bandes caractéristiques de ce couplage sont : 

 à 1715 cm
-1

, l’élongation de la liaison C=O, 

 à 1610 cm
-1

 et 1520 cm
-1

, les déformations des liaisons C=C aromatiques, 

 vers 1440 cm
-1

, la déformation de liaison C-H d’alcane (CH2 avant le groupement 

ester), 

 idem vers 1340 cm-1, les déformations des liaisons C-H des éthylamines, 

 Entre 1340 cm
-1

 et 1260 cm
-1

 se trouve l’élongation de la liaison C-N aromatique, 

 

Figure 59 Comparaison des spectres IR du COC-COOH (bleu) et de la lame après couplage (vert) 
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 Entre 1310 cm
-1

 et 1250 cm
-1

, l’élongation de la liaison Car-O, 

 Entre 1210 cm
-1

 et 1163 cm
-1

, l’élongation de la liaison C-O de l’ester et 

 Entre 1250 cm
-1

 et 1020 cm
-1

 les élongations des liaisons C-N, 

Cette analyse confirme la réussite du couplage avec TBTU. 

L’analyse IR des deux lames témoins (Figure 60) illustre bien l’adsorption qui a lieu lors de la 

réaction de couplage et que le traitement sous ultrasons est nécessaire et suffisant pour 

évacuer les molécules adsorbées. 

 

Figure 60 Spectres IR des témoins négatifs 1 et 2 avant (pointillés) et après (trait plein) traitement ultrason 

5.6.2 Couplages sur des surfaces COC-NH2  

Le couplage peptidique implique d’abord l’activation de la fonction acide carboxylique puis 

l’insertion de l’amine. Nous avons établi que l’activation de l’acide en surface est faisable. 

L’amine en surface pourrait présenter des problèmes de réactivité dus à la gêne stérique c’est 

pour cela que nous avons également testé les couplages sur nos surfaces de COC modifiées 

avec l’ABD 19. 
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5.6.2.1 Test des conditions de couplage entre COC-NH2 et un acide 

 

Schéma 41 Schéma réactionnel du couplage sur COC-NH2 avec l'acide 2-hydroxisobutyrique 

Les conditions employées dans ce couplage sont les mêmes que précédemment dans 5.6.1.1, 

le schéma réactionnel de cette expérience est représenté en Schéma 41. Une solution d’EDC à 

0,4 M dans 5 mL d’eau distillée, une solution de NHS à 0,4 M dans 10 mL d’eau distillée et 

une solution d’acide 2-hydroxisobutyrique 25 à 0,2 M dans 20 mL d’eau distillée sont 

préparées. Dans des piluliers équipés de petits barreaux aimantés nous plaçons : 

 Une lame fonctionnalisée avec 2,5 mL d’EDC, 5 mL de NHS et 5 mL d’acide 25, 

 Une lame fonctionnalisée avec 5 mL d’acide 25 

 Une lame nue avec 2,5 mL d’EDC, 5 mL de NHS et 5 mL d’acide 25. 

Après 48 heures d’agitation dans le pilulier fermé à température ambiante, les lames sont 

rincées à l’acétone, passées aux ultrasons et séchées à l’air libre avant d’être analysées par 

spectroscopie IR (Figure 61).  Les bandes présentes sur ce spectre peuvent être attribuées 

comme suit : 

 3480 cm
-1

, élongation de l’O-H 

 3375 cm
-1

, élongation du N-H 

 1705 cm
-1

, élongation du C=O 

 1645 cm
-1

, déformation du N-H 

 1565 cm
-1

, élongations de C=C aromatiques 

 1470 cm
-1

, déformation des liaisons C-H alcane 

 1215 cm
-1

, élongation de la liaison C-N 

 1080 cm
-1

, élongation de la liaison C-O 

 975 cm
-1

, déformation des liaisons C=C 
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Figure 61 Spectres IR du COC brut (rouge), du COC-NH2 (bleu) et après le couplage avec l'acide 2-hydroxisobutyrique 
(vert) 

 

Figure 62 Spectres IR des lames témoins négatif dans le couplage COC-NH2 + acide 
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Les analyses IR des lames témoins (Figure 62) nous montrent que dans ce cas nous avons eu 

peu d’adsorption. On peut noter également que toutes les molécules adsorbées sont bien 

éliminées aux ultrasons (données non présentées). 

5.6.2.2 Test des conditions de couplage entre COC-NH2 et un alcool 

 

Schéma 42 Schéma réactionnel du couplage test entre COC-NH2 et 3-DEAP 

Pour ce couplage nous souhaitions suivre un protocole vert en effectuant le couplage dans 

l’eau comme le font Padiya et coll. 
274

 mais nos précurseurs ne sont pas solubles dans l’eau. 

Dans leur article, ils mesurent l’efficacité du couplage dans différents solvants pour pouvoir 

comparer avec l’eau. Le DMF donnant de bons résultats dans leur étude et étant le solvant 

usuel dans les synthèses qui seront présentées en chapitre 3, nous avons décidé de l’utiliser 

pour ce couplage (Schéma 42). Dans des piluliers placés dans un bain de glace, la surface 

amine de la lame de COC 19 est activée avec 1,2 mmol de carbonyldiimidazole (CDI) sous 

agitation pendant 1 heure. Au bout de cette heure, 1 équivalent de 3-DEAP 23 est ajouté et la 

réaction continue pendant 2 heures à température ambiante. Les lames sont ensuite rincées à 

l’eau, puis à l’acétone et ultrasons, puis séchées à l’air libre. 

L’analyse IR des lames (Figure 63) devrait donner un résultat similaire à ceux de 

l’estérification avec TBTU car nous avons utilisé la même molécule test, mais ce n’est pas le 

cas. On s’attend à trouver des bandes pour l’élongation des liaisons C-N vers 1300 cm
-1

 ou 

pour la liaison Car-O vers 1200 cm
-1

. Par rapport à la lame COC-NH2 19, on observe la 

disparition du pic à 1650 cm
-1

 qui correspond à la déformation du N-H. Le pic à 1720 cm
-1

 

pourrait correspondre à l’élongation du C=O et la bande à 1060 cm
-1

 à l’élongation du C-O, 
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mais il est difficile de le dire avec certitude. Nous ne pouvons pas conclure à la réussite de ce 

couplage. 

 

 

Figure 63 Spectres IR du COC brut (gris), COC-NH2 (vert) et de la lame après couplage (bleu) 

6 Conclusion 

Dans ce chapitre nous avons vu que nous pouvions transformer la surface du COC, un 

matériau intéressant pour une utilisation comme transducteur du fait de sa biocompatibilité et 

de son faible coût de fabrication. Cette transformation implique l’utilisation de sels 

d’aryldiazonium, composés chimiques versatiles permettant d’introduire diverses 

fonctionnalités, telles qu’acide, amine ou alcyne, à la surface de matériaux par différentes 

voies de fonctionnalisation (électrochimique ou photochimique). Finalement nous avons 

prouvé que ces fonctionnalités pouvaient être activées pour permettre le couplage de 

molécules de petite taille à la surface du COC. A chaque étape, nous avons utilisé la 

spectroscopie infrarouge pour caractériser les différentes modifications intervenues à la 

surface de nos matériaux.  
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Dans le chapitre suivant, je présenterai comment notre molécule d’intérêt, l’isatine, a été 

préparée pour être introduite à la surface du COC. Puis les couplages et autres réactions en 

surface avec ces isatines modifiées seront décrits.  
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Chapitre 3 : Modification de l’isatine et 
couplage en surface 
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7 Introduction 

Dans le chapitre 2 nous avons développé des méthodes de couplage en surface d’un COC 

modifié. Nous avons déterminé des conditions adéquates pour coupler des molécules 

possédant des fonctions alcool, acide et amine (représenté par la lettre B dans la Figure 64).  

 

Figure 64 Schéma rétrosynthétique résumé de la thèse et détail sur le chapitre 3 

Le but du chapitre 3 est de présenter les protocoles mis en place pour introduire ces fonctions 

sur le motif isatine en évitant toute modification significative de ses propriétés 

antibactériennes. Le groupement pharmacophore de l’isatine implique très probablement le 

motif pyrrolidinedione dont les cétones et l’amine peuvent interagir par liaisons hydrogènes et 

le cycle aromatique qui lui peut se lier par interaction π-π avec un récepteur. Par exemple, 

Binda et coll. ont étudié la liaison réversible de l’isatine à la MAO-B 
275

 par cristallographie 

et ont déterminé que l’isatine formait des liaisons hydrogènes avec le groupement oxo en C2 

et le NH du pyrrole avec des molécules d’eau présentes dans la cavité pour substrat de 

l’enzyme. Pour préserver ces groupements fonctionnels, les modifications de l’isatine doivent 
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donc être préférentiellement effectuées sur le cycle aromatique comme Tavari et coll. 

l’avaient proposé dans une étude antérieure 
276

 (Figure 65). 

 

Figure 65 Exemple d'interaction entre un dérivé d'isatine et une enzyme : les flèches pointillées correspondent à des liaisons 
hydrogènes, les zones bleutées à des interactions hydrophobes 276 

Une technique classique est la substitution électrophile aromatique (1.1.2.2) mais elle 

nécessite l’utilisation de groupements électrophiles, et de travailler parfois dans des 

conditions acides fortes. Nous avons donc décidé d’investiguer des réactions de couplage 

pallado-catalysées de type Sonogashira et Suzuki. Nous présenterons successivement 

l’introduction d’un substituant portant une fonction alcool, puis une amine et enfin les essais 

effectués pour introduire une fonction acide sur le motif isatine. Dans chaque paragraphe, 

nous développerons les synthèses mises au point et les couplages effectués avec les surfaces 

de COC fonctionnalisées. Seront également abordées dans un paragraphe des techniques 

n’ayant pas été présentées en chapitre 2 de greffage in-situ et de couplage de Sonogashira en 

surface qui nous ont permis d’introduire directement le motif isatine sur la surface du COC. 

8 Modification de l’isatine par couplages pallado-catalysés 

On appelle réaction de couplage l’association de deux fragments d’hydrocarbures à l’aide 

d’un catalyseur métallique. Jusque dans les années 60 on ne pouvait observer ce genre de 

couplage qu’avec des composés organométalliques (organomagnésiens ou organolithiens) qui 

sont des entités très réactives. À titre d’exemple, nous pouvons citer le couplage de Würtz,
277
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basé sur la formation d’un composé organosodique.
278

 Ce type de couplage est également 

observé en tant que réaction secondaire d’un organomagnésien avec un halogénoalcane 

(Figure 66). On catégorise ces deux réactions dans les homocouplages, car les deux fragments 

d’hydrocarbure couplés sont identiques. 

 

Figure 66 Couplages de Würtz 

 En 1972, Kumada en introduisant le nickel comme catalyseur dans cette réaction, permet de 

faire un couplage croisé entre un organomagnésien et un halogénoalcane
279

 (Figure 67). Le 

couplage de Kumada peut être considéré comme le précurseur des couplages croisés 

modernes métallo-catalysés. Il a ainsi introduit un mécanisme en trois étapes (addition 

oxydante, transmétallation et élimination réductrice), et le recours à des ligands phosphorés.  

 

Figure 67 Couplage de Kumada : mécanisme catalytique en trois étapes280 
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Les couplages croisés couplent un composé organométallique de type R-M, R étant le 

fragment organique et M le cœur métallique, avec un halogénure de type R’-X pour créer le 

produit R-R’ issu d’une nouvelle liaison carbone-carbone, R et R’ étant de nature différente. 

Divers métaux de transition ont été étudiés, le nom de la réaction variant selon le métal choisi 

(zinc pour Negishi, bore pour Suzuki, étain pour Stille, cuivre pour Sonogashira et 

magnésium pour Corriu-Kumada-Tamao). Les couplages ont lieu grâce au palladium qui est 

utilisé comme catalyseur. Comme le Pd(0) possède 10 électrons libres, il permet l’addition 

oxydante de composés halogénés. Les catalyseurs commerciaux à base de Pd(II) sont plus 

stables que ceux à base de Pd(0). Ils ont également comme avantage d’être peu toxiques, 

d’être compatibles avec une large gamme de fonctionnalités et d’être éliminés sans grande 

difficulté après réaction. En 2010 les chercheurs Richard Heck, Ei-ichi Negishi et Akira 

Suzuki, dont chacun a donné son nom à une réaction permettant de former une liaison 

carbone-carbone, ont été récompensés par un prix Nobel pour leurs travaux sur « les 

couplages croisés catalysés au palladium en synthèse organique » marquant ainsi l’histoire.
281, 

282
  

Dans le cadre de ma thèse, nous avons exploré deux types de couplages pallado-catalysés : 

d’abord les couplages de Sonogashira, puis ceux de Suzuki. Dans toutes les manipulations 

expérimentées, nous avons utilisé la 5-iodoisatine 28 comme halogénoalcane de départ pour 

introduire le motif isatine. Les avantages de ce composé sont qu’il est commercialement 

accessible et que le groupement iodé est connu pour être plus réactif que les autres halogènes 

car il induit une plus grande polarisabilité et fragilité de la liaison C-X. 

8.1 Introduction d’une fonction alcool 

8.1.1 Utilisation du couplage de Sonogashira 

Le couplage de Sonogashira est le nom donné à la réaction permettant de créer une liaison 

entre un carbone terminal hybridé sp d’un alcyne avec un carbone hybridé sp2 d’un halogéno-

aryle ou vinyle. La réaction à température ambiante, utilisant un catalyseur contenant du 

palladium et de l’iodure de cuivre comme co-catalyseur dans un solvant aminé a été 

découverte par Sonogashira en 1975 (Figure 68).
283

 Peu de temps après, Heck et coll. ont 

développé une méthode différente à haute température et utilisant le palladium seul.
284
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Figure 68 Protocole de synthèse typique d'une Sonogashira co-catalysée 

L’addition de cuivre au système accroit la réactivité mais implique la nécessité d’être en 

atmosphère inerte car la présence d’oxygène pourrait engendrer une réaction d’homocouplage 

de Hay ou Glaser (Figure 69). 

 

Figure 69 Couplage de Glaser 

Le mécanisme de ce type de couplage est encore aujourd’hui incertain car il est difficile 

d’isoler des intermédiaires de réaction pour pouvoir les caractériser.
285

 

 

Figure 70 Cycles catalytiques d'une réaction de Sonogashira 
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Malgré cela on pense que les couplages de Sonogashira se divisent en 2 cycles catalytiques 

indépendants. Un premier cycle, qui fait intervenir le palladium comme catalyseur (cycle Pd 

Figure 70), reprend les bases des cycles classiques pour les couplages croisés. Ce cycle débute 

avec la formation de l’espèce active du catalyseur Pd(0)L2, puis l’addition oxydante du 

partenaire halogéné. Cette seconde réaction est l’étape limitante 
286

  avec une barrière 

d’activation augmentant lorsque la masse molaire de l’halogène diminue. Puis vient une étape 

de transmétallation avec l’espèce cuivrée issue du cycle Cu (Figure 70), et pour finir une 

élimination réductrice du produit de couplage, libérant ainsi le catalyseur qui peut de nouveau 

entrer dans un cycle. 

8.1.1.1 Couplage avec l’alcool propargylique  

Le couplage de Sonogashira requérant l’utilisation de précurseurs contenant un alcyne 

terminal, nous avons commencé nos expérimentations avec l’alcool propargylique 29 qui est 

l’alcool le plus simple contenant un groupement alcyne. Les réactions ont été effectuées dans 

les conditions classiques de couplage de Sonogashira (Schéma 43). 

 

Schéma 43 Réaction de Sonogashira entre 5-iodoisatine et l’alcool propargylique 

Les analyses RMN 
1
H et spectrométrie de masse n’ont pas permis de mettre en évidence la 

formation du composé 30. En effet en spectrométrie de masse le pic de base à m/z = 279,09 

([iodoisatine + 6 H
+
]) pourrait correspondre à la masse de l’iodoisatine ayant le cycle 

aromatique saturé. En RMN 
1
H on note pourtant la présence de plusieurs signaux entre 7.50 

ppm et 7.75 ppm intégrant au total pour 10 protons mais dont la superposition ne permet pas 

une assignation rigoureuse.  

Une réaction « test » menée avec le 3,3-diméthylbutyne 31  a cette fois conduit au produit de 

couplage attendu 32,  montrant que la fonction alcool devait être protégée (Schéma 44). 
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Schéma 44 Test conditions de couplage 

8.1.1.2 Couplage avec le propargyloxytriméthylsilane 

Le couplage a alors été réalisé avec le dérivé commercial sylilé 33 (Schéma 45). Lors de 

l’étape de purification par chromatographie sur gel de silice, la déprotection de la fonction 

alcool a conduit directement au produit souhaité, à savoir le produit 30 avec un rendement de 

46%. 

 

Schéma 45 Couplages de Sonogashira avec le précurseur propargylique ayant la fonction alcool protégée 

Le spectre RMN 
1
H du composé 30 montre un blindage des signaux aromatiques de 7.88 ppm 

à 7.42 ppm et de 7.43 ppm à 7.27 ppm, et l’apparition d’un singulet à 4.06 ppm spécifique du 

CH2 entre la triple liaison et l’alcool. En revanche, l’absence de signal correspondant aux trois 

groupements méthyle du dérivé silylé témoigne de la déprotection qui s’est opérée lors de la 

purification.  

8.1.1.3 Couplage avec le (3-butyn-1-yloxy)(triméthyl)silane 

L’allongement du bras espaceur présentant un intérêt pour éloigner l’élément de 

reconnaissance biologique de la surface et diminuer ainsi les interactions hydrophobes et 

stériques lors de l’approche de la cible, nous avons préparé le dérivé silylé de l’alcool 

homopropargylique (Composé 36, Schéma 46) en suivant le protocole décrit par Hansen et 

coll. 
287
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Schéma 46 Protection de la fonction alcool de l’alcool homopropargylique 

Les mêmes conditions réactionnelles de couplage de Sonogashira que précédemment 

appliquées au précurseur 36 et à l’iodoisatine 28 (Schéma 47) ont alors permis d’obtenir le 

produit souhaité 37. 

 

Schéma 47 Couplage de Sonogashira avec le précurseur homopropargylique 36 

Les analyses par RMN et spectrométrie de masse confirment la formation du produit 37 (cf. 

partie expérimentale). Malgré cela l’étape de purification a été rendue difficile par 

l’insolubilité du produit brut dans le dichlorométhane utilisé pour la séparation 

chromatographique. Nous avons alors directement procédé à une déprotection en milieu acide 

de la fonction alcool sur le produit non purifié. Cette étape n’ayant pas permis d’améliorer le 

rendement ; le dépôt sur colonne a été directement effectué après concentration du brut 

réactionnel sans évaporation à sec. Du fait de la présence de traces de DMF en fin de colonne, 

diverses tentatives de recristallisations ont été effectuées. Cependant seul un lavage avec une 

solution aqueuse de LiCl a permis une diminution significative de la proportion de DMF 

(analyse par GC-MS). 

8.2 Introduction d’une fonction amine 

8.2.1 Utilisation du couplage de Sonogashira 

Comme avec les dérivés de type alcool, nous avons effectué un premier essai de couplage de 

Sonogashira avec l’amine propargylique 38 (Schéma 48). L’analyse RMN 
1
H n’a pas permis 

de mettre en évidence la formation du produit 39.  
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Schéma 48 Essai de couplage de Sonogashira avec la propargylamine 

Des précurseurs aminés ont donc été préparés en protégeant la fonction amine. 

8.2.1.1 Couplage avec le 2-propyn-1-ylcarbamate de 2-méthyl-2-propanyle 

La propargylamine 38 a été protégée par un groupement formiate de 2-méthyl-2-propanyle 

(Boc) (Schéma 49). 

 

Schéma 49 Préparation du 2-propyn-1-ylcarbamate de 2-méthyl-2-propanyle 

Nous avons utilisé ce nouveau précurseur 40 pour effectuer le couplage de Sonogashira avec 

l’iodoisatine 28 (Schéma 50). 

 

Schéma 50 Couplage de Sonogashira avec le précurseur 40 

Le produit 41 a été obtenu avec 54% de rendement. L’étape de déprotection du groupement 

Boc s’est avérée plus délicate. Différentes conditions ont été testées (Figure 71). Tout d’abord 

nous avons additionné une solution d’HCl 4,0M dans le dioxane  au produit 41 dissout dans le 

THF.
288

 Après agitation pendant une nuit à température ambiante la neutralisation du milieu 

par une solution d’hydroxyde de sodium NaOH 1M a conduit à l’ouverture du cycle isatine. 

Le recours à une base moins forte telle que le carbonate de sodium a donné le même résultat. 

D’autres protocoles de déprotection ont alors été mis en œuvre. 
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La deuxième méthode expérimentée a impliqué l’utilisation d’acide trifluoroacétique dans le 

dichlorométhane pendant une nuit.
289, 290

 Après neutralisation par de la triéthylamine, 

l’analyse RMN 
1
H a mis en exergue une dégradation du produit. 

Une nouvelle tentative effectuée dans des conditions plus douces 
291

 ; à savoir un chauffage à 

reflux de l’eau sur une courte période, n’a pas permis de déprotéger la fonction amine. Le 

réactif de départ a été principalement retrouvé en fin de réaction. 

Compte-tenu de ces résultats, nous avons décidé d’effectuer la déprotection en présence 

d’acide chlorhydrique selon le protocole initialement utilisé, mais en s’affranchissant du 

traitement basique ultérieur pour ne pas dégrader l’isatine. Ainsi le composé déprotégé 42 a 

été isolé sous la forme de chlorure d’ammonium.  

 

Figure 71 Tentatives de déprotection du groupement Boc 

Les dérivés soufrés possédant une fonction thiol terminale ayant la capacité de former des 

couches auto-assemblées sur des surfaces d’or, ils sont donc parfois utilisés pour permettre  

une immobilisation d’éléments de reconnaissance biologique.
292, 293

 Dans ce contexte, le 

composé 42 a été engagé dans un couplage peptidique avec de l’acide 3-mercaptopropionique 

43 en présence d’un agent de couplage de type EDC (1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl)carbodiimide) (Schéma 51)
294

 pour introduire une fonction thiol.  
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Schéma 51 Couplage avec la forme ammonium du dérivé d'isatine 42 

Le produit 44 n’ayant été détecté qu’à l’état de traces, nous avons tenté une seconde approche 

visant à effectuer préalablement le couplage peptidique entre le composé 43 et la 

propargylamine 38 
295

 avant d’effectuer le couplage de Sonogashira. Ce couplage peptidique 

n’ayant pas donné le résultat escompté, cette nouvelle voie a été abandonnée. 

8.2.1.2 Couplage avec le 3-butyn-1-ylcarbamate de 2-méthyl-2-propanyle 

Comme précédemment, nous avons souhaité déterminer si l’allongement du bras espaceur a 

une influence sur la reconnaissance du motif d’isatine par les bactéries. La préparation du 3-

butyn-1-ylcarbamate de 2-méthyl-2-propanyle a été effectuée en suivant le protocole de 

Ranyuk et coll.
296

 (Schéma 52).Le produit 47 n’ayant été isolé qu’avec un rendement de 

seulement 9% ; le couplage de Sonogashira ultérieur n’a pas permis de prouver la formation 

du produit attendu compte tenu des trop faibles quantités de réactif mises en jeu (Schéma 53).  

 

Schéma 52 Protection de la fonction amine du l'amine homopropargylique 

Malgré une montée en échelle du composé 47, une nouvelle tentative de couplage de 

Sonogashira n’a pas permis d’obtenir le produit 48 souhaité. 

 

Schéma 53 Couplage de Sonogashira avec le précurseur 47 non efficace dans le DMSO 
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8.2.1.3 Préparation du 2-Propyn-1-ylcarbamate de 9H-fluorén-9-ylméthyle 

Face aux difficultés rencontrées avec la protection par le groupement Boc, nous avons essayé 

de protéger l’amine par un groupement Fmoc (Schéma 54),
297

 la déprotection s’effectuant en 

présence d’une base organique (pipéridine), moins agressive pour l’isatine. Nous avons pu 

ainsi isoler le produit 50 mais avec un faible rendement de 14%, rendement trop faible pour 

nous pousser à poursuivre les investigations. 

 

Schéma 54 Protection de la propargylamine avec un groupement Fmoc 297 

8.2.1.4 Couplage avec la 4-éthynylaniline 

Un autre précurseur aminé, la 4-éthynylaniline 5, a été utilisé pour effectuer le couplage de 

Sonogashira (Schéma 55). Nous avons testé le couplage sans protection préalable de la 

fonction amine, et celui-ci a fonctionné. Malgré tout le rendement de cette réaction est faible 

(12%). 

 

Schéma 55 Couplage de Sonogashira avec la 4-éthynylamine 

Pour essayer d’améliorer le rendement, plusieurs techniques de purification ont été évaluées. 

Une colonne chromatographique a été réalisée en effectuant un gradient d’élution (de 100% 

DCM à 80% DCM : 20%  EtOAc v : v). Lors de l’étape de purification un précipité a été isolé 

par simple filtration, ce qui nous a orienté vers une étape de recristallisation. Différents 

solvants (dichlorométhane, acétate d’éthyle, cyclohexane, éther de pétrole, eau ou éthanol) 

n’ont pas conduit au résultat escompté. Les conditions de purification restent à optimiser. 
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8.2.2 Utilisation du couplage de Suzuki 

Pour introduire une fonction aminée sur l’isatine, nous avons orienté nos investigations sur 

des couplages de Suzuki. Découverte conjointement par Suzuki et Miyaura en 1979, 
298, 299

 la 

réaction de Suzuki a été l’une des synthèses de formation de liaison C-C les plus utilisées 

depuis. 

En mettant en présence des aryles d’acides boroniques et des halogénures d’aryles avec un 

catalyseur au palladium et une base (Figure 72), la réaction de Suzuki-Miyaura permet de 

former des unités biaryles intéressantes car présentes par exemple dans des produits naturels 

300
, des polymères 

301
, des composés pharmaceutiques 

302
 ou phytosanitaires 

303
. 

 

Figure 72 Schéma général de la réaction de Suzuki 

Les organoboranes sont des composés largement utilisés dans la chimie organique car ils 

présentent des propriétés d’acide de Lewis avec une lacune électronique, ce qui les rend très 

réactifs. Les acides boroniques sont pour la plupart stables dans l’air et disponibles 

commercialement, contrairement aux dérivés organozinciques de la réaction de couplage de 

Negishi à préparer avant le couplage, ce qui rajoute une étape de synthèse. On peut également 

noter que leur faible toxicité les rend plus intéressants que les dérivés d’étain nécessaires pour 

le couplage de Stille.   

On utilise le plus souvent des solvants polaires aprotiques tels que le DME 

(diméthoxyéthane), le THF (tétrahydrofurane), l’éther diéthylique pour réaliser les couplages 

de Suzuki, mais de meilleurs rendements peuvent être obtenus avec des solvants permettant 

d’atteindre des températures de chauffage plus élevées tels que le toluène (T° ébullition = 111 

°C), le xylène (T° ébullition = 144 °C) ou le DMF (T° ébullition = 152 °C). Plus récemment 

des couplages de Suzuki dans des solvants « verts » type liquides ioniques 
304, 305

 ou même 

l’eau 
306, 307

 ont été décrits. 
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La base sélectionnée est le plus souvent de nature inorganique (Na2CO3, Cs2CO2, NaHCO3, 

K2CO3, KF ou NaOH), elle influence la vitesse de réaction selon deux mécanismes (Figure 

73), l’un lié au composé boronique et l’autre au palladium. La différence d’électronégativité 

entre le Bore et le Carbone est faible (0,5 sur l’échelle de Pauling) ce qui fait que la liaison  

B-C est peu polarisée, et elle fait donc partie des liaisons les plus fortes. L’espèce borée en 

présence de la base est complexée en boronate ; ce complexe est plus réactif à la 

transmétallation. Lorsque la base est plus faible, on observe la formation d’un complexe 

alcoxy-palladium qui sera plus réactif que son pendant halogéné.
308

 (Figure 73) 

 

Figure 73 Rôles de la base lors du couplage de Suzuki 

Le palladium est le métal de transition le plus utilisé soit à son degré d’oxydation 0 (Pd/C, …) 

soit II (Pd(OAc)2, PdCl2, …) associé à divers ligands (phosphine, pyridine, triazole, …). On 

utilise plus rarement le nickel du fait de sa toxicité même s’il donne de bons résultats.
309

 Le 

cuivre a aussi attiré l’attention des chercheurs dernièrement du fait de la raréfaction de 

certains métaux dont fait partie le palladium.
310, 311

 Ces catalyseurs permettent d’obtenir de 

bons rendements mais avec des quantités pouvant atteindre 10 mol %. On observe aussi 

l’apparition de catalyseurs supportés permettant un meilleur recyclage 
312, 313

 et évitant 

l’utilisation de ligands toxiques. 

D’un point de vue mécanistique, le couplage de Suzuki fait intervenir les 3 étapes classiques 

(Figure 74) :  

 L’addition oxydante : après activation du catalyseur (Pd
II
 à Pd

0
) celui-ci s’insère dans 

une liaison C-X résultant en l’oxydation du métal qui repasse au degré d’oxydation II.  

o L’insertion du palladium forme une espèce cis qui ensuite subit une 

isomérisation trans.
314, 315
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 La transmétallation : selon la base utilisée soit le complexe organo-borate réagira avec 

l’halogéno-palladium
316

 soit ce sera l’alcoxy-palladium qui réagira avec l’acide 

boronique.
317

 

 L’élimination réductrice : le palladium revient à l’état d’oxydation 0 en éliminant le 

produit de couplage, rendant ainsi la réaction catalytique.
318

 

 

Figure 74 Cycle catalytique du couplage de Suzuki 

8.2.2.1 Avec l’acide phénylboronique 

Le couplage de Suzuki dans le cadre de ma thèse a d’abord été testé sur une réaction modèle  

avec de l’acide phénylboronique 52 en présence de dichlorure de bis-triphénylphosphine 

palladium dans le DMF avec une solution aqueuse de carbonate de potassium (Schéma 56) 

319
. La réaction a conduit à plusieurs produits. L’analyse RMN du produit majoritaire obtenu 

après colonne ne permet pas de vérifier l’efficacité du couplage, en raison, notamment, d’une 

superposition des signaux dans la zone aromatique. 
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Schéma 56 Première tentative de couplage de Suzuki sur l'iodoisatine 

Compte-tenu des difficultés d’isolement et d’analyse du produit de couplage, nous avons 

directement opté pour une protection du groupe carbonyle C3 de l’halogénoisatine utilisée 

(Schéma 57).
320

  

 

Schéma 57 Protection de la fonction carbonyle par la formation d'un acétal 

Cette réaction de protection nous a permis d’obtenir le composé 54  avec de bons rendements 

(80%). Le spectre RMN 
1
H montre l’apparition de signaux vers 4.50 ppm caractéristiques des 

protons méthyléniques de l’acétal. 

  

Schéma 58 Condition de couplage de Suzuki par Damgaard et coll. 

Le produit 54 ainsi protégé et mis en réaction avec l’acide phénylboronique 52 a permis 

d’obtenir le produit 55 (Schéma 58) avec un rendement quantitatif (estimation sur la base du 

spectre RMN 
1
H du produit brut joint en annexe). 

8.2.2.2 Application avec l’ester pinacolique de l’acide-aminophénylboronique  

Ces conditions de couplage sont donc appliquées avec l’ester pinacolique de l’acide 

phénylboronique para-aminé 56a ou méta-aminé 56b de moindre coûts que leurs équivalents 

acides (Schéma 59). 
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Schéma 59 Couplages de Suzuki avec une fonction amine sur le composé boronique 

Les composés 57a et 57b ont été respectivement obtenus avec des rendements de 78% et 

56%.  

Compte-tenu de la bonne efficacité de couplage, nous avons testé l’utilisation du dérivé 

d’isatine protégé 54 dans un couplage de Sonogashira. 

8.2.2.3 Test de couplage de Sonogashira sur iodoisatine protégée 

Nous avons donc effectué le couplage entre le dérivé d’iodoisatine 54 et le 3-triméthylsiloxy-

1-propyne 33 (Schéma 60).  

 

Schéma 60 Couplage de Sonogashira avec l'iodoisatine protégée en C3 

Le composé 58 a été obtenu avec un rendement de 35%, donc inférieur à ceux des réactions 

menées sans protection préalable du groupement carbonyle (46%), donc la protection 

n’augmente pas le rendement du couplage de Sonogashira.  

8.3 Tentatives d’introduction de la fonction acide 

8.3.1 Par couplage de Sonogashira 

Nous souhaitions également disposer d’une fonction acide pour les couplages peptidiques, 

mais le test de couplage de Sonogashira avec l’acide 3-butynoïque 59 n’a pas donné le 

composé 60 désiré (Schéma 61). 



 

 

 

 

 

 

 128 

 

Schéma 61 Couplage de Sonogashira avec l'acide 3-butynoïque 

Le suivi CCM de cette réaction montre toujours les spots correspondants aux réactifs de 

départ même après plusieurs heures supplémentaires de réaction (+ 5h), de même qu’en 

analyse RMN, nous ne détectons pas le pic correspondant au CH2 sur l’échantillon post-

colonne chromatographique. Seuls les réactifs de départ ont été isolés en fin de réaction. 

8.3.2 Par couplage de Suzuki 

De même, le couplage de Suzuki fut évalué avec l’ester pinacolique dérivant de l’acide 4-

(carboxyméthyl)phénylboronique 61 et le précurseur d’iodoisatine protégé 54 (Schéma 62). 

 

Schéma 62 Couplage de Suzuki avec l’ester pinacolique de l'acide 4-(carboxyméthyl)phénylboronique 

A la fin d’une première réaction, différentes tentatives d’extraction par solvant organique 

(DCM, EtOAc) n’ont pas permis d’isoler le produit 62. La phase aqueuse a alors été 

concentrée et nous avons tenté à partir du résidu obtenu une recristallisation dans le méthanol. 

Celle-ci s’étant révélée infructueuse, nous avons effectué une analyse RMN 
1
H du produit 

brut dans D2O. L’analyse a permis de mettre en évidence la présence de certains signaux 

caractéristiques du dérivé d’isatine protégée 54, sans toutefois pouvoir prouver que le 

couplage a eu lieu en raison de la présence de nombreuses impuretés dans l’échantillon. 

Un deuxième essai a été réalisé en évitant tout traitement aqueux. Le produit brut a été purifié 

par colonne chromatographique sur gel de silice éluée par un mélange DCM : EtOAc 

(gradient 1 :0 v : v ; 0,5 : 0,5 v : v). Il nous a été possible cette fois d’isoler trois fractions, 

deux d’entre elles correspondant respectivement au dérivé d’isatine 54 et à l’acide boronique 

61 de départ. Seule une fraction de 10 mg nous a permis de mettre en évidence le produit de 
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couplage 62 attendu (Figure 75) accompagné vraisemblablement du produit d’homocouplage. 

Compte-tenu de la faible efficacité du couplage, nous n’avons pas poursuivi les 

investigations. Une protection de la fonction acide pourrait être envisagée avant de réaliser 

cette réaction.  

 

Figure 75 Spectre RMN du mélange entre le produit de couplage 67 et le produit d'homocouplage 

9 Effets biologiques des isatines modifiées 

Grâce aux couplages de Sonogashira et Suzuki, nous avons obtenu 6 dérivés d’isatine 

différents portant soit une fonction amine, soit une fonction alcool, et pouvant être utilisés 

pour la modification de surface (Figure 76). L’isatine ayant des effets antibactériens 

intéressants, nous avons tout d’abord voulu savoir si nos dérivés de synthèse présentaient  

également des activités intéressantes dans ce domaine. Leur pouvoir antibactérien fut donc 

mesuré. Nous avons également étudié la façon dont les dérivés d’isatine interagissent avec la 

protéine bactérienne Ami-C qui est le récepteur des peptides natriurétiques de type C (CNP) 
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chez Pseudomonas Aeruginosa. Pour cela, nous avons donc effectué des simulations 

numériques par docking moléculaire sur le logiciel AutoDock. 

9.1 Mesure de la concentration minimale d’inhibition de croissance 

bactérienne 

Au cours de cette thèse, j’ai eu l’opportunité d’accompagner mademoiselle Eloïse Dufourd, 

étudiante en première année à l’École Normale Supérieure de Lyon lors de son stage au sein 

du Laboratoire de Microbiologie Signaux et Microenvironnement (LMSM) de l’Université de 

Rouen. Au cours de son stage, Eloïse a mené une étude sur l’effet de l’isatine et des dérivés 

que j’ai développés sur la physiologie de Pseudomonas Aeruginosa (Ps. A). Eloïse a 

également testé l’effet de l’isatine et de ses dérivés sur S.epidermidis et S.aureus pour pouvoir 

comparer et évaluer les réponses de bactéries à Gram positif et négatif vis-à-vis de dérivés de 

l’isatine car ces bactéries sont déjà connues pour y être sensibles
321

. 

9.1.1 Étendue des molécules étudiées 

Les dérivés d’isatine étudiés sont donc ceux sur lesquels ont été introduites une fonction 

alcool (30 et 37), une fonction amine (57a, 57b et 51) et le composé 41 ayant l’amine 

protégée. Les effets des différentes fonctions introduites pourront être comparés. Les formules 

chimiques des composés vous sont présentées dans la Figure 76. 

 

Figure 76 Molécules étudiées pour l'impact sur la physiologie de Ps. A 
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9.1.2  Technique de mesure et résultats comparés à l’isatine native 

L’étude a été menée sur différentes souches bactériennes cryo-conservées au sein du LMSM : 

la PA14 pour Ps. A (souche possédant le plus grand nombre de facteur de virulence et la plus 

grande résistance), la MFP04 pour S.epidermidis (bactérie cutanée résistante, contaminant le 

matériel médical) et la ATCC 6538 pour S.aureus (souche de référence responsable de 

nombreuses infections nosocomiales). L’isatine et ses dérivés étant des poudres, ils sont 

dissouts dans du DMF car c’est le solvant dans lequel ils sont le plus solubles et qui 

n’entraîne pas de précipitation lors de la dilution dans l’eau ou le milieu de culture ; 

phénomène observé lors d’essais préalables dans le DMSO. Les bactéries misent en pré-

culture la veille de l’expérience sont ensuite mises dans une plaque de 96 puits (Figure 77). 

Les compositions des puits varient selon la ligne. D’abord des témoins : la première ligne 

contient une solution à 5% de DMF pour évaluer l’impact du solvant sur la croissance des 

bactéries, un témoin de stérilité qui contient du milieu de culture seul et un témoin de 

croissance qui contient de la solution de pré-culture ; ces deux témoins permettent d’évaluer 

les potentielles contaminations et enfin une ligne contenant de l’antibiotique (colistine pour 

Ps. A ou vancomycine pour les Staphylococcus). Ensuite dans les lignes Echantillon et Blanc, 

des dilutions en cascade de 10 mM à 0,01 mM en isatine ou dérivés d’isatine sont préparées 

puis 50 μL culture bactérienne (10
6
 CFU/mL (Colonies Formant Unités)) sont ajoutés dans les 

puits « échantillon ». La plaque est incubée pendant 24 heures à 37°C et l’observation de 

l’inhibition de la croissance bactérienne (CMI) est ensuite effectuée visuellement en étudiant 

la turbidité des solutions. Si la solution est trouble, il n’y a pas d’inhibition donc la 

concentration en molécules (isatine ou dérivé) est insuffisante. 
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Figure 77 Photo d'une plaque de 96 puits utilisée pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et 
schéma explicatif du remplissage des puits 

La CMI (concentration moyenne d’inhibition) de l’isatine  est de 5 mM pour Ps. A et S.aureus 

et de 2,5 mM pour S.epidermidis, donc les concentrations supérieures n’ont pas été testées car 

le but était de définir si la modification de l’isatine améliore ses propriétés antibactériennes. 

Les résultats montrent que les dérivés d’isatine portant un groupement hydroxyle ont une 

activité antibactérienne à 5 mM sur S.aureus et S.epidermidis mais pas sur Ps. A tandis que 

tous les autres dérivés n’ont pas d’activité à des concentrations inférieures ou égales à 5 mM.  

Eloïse a également suivi la croissance bactérienne de Ps. A en fonction de la concentration en 

isatine ou en dérivé 41, cette expérience confirme la précédente car aucun effet n’est visible. 

Elle a effectué d’autres tests comme la survie d’un organisme eucaryote par exemple pour 

évaluer la toxicité de l’isatine et du pourcentage en DMF ou le développement du biofilm en 

statique qui a confirmé que l’isatine n’a pas d’influence directe sur les bactéries Ps. A. Ces 

résultats confortent les hypothèses présentées dans l’article de Rosay et coll. qui présentaient 

l’isatine comme un antagoniste du CNP.
86

 Dans ces travaux, les auteurs proposent une action 

bloquante de l’isatine sur le CNP par compétition au niveau des sites actifs de la protéine 

AmiC. Le paragraphe suivant aborde la technique de docking moléculaire qui nous a permis 

de valider cette hypothèse. 
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9.2  Simulation informatique du docking des molécules dérivées de 

l’isatine sur la protéine Ami-C 

La méthode de docking moléculaire permet de prédire la conformation et le type de fixation 

non-covalente entre une molécule (ligand) et une macromolécule (récepteur) qui amène à la 

formation d’un complexe plus stable. Cette technique, qui a été développée dans les années 

1990, est largement utilisée en biologie et pharmacie dans le cadre de recherche de nouvelles 

molécules bioactives. 
322-325

 Il existe une multitude de logiciel de docking disponible sur le 

marché, tels que Hex, DOCK, AutoDock, Molegro Virtual Docker ou encore GRAMM. Ces 

logiciels se répartissent en deux catégories selon la méthode d’amarrage utilisée : l’ajustement 

de fragments (matching) ou la simulation de trajectoire. Dans la première méthode, un modèle 

« en négatif » du récepteur est construit en inventoriant le volume accessible et les points 

d’interaction tels que les sites électrostatiques, lipophiles ou de liaison hydrogène. Les ligands 

sont décomposés en fragments puis reconstruits dans le modèle négatif du récepteur pour faire 

matcher les géométries et les fonctions chimiques. Cette technique est rapide et permet le 

criblage de larges librairies de composés. 

Dans la seconde approche, le ligand est simulé à l’extérieur du récepteur et on suit sa 

trajectoire d’exploration par des opérations de translation, rotation ou changement de 

conformation pour trouver la meilleure interaction ligand-récepteur en plusieurs cycles. Cette 

méthode est plus précise car elle repose sur un algorithme qui sélectionne à chaque cycle les 

conformations de plus basse énergie et transmet ces informations aux cycles suivants. Le 

résultat en fin d’analyse indique un maximum de dix positions possédant la meilleure 

estimation d’énergie de liaison au récepteur.  

Dans ce travail, nous avons choisi le logiciel autodock pour effectuer nos simulations. Ce 

logiciel fonctionne selon une approche par simulation de trajectoire de sorte à simuler les 

interactions les plus probables entre un ligand et son récepteur. Toutes nos simulations ont été 

réalisées sur une station de modélisation disponible au LMSM. Les performances de la station 

ne nous ont pas permis de travailler avec un récepteur souple. Compte tenu du nombre 

d’acides aminés dans la protéine AmiC, les temps de calculs auraient été beaucoup trop longs. 

Nous avons donc fixé la structure de la protéine AmiC et nous avons travaillé avec des 

ligands en libre rotation axiale. De la même manière, nous avons choisi de travailler avec des 
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molécules non hydratées et en ne conservant que les hydrogènes polaires d’AmiC. Les 

quelques tests préliminaires que nous avions faits, ne montraient pas de réelles différences au 

niveau des interactions intermoléculaires par contre les temps de calculs étaient considérables. 

9.2.1 Étude du Docking étape par étape 

9.2.1.1 Construction du récepteur 

Il a été déterminé qu’AmiC est une protéine de P. Aeruginosa lui permettant de détecter les 

hormones humaines et donc de s’adapter à son hôte. 
86

 Sa structure 3D est très similaire au 

récepteur humain du peptide natriurétique C (hNPRC) et comme nous l’avons vu en chapitre 

1, l’isatine est un antagoniste au CNP, il est donc logique d’étudier de quelle manière elle 

interagit avec AmiC. Nous avons également étudié si la modification de la structure de 

l’isatine jouait sur la manière dont elle agit sur AmiC. La première étape de notre étude était 

donc reproduire la structure d’AmiC dans notre logiciel. 

La Protein Data Bank (PDB) est une base de données mondiale référençant toutes les  

structures cristallographiques des macromolécules connues, obtenues soit par diffraction des 

rayons X soit par RMN. La protéine AmiC est présente dans cette base sous 4 références (3 

correspondent la bactérie PSA et 1 à E. Coli) où on la retrouve en interaction avec différents 

ligands (AmiR, acétamide, butyramide). Les modèles 1pEA et 1qoOp sont les plus utilisés 

dans la littérature. Bien que ces 2 modèles soient décrits avec 375 acides aminés, les 

structures sont relativement différentes. 1pEA correspond au récepteur AmiC complexé avec 

un ligand acétamide à une résolution de 2.1 Å.  Bien qu’AmiC soit décrite sous la forme d’un 

dimère, le modèle 1pEA est présenté sous la forme d’une seule chaîne peptidique. Le modèle 

1qoOp quant à lui était utilisable directement sous la forme de dimère (Figure 78). 
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Figure 78 Monomère 1pEA et dimer 1qoOp 

9.2.1.2 Préparation des ligands et de la macromolécule 

Une fois établie la structure de la macromolécule, elle doit être représentée avec ses 

hydrogènes polaires susceptibles de faire des liaisons hydrogènes, et avec les charges 

partielles de ses atomes. On appelle ces charges Kollman United Atoms.
326

 On fixe également 

la macromolécule comme étant rigide pour limiter le nombre de calculs. Il en va de même 

pour le ligand qui doit avoir tous ses hydrogènes et toutes ses charges partielles qui peuvent 

être calculées avec une méthode empirique, celle de Gasteiger a été utilisée dans notre étude. 

Pour le ligand, on définira si des pivots seront en libre rotation et on renommera les carbones 

aromatiques. Ces manipulations permettent d’obtenir des fichiers de coordonnées atomiques 

au format pdbqt qui pourront être utilisés pour chaque nouvelle simulation. 

9.2.1.3 Calcul des grilles de potentiels  

Une grille est une matrice 3D qui permet de définir la zone du récepteur à étudier : soit dans 

son intégralité, soit dans une région intéressante prédéfinie (Figure 79). C’est un outil de 

calcul rapide pour déterminer les énergies d’interaction entre le récepteur et le ligand. Elle est 

basée sur l’enregistrement à chaque point de la grille, espacés de 0,2 Å à 1,0 Å, d’un potentiel 

d’interaction entre une sonde moléculaire et l’ensemble des atomes du récepteur à proximité 

de ce point. Ce potentiel est évaluable car le récepteur étant rigide, son champ d’interaction 

moléculaire est constant et grâce à l’équation d’énergie libre utilisée.
325
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Figure 79 Schéma d'une grille de potentiels construite autour du site actif d'une macromolécule 325 

C’est cette matrice qui définit le champ d’exploration du ligand et AutoDock affichera les 

solutions d’amarrage possibles dans le volume indiqué. Plus les dimensions de la boîte 

matricielle seront grandes, plus le temps de calcul sera important. L’énergie d’interaction du 

ligand sera calculée en faisant une interpolation tri-linéaire des valeurs d’affinité données par 

les huit points de la grille entourant chaque atome du ligand. Donc le temps de calcul sera 

aussi dépendant du nombre d’atomes composant le ligand, la taille de la macromolécule 

n’intervenant pas. Pour la plupart de nos simulations nous avons travaillé avec des résolutions 

de grille autour des 0.4 Å. 

Différents paramètres sont regroupés dans un fichier texte qui permettra au programme 

AutoGrid de calculer les grilles de potentiels. Ces paramètres indiquent les noms de fichiers 

du ligand et du récepteur ; la position et la dimension de la boîte en indiquant la distance entre 

les points de la grille ; chaque type d’atome du ligand nécessitant le calcul d’une grille et la 

valeur des constantes des différents termes à calculer.  

9.2.1.4 Simulation de l’amarrage de l’isatine sur AmiC 

Une fois les fichiers contenant le ligand et les différentes grilles à utiliser établis, il faut 

choisir la méthode de recherche à utiliser avec les paramètres associés. Nous avons basé notre 

recherche sur un algorithme génétique dans lequel on peut faire jouer des paramètres de taille 

de la population, de niveau de sélection élitiste (c’est-à-dire le nombre de meilleurs individus 

qui survivent jusqu’à la génération suivante), de taux de croisements et de mutations, le 
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nombre de générations et de cycles à exécuter (paramètres d’arrêt si le processus prend trop 

de temps). Un cycle d’amarrage prend fin lorsque : 

 Soit le nombre maximal de générations a été atteint 

 Soit le nombre maximal d’évaluation d’énergie a été atteint 

 Soit une seule solution a été déterminée par la convergence des résultats  

La meilleure solution d’amarrage du cycle est l’individu de la dernière génération présentant 

la meilleure énergie d’interaction récepteur-ligand, elle est enregistrée avant le lancement du 

cycle suivant. On obtiendra donc autant de solutions que le nombre de cycles programmés, 

dans notre étude ce sont 10 itérations qui ont été exécutées à chaque modélisation. 

9.2.2  Résultats obtenus pour le Docking sur AmiC 

Sur le récepteur 1pEA, AutoDock propose 10 sites d’interactions possibles distribués tout 

autour du monomère. L’absence d’affinité préférentielle parmi les 10 solutions proposées 

laisse supposer que 2 chaines peptidiques doivent être modélisées pour avoir une interaction 

entre isatine et AmiC. La Figure 80 présente les sites d’interactions proposées par AutoDock 

lorsque l’AutoGrid inclut le récepteur AmiC complet. Comme pour le monomère, on retrouve 

des isatines distribuées sur l’extérieur des lobes d’AmiC. De manière plus intéressante, 2 

solutions proposent un positionnement de l’isatine entre les lobes d’AmiC. Ces résultats 

confirment les résultats obtenus par Rosay et coll. qui ont travaillé avec le modèle 1qoOp. 

Si cette position est la plus favorable, on peut émettre 2 hypothèses d’interaction :  

 Soit, l’isatine occupe le site d’ancrage du CNP sur le récepteur AmiC (position basse 

sur la Figure 80) ce qui empêche le CNP de venir se fixer. 

 Soit, l’isatine se positionne à l’opposé (position haute sur la Figure 80) ce qui induit 

un réarrangement d’AmiC lequel gêne l’accès du CNP.  
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Figure 80 Résultats du docking de l'isatine en transparence sur 1pEA 

Les simulations effectuées, en utilisant la structure 1qoOp, présentent 5 conformations 

préférentielles où seule la solution numéro 5 propose l’isatine en position haute semblant 

confirmer la seconde hypothèse proposée précédemment (Figure 81).  

À ce stade, les Kd mesurés sont tellement grands qu’il est difficile de juger ces simulations 

d’interaction recevables. Néanmoins, il est intéressant de noter que les Kd estimés par nos 

simulations sont beaucoup plus petits lorsque l’on utilise le modèle 1qoOp (Kd = 300 à 400 

µM) par rapport au modèle 1pEA (Kd = 850 à 1000 µM). Nous avons donc choisi de 

continuer nos investigations avec le modèle 1qoOp et de réduire la taille de la grille afin de 

nous focaliser sur les sites d’intérêt haut et bas.  

La réduction de la grille autour de l’interface entre les lobes s’est montrée déterminante avec 

10 propositions identiques proposant l’isatine en position haute (Figure 82). La seule 

différence entre les 10 propositions correspond à une orientation variable de l’isatine. L’étude 

des sites actifs indique une interaction forte par liaison H entre l’isatine et les ARG 77 et TRP 

306 de la protéine AmiC (Kd = 73 µM).   
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Figure 81 Exemple de différentes positions d'interaction entre l'isatine et la protéine AmiC (modèle 1qoOp) obtenues après 
analyse du docking avec AutoDock 

 

Figure 82 Résultat unique en utilisant une boîte réduite 

Les travaux de Rosay et coll. ont également montré une interaction AmiC-isatine 

préférentielle lorsqu’elle se trouve en position haute. Par contre, on peut noter une différence 

sur la composition du site d’interaction AmiC-isatine. Les travaux de Rosay et coll. indiquent 

que les acides aminés Ile 71, Arg 72, Val 94 et Arg 97 pourraient être déterminants dans 
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l’interaction AmiC-isatine ce qui ne correspond pas à ce que nous avons obtenu. Nous avons 

donc cherché à localiser la grille d’étude autour de ces acides aminés pour une nouvelle 

simulation. Nos résultats confirment 10 solutions possibles dans cette zone d’étude avec une 

implication des 4 acides aminés cités précédemment (Figure 83).  

 

Figure 83 Résultat unique en utilisant une boîte concentrée sur les acides aminés interagissant avec l'isatine (vue d’ensemble 
et vue sur les zones d’interaction) 

En revanche, les Kd obtenus dans ces conformations sont à 150µM indiquant un résultat 

moins favorable que si l’on travaillait dans une zone plus large.  Par suite, nous avons fixé les 

paramètres de la grille et les avons utilisés pour tester les affinités entre la protéine AmiC et 

les dérivés d’isatine synthétisés (Tableau 3). On retrouve un rôle prépondérant de l’Arg 77 

pour tous les dérivés. Il est intéressant de noter que tous nos ligands ont une affinité plus forte 

pour AmiC que l’isatine. Lors des tests antibactériens, nous avons vu que seuls les dérivés 

hydroxylés (composés 30 et 37) conservaient un pouvoir antibactérien comparable à l’isatine. 

Au vu des résultats du Tableau 3, le couple Arg 77 et Arg 97 semble important pour obtenir 

l’effet antibactérien escompté. En effet, les autres modifications de l’isatine impliquent des 

interactions différentes résultant en la perte de l’effet antibactérien du dérivé. On peut noter 
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que le dérivé 51 qui interagit avec Arg 97 et Arg 77 via une liaison hydrogène n’a également 

pas d’effet antibactérien, ce qui semble indiquer que l’Arg 77 doit seulement être dans 

l’entourage de la molécule. Ces résultats sont confirmés par le fait que l’Arg 77 est d’après le 

Tableau 3 important pour l’accroche de l’isatine et par les résultats de Rosay et coll. qui 

concluaient au rôle prédominant de l’Arg 97 dans la reconnaissance du site de liaison.  

Le composé 57b est le seul à ne pas présenter le même site de liaison que tous les autres. Le 

groupement aniline et la libre rotation autour de la liaison simple entre ce groupement 

aromatique et l’isatine peuvent expliquer ce changement de site actif.  

Par ailleurs, nous avons également évalué les capacités de liaison des dérivés aminés 57a. 

L’objectif étant de voir si la présence du groupement acétal modifiait ou non le site 

d’interaction AmiC-isatine. Pour le composé 57a, on trouve des énergies de liaison 

comparables avec ou sans protection. Dans les 2 cas, on retrouve une liaison H avec l’acide 

aminé 77. En revanche, on perd la liaison avec l’Asp 99 si on retire le groupement protecteur.   

Tableau 3 Résultats des modélisations isatine-AmiC 

 Energie de liaison 

(kcal/mol) 

Kd (µM) Acides aminés en liaison 

H 

Isatine -5,6 73 Arg 77 et Trp 306 

Composé 41 -6,2 26,8 Arg 77, Ala 98, Asp 310, 

Arg 307 

Composé 30 -6,3 23,4 Arg 97, Arg 72, Arg 77* 

Composé 37 -6,4 20 Ile 71, Arg 97, Arg 77* 

Composé 57a -7,17 5,5 Asp 99, Arg 77 

Composé 57b -7,36 4,0 Arg 72, Val 94 

Composé 51 -6,67 13 Arg 77, Arg 97 

* acide aminé présent au voisinage de l’isatine mais pas en liaison hydrogène. Plutôt 

interaction hydrophile ou hydrophobe. 
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10 Installation des dérivés d’isatines en surface 

Nous disposons donc de différents dérivés d’isatine possédant des fonctions soit alcool soit 

amine. Dans cette partie seront décrites les différentes stratégies mises en place pour 

accrocher l’isatine sur le COC. Premièrement en transformant les fonctions amines en 

diazonium et en effectuant le greffage en surface. Deuxièmement en utilisant des surfaces 

modifiées grâce aux sels de diazonium pour effectuer des couplages soit peptidiques soit 

pallado-catalysés avec les dérivés d’isatine. 

10.1  Par transformation d’une fonction amine en diazonium 

Un article utilisant la technique des sels de diazonium pour fonctionnaliser l’isatine en 

position 5 montre que l’isatine supporte les conditions expérimentales de formation d’une 

fonction diazonium 
327

. La formation d’une fonction diazonium a été effectuée sur les dérivés 

57a et 57b (Schéma 63).  

 

Schéma 63 Formation du diazonium sur 57a 

Lorsque l’on compare les spectres RMN (présentés en annexe) avant et après l’expérience, on 

note la disparition du pic à 5.19 ppm qui correspondait au NH2, ainsi qu’un shift important de 

tous les pics aromatiques. Le massif provenant des deux CH2 de l’acétal est toujours présent 

et ne se déplace pas. Le produit a également été analysé par spectroscopie IR et nous notons la 

présence du pic du N≡N à 2259 cm
-1

 ce qui confirme également la réussite de la synthèse. 

Malgré la similarité entre la formation du diazonium (HBF4) et la déprotection du carbonyle 

(HCl) 
320, 328, 329

, l’acide tétrafluoroborique n’est pas suffisamment fort pour retirer l’acétal.  

10.1.1 Greffage électrochimique sur lame d’or 

Les synthons 63 obtenus ont été ensuite immobilisés sur or par réduction électrochimique des 

fonctions diazonium en suivant le protocole présenté en 5.5.1. Une masse de 0,0115g de 

Spiro[1,3-dioxolane-2,3’-indol]-2’(1’H)-one, 5’-(4-diazophenyl) 63 est dissoute dans 10 mL 
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d’électrolyte NBu4PF6 à 0,1M. La lame d’or utilisée est plongée dans la solution ainsi que 

deux électrodes de platine servant de référence et de contre-électrode. Trois cycles de 

balayage du potentiel entre -0,4V et 0,8V par rapport à l’électrode de platine sont effectués. 

Ces valeurs sont ensuite ajustées pour correspondre à l’ECS. On voit le pic de réduction de la 

fonction diazonium à -0,035V lors du premier cycle et plus rien de mesurable à partir du 2
ème

 

cycle (Figure 84) ce qui montre que la fonction diazonium a bien été réduite. 

 

Figure 84 Diagramme d'électroréduction de l'isatine-diazonium 63 

La lame d’or greffée fut analysée par spectroscopie IR. Les signaux IR obtenus avant et après 

greffage sont significativement différents (Figure 85). 
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Figure 85 Analyse IR de la lame d'or greffé avec 63 

On observe des signaux provenant principalement du groupement acétal et des cycles 

aromatiques. Par exemple les pics à 1475 cm
-1

 et 1385 cm
-1

 peuvent être attribués à la 

déformation des C-H des groupements méthyles de l’acétal et ceux à 1055cm
-1

 et 1035 cm
-1

 à 

l’élongation des C-O de l’acétal également. Le pic à 880 cm
-1

 vient de la déformation des 

C=C aromatiques et celui à 835 cm
-1

 plus grand vient de la déformation des C-H aromatiques. 

10.1.2  Formation de la fonction diazonium et greffage chimique in-situ sur lame 

de COC 

A partir du dérivé Spiro[1,3-dioxolane-2,3’-indol]-2’(1’H)-one, 5’-(4-aminophényl) 57a nous 

avons formé le diazonium in-situ dans une solution d’acide chlorhydrique à 0,5M à laquelle 

est ajoutée une solution de nitrite de sodium à 0,3M à 0°C. Le mélange est agité pendant 10 

minutes avant que la lame de COC et l’acide hypophosphoreux ne soient ajoutés pour être 

irradié sous UV  pendant 1 heure (Schéma 64). 
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Schéma 64 Greffage du COC par formation in-situ du diazonium sur 62a 

Après un rinçage de la lame à l’eau distillée et à l’acétone, nous l’avons analysée par 

spectroscopie infrarouge (Figure 86). Seuls deux bandes sont significativement différentes du 

spectre du COC nu ; celles à 1715 cm
-1

 et à 1625 cm
-1

 ; et le signal à 2950 cm
-1

 caractéristique 

du COC est moins intense, ce qui semble indiquer qu’il y a bien eu une réaction en surface du 

COC. 

 

Figure 86 Analyse IR du COC 64 
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On peut émettre l’hypothèse que la bande à 1715 cm
-1

 provient de l’élongation du C=O ; celle 

à 1625 cm
-1

 de l’élongation des C=C et les signaux à 1220 cm
-1

 et 1080 cm
-1

 de l’élongation 

des C-O de l’acétal. On peut conclure que COC a bien été greffé avec le dérivé 57a. 

Une autre stratégie explorée est basée sur les couplages peptidiques développés dans le 

chapitre 2. 

10.2  Par couplage avec des surfaces fonctionnalisées 

Nous avons appliqué les conditions de couplage mises au point avec nos molécules « test » 

(5.6) et elles seront présentées dans le même ordre, d’abord celles sur les surfaces de COC-

COOH puis celles en surface COC-NH2. 

10.2.1  Estérification avec TBTU 

Sur une lame fraîchement préparée avec le CBD (COC 18), nous avons effectué une 

estérification entre les fonctions acides en surface et la fonction alcool de l’isatine 37 obtenu 

par couplage de Sonogashira. Dans un pilulier équipé d’un petit barreau aimanté, 1,25 mmol 

de TBTU et 2 équivalents de DIEA (2,5 mmol, 0,45 mL) dans 3 mL de DMF sont mis en 

contact avec la lame fonctionnalisée COC 18 pendant 30 minutes pour activer l’acide. Un 

équivalent d’isatine 37 dans 2 mL de DMF est ensuite ajouté au pilulier et la réaction se 

poursuit pendant 18 heures à température ambiante (Schéma 65). 

 

Schéma 65 Schéma réactionnel de l'estérification en surface avec le dérivé d'isatine 37 
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Deux lames furent préparées à l’identique ; l’une pour les analyses en spectroscopie IR, 

l’autre pour des analyses XPS. Une lame témoin a également été préparée en mettant en 

présence une lame fonctionnalisée type COC 18 avec l’isatine 37 mais sans activation 

préalable de la surface avec TBTU. Ce témoin doit montrer que l’agent de couplage est 

nécessaire pour que la liaison ait lieu. Après réaction, les lames sont rincées à l’eau puis à 

l’acétone et passées 5 minutes aux ultrasons pour éliminer les derniers résidus n’ayant pas 

réagi. 

10.2.1.1 Analyses IR 

Les trois spectres sont assez similaires (Figure 87) ; on peut noter la diminution du signal à 

2950 cm
-1

 qui pourrait indiquer que la surface du COC est plus éloignée du cristal de 

spectromètre du fait de l’ajout d’une couche moléculaire supplémentaire. 

Certains signaux, même faibles, pourraient être attribués à la structure 65. La bande à 1750 

cm
-1

 proviendrait de l’élongation du C=O de l’ester, à 1690 cm
-1

 du C=O de l’amide, à 1670 

cm
-1

 des C=C. On peut attribuer le signal à 1605 cm
-1

 à la déformation de la liaison N-H. La 

bande à 1375 cm
-1

 est la déformation des C-H des groupements méthyles et à 800 cm
-1

 ce sont 

les C-H aromatiques. Pour finir les bandes à 1100 et 1020 cm
-1

 peuvent correspondre à 

l’élongation du C-O de l’ester.  

Les signaux du témoin négatif sont similaires à ceux du COC-COOH, ce qui montre que le 

traitement aux ultrasons est suffisant pour éliminer toute trace d’adsorption en surface. Les 

lames COC-COOH et témoin 1 sont des lames différentes pour que la surface du témoin 1 ne 

soit pas détériorée par l’analyse IR avant de faire la réaction, ce qui explique la différence 

d’intensité entre les deux spectres. Des différences sont quand même notables avec le COC 

65. 
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Figure 87 Spectre IR du COC-COOH 18, du COC 65 et du témoin négatif 

10.2.1.2 Analyses XPS 

La spectroscopie de photoélectrons induits par rayon X (X-Ray Photoelectron 

Spectroscopy/XPS) permet de déterminer la composition atomique d’une surface. 

L’irradiation de la surface avec des photons X issus d’une source monochromatique excite les 

électrons de cœur des atomes présents en surface. Ces électrons seront expulsés avec une 

énergie spécifique en eV qui sera mesurée par le récepteur. Les signaux obtenus permettront 

d’obtenir des informations sur la quantité d’atomes présents en surface, sur leur 

environnement atomique (type de liaison, niveau d’oxydation, etc.) 

Nous avons fait ce type d’analyse pour caractériser les surfaces post-couplage peptidique, 

nous allons les comparer avec le COC natif (Figure 88) et avec les analyses effectuées par 

Florian Brisset pour sa thèse sur le COC fonctionnalisé avec divers aryldiazoniums.
209

 Les 

analyses ont été réalisées par le Dr. Philippe Decorse du laboratoire ITODYS (Université 

Paris Diderot-Sorbonne Paris Cité). 
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Figure 88 Analyse XPS d'une lame de COC nue 

L’analyse du COC brut (Figure 88) présente une grande majorité de carbone (83%) et 

d’hydrogène, ce qui correspond bien à la composition du COC. Des traces d’oxygène (8,5%) 

et d’azote (0,5%) sont présentes probablement dues à une contamination gazeuse de la surface 

ou comme le suggérait Florian Brisset à l’introduction d’oxygène lors de la fabrication du 

polymère. Les autres énergies mises en évidence (Cu et I) ne montrent aucun pic mais 

serviront de comparaison pour les surfaces présentées plus loin. Pour rappel, l’analyse XPS 

du COC 18 par Florian Brisset montrait 88% de C, 9% d’O et 2% de N. 
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Figure 89 Analyse XPS de la lame COC 78 

Le spectre XPS de la lame de COC 65 (Figure 89) montre une légère diminution du pic du 

carbone (83% à 80,8%), une augmentation des pics correspondant à l’oxygène (8,5% à 

10,9%) et à l’azote (0,5% à 5,7%) et l’apparition d’un pic du fluor (2,7%) venant du contre-

ion du TBTU (BF4
-
), ce qui laisse penser que l’activation de l’acide par TBTU a bien eu lieu 

(Schéma 66) mais pas l’accroche de l’isatine. Ce qui est finalement confirmé par l’analyse IR 

avec la bande à 1550 cm
-1

 que nous n’avions pas attribuée mais qui pourrait venir de 

l’élongation de la liaison N-O ainsi que celle à 1690 cm
-1

 qui viendrait de l’élongation de la 

liaison C=N du TBTU. 
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Schéma 66 Activation de la surface acide du COC 18 par TBTU 

10.2.2  Couplage peptidique avec EDC/NHS 

Toujours sur une surface de COC fonctionnalisée avec CBD, nous avons effectué le couplage 

avec l’isatine 57a.  

 

Schéma 67 Couplage peptidique avec EDC/NHS entre le COC 18 et l'isatine 57a puis déprotection de l'acétal en surface 
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Pour éviter les problèmes de solubilité des dérivés d’isatine, nous avons préparé nos solutions 

dans le DMF plutôt que dans l’eau distillée comme il avait été décrit dans le chapitre 2 en 

5.6.1.1. Une solution à 0,4M d’EDC dans 3 mL de DMF ainsi qu’une solution à 0,4M de 

NHS dans 5 mL de DMF sont préparées. N’ayant plus qu’une faible quantité d’isatine 57a 

disponible au moment de l’expérience, nous avons fait le témoin 1 (lame fonctionnalisée avec 

isatine mais sans agent de couplage) avec l’isatine 57b qui a la fonction amine en méta sur le 

cycle aromatique et non en para par rapport au motif isatine. Le témoin 2 est une lame de 

COC nue mise en présence des agents de couplage mais sans dérivé d’isatine. 

Après 48 heures de réaction (Schéma 67) dans des flacons fermés à température ambiante, les 

lames sont rincées à l’eau puis à l’acétone avant d’être analysées par spectroscopie IR (Figure 

90). La lame COC 66 est ensuite mise dans un ballon contenant 2 mL d’HCl concentré dilué 

dans 6 mL de méthanol pour être chauffée à reflux pendant 2 heures dans le but de retirer la 

protection acétal du carbonyle (Schéma 67). La lame est ensuite analysée par spectroscopie IR 

après rinçage à l’eau distillée et à l’acétone et traitement aux ultrasons (5 minutes) (Figure 

90). 

10.2.2.1 Analyses IR 

Le signal à 3385 cm
-1

 vient de l’élongation de liaison N-H, type de liaison présent deux fois 

sur les COC 66 et 67. Les bandes entre 1815 cm
-1

 et 1730 cm
-1

 peuvent être attribuées à 

l’élongation de groupement C=O. À 1628 cm
-1

 on peut considérer qu’il s’agit de la 

déformation de la liaison N-H tandis qu’à 1568 cm
-1

 c’est l’élongation de liaison C=C. À 

1455 cm
-1

 on peut attribuer cette bande à la déformation de la liaison C-H qui vient du CBD 

car elle est présente sur les 3 spectres, par contre à 1480 cm
-1

 cette bande est spécifique au  

C-H du groupement acétal et disparaît après déprotection. Idem pour la bande à 1083 cm
-1 

qui 

provient de l’élongation de la liaison C-O de l’acétal et qui disparaît sur le spectre du COC 

67. La bande à 1213 cm
-1

 correspond à l’élongation de la liaison C-N et est présente sur les 

spectres des deux lames de COC traitées ce qui montre que le traitement acide n’a pas cassé la 

liaison amide ou endommagé l’isatine. Ces spectres confirment que les réactions de couplage 

et de déprotection en surface ont été efficaces. Les analyses IR des lames utilisées comme 

témoins négatifs (Figure 91) sont très différentes des spectres précédents (Figure 90) ce qui 

confirme de nouveau que le couplage avec EDC/NHS fonctionne. 
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Figure 90 Analyses IR des lames obtenues après couplage entre le COC 18 (bleu) et l’isatine 57a (verte) puis déprotection de 
l’acétal en surface (violet) 

 

Figure 91 Analyses IR des témoins négatifs pour COC 66 
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Nous souhaitons maintenant effectuer les couplages sur les surfaces de COC aminées, n’ayant 

pas obtenu de dérivés d’isatine avec une fonction acide, nous avons seulement expérimenté la 

réaction avec CDI comme agent de couplage pour accrocher l’isatine-alcool.  

10.2.3  Couplage peptidique avec CDI 

 

Schéma 68 Schéma réactionnel du couplage entre COC 19 et isatine 37 avec CDI 

 

Figure 92 Analyses IR de la lame de COC 68 et du témoin négatif 1 
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Une lame de COC fraîchement greffée avec ABD (COC 19) est plongée dans 5 mL de DMF 

dans un pilulier placé dans un bain de glace. Nous avons ajouté 1,2 mmol de CDI au pilulier 

contenant la lame à fonctionnaliser et le contenu est mis sous agitation pendant une heure. Un 

équivalent d’isatine 37 est ensuite ajouté au pilulier ainsi qu’à un autre pilulier contenant une 

lame COC 19 (témoin 1) sans CDI ; la réaction se poursuit à température ambiante pendant 2 

heures (Schéma 68). 

10.2.3.1 Analyses IR 

Après rinçage à l’eau distillée, à l’acétone et passage aux ultrasons, les différentes lames 

furent analysées par spectroscopie IR (Figure 92). Les spectres quasiment identiques laissent 

penser que le couplage n’a pas fonctionné et que l’on retrouve la lame de COC 19 inchangée. 

10.2.3.2 Analyses XPS 

 

Figure 93 Analyse XPS de la lame COC 68 

Nous n’avons pas pu faire analyser le COC 19, donc nous n’avons pas de point de 

comparaison pour déterminer si le spectre en Figure 93 confirme notre hypothèse sur le fait 
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que le COC 19 n’a pas réagi. Par rapport au COC brut où les traces d’oxygène s’élevaient à 

8,5% et l’azote à 0,5%, nous notons une augmentation de leur présence en surface. La grande 

quantité d’oxygène en surface (10,7%), ainsi que les 2% d’azote ne sont pas en adéquation 

avec notre hypothèse du COC 19 non modifié. En effet le signal de l’azote aurait dû être en 

quantité plus importante si nous avions encore l’amine non-réagie en surface. Mais la 

présence de fluor laisserait plus penser à une pollution de la surface qu’à une réelle réaction 

ou activation de l’amine. Ces données sont en corrélation avec celles décrites dans le chapitre 

2 où nous n’étions pas certains de l’efficacité de ce couplage et nous permettent donc de 

conclure qu’il ne fonctionne pas dans nos conditions expérimentales. 

10.2.4  Couplage de Sonogashira en surface 

Nous avons préparé des surfaces de COC et d’or possédant des fonctions alcynes disponibles 

en surface pour pouvoir effectuer des couplages de Sonogashira directement avec 

l’iodoisatine. Cette technique nous évite les étapes de purification liées à la synthèse. Le 

couplage de Sonogashira peut être effectué entre une surface halogénée et un dérivé alcyne 

237, 330, 331
 ou bien entre une surface alcyne et un dérivé halogéné.

239, 332
 Nous avons décidé 

d’appliquer les mêmes conditions opératoires sauf que les fonctions réactionnelles sont 

inversées, l’iode sur l’iodoisatine et la triple liaison en surface. 

 Nous avons d’abord expérimenté le couplage de Sonogashira en surface d’Or puis sur le 

COC. 

10.2.4.1 Sur Or 

La surface d’Or 16 est placée dans un Schlenck contenant une solution de 5 mg de 

Pd(PPh3)2Cl2, 10 mg de CuI dans 5 mL de DMF. Après avoir placé le milieu sous atmosphère 

inerte (N2), 50 mg d’iodoisatine 28 et 2 mL de triéthylamine sont ajoutés. Le mélange est 

chauffé à 60 °C avec une agitation modérée pendant 4 heures (Schéma 69). La lame est rincée 

avec du diéthyléther, passée aux ultrasons et rincée une dernière fois avec de l’éthanol avant 

d’être analysée.  

Deux témoins négatifs furent également préparés ; le premier est une lame d’or nu en 

condition de couplage et le second une lame d’or 16 en condition de couplage mais sans 

iodoisatine pour être certain que les pics visibles en IR ne proviennent pas des catalyseurs. 
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Schéma 69 Couplage de Sonogashira sur surface d'Or 

10.2.4.1.1 Analyses IR 

 

Figure 94 Spectres IR de la surface d'Or nu, d’Or 16 et d’Or 69 

Le spectre IR de la lame Or 69 confirme que le couplage a fonctionné car nous retrouvons des 

signaux différents de la lame d’or nu et de la lame d’Or greffée avec EBD (Or 16) (Figure 

94). Premièrement le pic à environ 2950 cm
-1

, correspondant à des élongations de liaison C-H 
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d’alcane polluant la surface de l’or, diminue au fur et à mesure de l’ajout de couche organique 

sur la surface. Et deuxièmement nous pouvons attribuer des pics, caractéristiques de l’isatine, 

qui n’étaient pas présents sur l’Or 16. 

Nous pouvons attribuer la large bande à 3400 cm
-1

 à l’élongation du N-H ; à 1675 cm
-1

 à 

l’élongation du C=O de l’amide, le coude à 1710 cm
-1

 pouvant être le C=O de la cétone. Les 

bandes à 1600 cm
-1

 et 1400 cm
-1

 proviennent des C=C aromatiques. À 1260 cm
-1

 on observe 

la bande correspondant à l’élongation de la liaison Car-N. À 1174 cm
-1

 cette bande correspond 

à la déformation des liaisons des cétones, soit le cycle pyrrole dans le cas de 

l’isatine. 

 

Figure 95 Spectres IR des témoins négatifs du couplage de Sonogashira sur Or 

Les analyses IR des témoins négatifs (Figure 95) montrent que l’adsorption sur la surface est 

importante que l’or soit nu ou fonctionnalisé mais des différences dans les énergies 

d’absorption des ondes infrarouge entre les différents spectres permettent de confirmer que la 

réaction en surface a bien eu lieu. L’absence de la bande à 3400 cm
-1

 sur le témoin 2 valide 

notre attribution au signal du N-H de l’isatine, de même que celle de la bande à 1050 cm
-1

 qui 
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pourrait être attribué à l’élongation de l’amine O=C-N ou encore de celle à 850 cm
-1

 qui vient 

de la déformation des liaisons C=C aromatiques. 

10.2.4.1.2 Analyse SPR 

Grâce à leur nature métallique, nous pouvons utiliser les lames d’or préparées pour le 

couplage de Sonogashira comme transducteur en SPR. Nous avons étudié comment les 

modifications apportées à la surface ont modifié l’angle de réflexion de la lumière et le 

pourcentage de réflectivité. 

Pour se faire, nous avons effectué nos analyses sur un appareil SPRI-Plex II du fabricant 

Horiba-Genoptics. Ma collègue Flavia Fioresi a déposé les lames sur un prisme nu en assurant 

le contact entre eux grâce à une huile particulière possédant le même indice de réfraction que 

le prisme. Cet assemblage est placé dans l’appareil qui, une fois fermé hermétiquement grâce 

à un joint, permet le passage d’une solution tampon.  

Pour chaque lame, nous avons effectué une cartographie de la zone à analyser (Figure 96) en 

choisissant des points « témoins » sur une partie de la lame d’or n’ayant pas été 

fonctionnalisée et des points d’étude sur une partie fonctionnalisée. Ainsi, comparer les 

signaux nous évite d’avoir à prendre en compte les différences existant entre deux lames d’or. 

 

Figure 96 Cartographie d'une lame d'or effectuée sur le logiciel 
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Nous obtenons une courbe pour chaque point sur la cartographie, après les avoir moyennés 

par catégorie de point « témoin » ou « d’étude », le spectre suivant (Figure 97) est construit 

pour une analyse statique : 

 

Figure 97 Courbes SPR obtenues pour les lames d’Or nu, Or 16 et Or 69 ainsi que la lame témoin 

En fixant la longueur d’onde de la lumière incidente, on peut observer les changements 

induits par la fonctionnalisation de la surface. Si cette longueur d’onde n’est pas absorbée par 

la couche moléculaire, on observe un décalage dans l’angle de réflexion ; par exemple entre la 

lame d’or nue (orange) et la lame d’or fonctionnalisée avec l’EBD (vert clair) l’angle passe de 

59,3° à 58,7°. Lorsque par contre la couche moléculaire absorbe la longueur d’onde choisie, la 

courbe change également en pourcentage de réflectivité ; c’est le phénomène qu’on voit avec 

la lame ayant subi le couplage de Sonogashira (gris) par rapport au côté non fonctionnalisé de 

la lame (jaune). Un résultat étonnant concerne la lame témoin d’or nu ayant été mis en 

condition de couplage (bleu foncé) qui présente un même profil que la lame d’or 

fonctionnalisée avec l’EBD (bleu clair). Cela pourrait dire que l’adsorption sur la lame nue a 

une épaisseur comparable à la couche d’EBD.  
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10.2.4.2 Sur COC 

De la même manière que sur l’or, une lame de COC fonctionnalisée avec l’EBD est plongée 

dans une solution contenant 5 mg de Pd(PPh3)2Cl2 et 10 mg de CuI dans 5 mL de DMF. 

Après mise sous atmosphère inerte (N2), 50 mg d’iodoisatine et 2 mL de NEt3 sont ajoutés 

puis le mélange est chauffé à 60 °C pendant 4 heures (Schéma 70). 

 

Schéma 70 Schéma réactionnel du couplage de Sonogashira sur COC 20 

 

Figure 98 Photo des lames de COC ayant subi le couplage de Sonogashira 

Après la réaction, les lames sont rincées avec Et2O puis sous ultra-sons et enfin avec de 

l’éthanol. Deux témoins négatifs ont été préparés, le premier pour étudier si les conditions de 
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couplage avaient un effet sur le COC et le deuxième pour s’assurer de la nécessité du 

catalyseur pour relier l’iodoisatine à la surface. 

Les lames obtenues après ce couplage sont visuellement différentes des lames de COC natives 

et des témoins négatifs (Figure 98), ce qui donne déjà une preuve que le couplage fonctionne. 

10.2.4.2.1 Analyses IR 

Sur le spectre IR de la lame de COC 70 (Figure 99) nous retrouvons les signaux vus pour l’Or 

69, tels que la bande à 3350 cm
-1

 qui correspond à l’élongation du N-H, les bandes à  

1712 cm
-1

 et 1674 cm
-1

 pour chacun des C=O ou encore les bandes à 1610 cm
-1

 et 1454 cm
-1

 

pour les C=C aromatiques. On peut également noter la présence du petit signal à 2300 cm
-1

 

qui vient de l’élongation de la liaison C≡C, la bande à 1514 cm
-1

 peut aussi être attribuée au 

N-H d’un amide. À 1165 cm
-1

, on retrouve la déformation des liaisons C-C du cycle pyrrole et 

à 1271 cm
-1

, l’élongation de la liaison C-N. Pour finir on peut attribuer les bandes à 883 cm
-1

 

et 838 cm
-1

 aux liaisons C-H aromatiques. 

 

Figure 99 Analyse IR de la lame de COC 70 
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10.2.4.2.2 Analyses XPS 

L’analyse XPS des lames de COC ayant subie le couplage de Sonogashira a été effectuée sur 

deux points différents de la même lame de COC 70. Les résultats pour les deux points sont 

très similaires (Figure 100 et Figure 101). Le pic du carbone a beaucoup diminué par rapport 

à la lame de COC nu, montrant que la couche moléculaire atteint sans doute quelques 

nanomètres et que le COC n’est plus autant responsable pour les signaux obtenus en XPS. Le 

pic du C est la contribution de quatre différents types de carbones : C1s à 284,8 eV pour les 

C-C, C1s A à 286,0 eV pour les C≡C, C1s C à 291,1 eV pour les O=C-N et C1s B à 287,8 eV 

pour les C=O. Ces différents types de carbones correspondent bien aux carbones de l’isatine 

couplée en surface via une triple liaison. L’oxygène représente 12% des atomes détectés et 

l’azote 5,3% ce qui équivaut globalement à 1 N pour 2 O de l’isatine. Pour finir on détecte des 

traces de cuivre (0,5%) et d’iode (0,8%) qui proviennent sans doute de l’iodure de cuivre 

utilisé comme co-catalyseur du couplage de Sonogashira et qui aurait été mal éliminé de la 

surface. 

 

Figure 100 Analyses XPS du COC 70 - point 1 
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Figure 101 Analyses XPS du COC 70 - point 2 

10.2.4.2.3 Effet du COC fonctionnalisé sur l’adhérence bactérienne 

L’effet de la fonctionnalisation du COC sur l’adhérence bactérienne a été évalué par 

dénombrement. Cette étude a été effectuée en collaboration avec le laboratoire LMSM 

(laboratoire de microbiologie – Signaux et Microenvironnement), des lames (4) de COC 70 

qui ont été utilisées pour faire ces tests dans les mêmes conditions, par Thomas Clamens, 

doctorant au LMSM. 

10.2.4.2.3.1  Protocole 

Les études sur COC-diazonium ont été menées sur la souche bactérienne PA01 de 

Pseudomonas Aeruginosa, tandis que pour le COC 70 présentant l’isatine en surface, nous 

avons utilisé la souche PA14 qui est plus virulente que PA01 et qui est également le groupe 

clonal le plus commun à travers le monde.
333

  

Les bactéries sont mises en pré-culture dans 3 mL de milieu Luria Bertani (LB) qui est un 

bouillon nutritif riche. Après 24 heures d’incubation à 37 °C sous agitation, ce qui leur a 

permis d’augmenter en nombre et de retrouver une physiologie normale suite à leur 
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conservation préalable dans des cryotubes à -80 °C ; elles sont passées en centrifugeuse. La 

centrifugation permet de retirer le milieu LB et de le remplacer par de l’eau physiologique 

stérile. Cette étape est répétée 3 fois. 

La concentration de la suspension est ajustée à 0,1 unité d’absorbance (UA) mesurée par la 

densité optique de la solution à 580 nm sachant que le volume final souhaité est de 5 mL. Les 

lames à analyser ainsi que les témoins (lame de verre comme témoin positif, lame de COC 

brut comme témoin de référence) sont stérilisés sous irradiations UV pendant 15 minutes 

avant d’être placés dans des tubes à essai et recouvert de la solution bactérienne avant une 

incubation de 2 heures à 37 °C. Ce protocole est décrit dans la Figure 102. 

 

Figure 102 Protocole de préparation de la solution bactérienne utilisée pour l'analyse de l'adhérence 

Après l’incubation, les lames sont plongées dans de l’eau physiologique stérile puis passées 

aux ultrasons pour « décrocher » les bactéries ayant adhéré à la surface. A partir de l’eau 

récupérée, contenant les bactéries, on réalise des dilutions en cascades de 10
0
 à 10

-8
 pour 

ensuite ensemencer des boîtes de gélose avec 0,1 mL de solution à chacune des 
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concentrations préparées. La solution est étalée sur la gélose et les boîtes sont mises à 

l’incubateur pendant 24 heures à 37 °C. Des colonies de petite taille (environ 2 mm) vont se 

former sur la gélose et être dénombrées. Le résultat de ce comptage permettra de déterminer 

une concentration bactérienne grâce à la norme AFNOR : 

    
  

               
 (12)  

Où N est le nombre d’unités formant colonie (UFC) par mL, Σc est le total de colonies 

présentes sur les boîtes sélectionnées, n1 et n2 sont les nombres de boîtes comptées 

respectivement à la première dilution et à la deuxième dilution, V est le volume de solution 

répartie sur chaque boîte et d est la première dilution. 

10.2.4.2.3.2  Résultats 

Le verre a été utilisé pour vérifier qu’aucun problème n’a eu lieu lors de la manipulation car 

sur cette surface les bactéries adhèrent parfaitement donc leur présence confirme qu’il n’y a 

eu aucun souci entre la pré-culture et les diffusions sur gélose. Les résultats sont toujours 

comparés à ceux obtenus avec le COC brut. La différence des valeurs de référence sur le COC 

brut peut être attribuée à la différence des souches bactériennes utilisées, chacune des souches 

réagissant différemment. D’une manière générale, l’ajout d’une couche organique sur la 

surface du COC favorise l’adhésion bactérienne car les colonies dénombrées sont plus 

nombreuses que sur le COC nu (Tableau 4).  

Tableau 4 Comparaison des valeurs d'UFC/mL obtenues selon la lame de COC analysée (NBD = nitrobenzène diazonium, 
CBD = carboxybenzène diazonium) 

Surfaces étudiées Valeur de référence COC 

brut en UFC/mL 
dénombrement Nombre d’essais 

COC-NBD 9,5.10
4
 171.10

4
 3 

COC-CBD 14,4.10
5
 77.10

5
 3 

COC 70 19.10
3
 44.10

3
 4 

Peut-être que l’analyse du COC-EBD pourrait apporter des informations complémentaires 

pour mieux interpréter ces résultats. L’utilisation de la souche PA01 sur COC 70 pourrait 

également valider le peu d’adhésion de PA14. 
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11 Conclusion 

Pour assembler notre biocapteur avec un transducteur en COC et un bioélément isatine, nous 

avons préparé des dérivés d’isatine possédant des fonctions alcool et amine grâce à des 

couplages pallado-catalysés. Leur influence sur la croissance bactérienne a en partie été 

évaluée ; il semblerait que la modification de l’isatine n’ait pas un impact important sur son 

pouvoir antibactérien. Ces dérivés ont ensuite été utilisés dans différentes stratégies 

d’accroche. Tout d’abord, les isatine-alcool ont subi l’estérification avec TBTU et le couplage 

avec CDI mais aucune des deux réactions n’a fonctionné. De meilleurs résultats ont été 

obtenus avec les isatine-amine dont l’amine a soit été transformé en diazonium et greffé in-

situ sur le COC soit été couplée avec une surface acide grâce à EDC/NHS. Enfin le couplage 

de Sonogashira en surface a permis d’obtenir le biocapteur en réduisant les étapes de 

synthèse. Cette dernière surface a été utilisée pour évaluer l’adhésion bactérienne.   
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Bilan et perspectives 
 

L’accomplissement de ces travaux de thèse a été possible grâce au support financier de la 

région Normandie, au laboratoire COBRA et à l’Université de Rouen. 

Le but de cette thèse était de mettre au point un biocapteur en utilisant le COC, un matériau 

polymère bon marché, biocompatible et transparent, comme transducteur. Nous avions choisi 

l’isatine comme bioélément de ce biocapteur du fait de son action sur la bactérie 

Pseudomonas Aeruginosa. Après un point sur la littérature autour de l’isatine et des 

biocapteurs, nous avons repris les travaux de recherches sur la fonctionnalisation du COC, là 

où s’était arrêté Florian Brisset.  

C'est-à-dire que nous avons appliqué la stratégie de fonctionnalisation de la surface du COC 

par greffage direct d’aryldiazoniums. Nous avons élargi la gamme de sels de diazonium 

synthétisés en préparant le 4-aminobenzène diazonium et le 4-éthynylbenzène diazonium. 

Nous avons obtenu des surfaces d’or et des surfaces de COC offrant soit des fonctions acide, 

soit amine, soit alcyne. Grâce à ces nouvelles fonctionnalités en surface nous avons pu 

développer des conditions de couplage en surface en adaptant les agents de couplage mis en 

jeu par rapport aux fonctions présentes sur les molécules à greffer. 

Les fonctions carbonyle et amine présentes sur l’isatine sont impliquées dans l’interaction 

avec la protéine AmiC, le récepteur à CNP, via des liaisons hydrogène. Ces fonctions doivent 

être préservées pour assurer le fonctionnement du biocapteur. Nous avons donc modifié 

l’isatine en effectuant des couplages pallado-catalysés. 

A partir de l’iodoisatine, nous avons substitué l’atome d’iode en position C5 soit par un 

précurseur alcyne en appliquant le couplage de Sonogashira, soit par un précurseur boronique 

en appliquant le couplage de Suzuki. La protection de la fonction présente sur le précurseur 

alcyne est nécessaire pour la réussite du couplage de Sonogashira alors que le couplage de 

Suzuki fonctionne sans étape de protection. Egalement, plus la chaîne alcane sur le précurseur 

alcyne est longue, plus il est difficile d’obtenir le produit de couplage. Les essais de couplage 

avec des précurseurs portant une fonction acide n’ont pas permis d’obtenir de dérivés 
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d’isatine-acide. Nous avons finalement préparé six sortes de dérivés d’isatine dont les effets 

biologiques ont pu être évalués et le docking sur AmiC étudié.    

L’application des conditions de couplage en surface avec les dérivés d’isatine obtenus a 

présenté des résultats mitigés. Les couplages effectués avec les dérivés hydroxylés d’isatine 

n’ont pas fonctionné. Les dérivés aminés ont permis de greffer l’isatine sur le COC soit par 

formation du diazonium soit par couplage avec EDC/NHS. Finalement c’est le couplage de 

Sonogashira sur des surfaces alcynes qui donnent les résultats les plus probants. Les surfaces 

de COC ainsi traitées ont été utilisées pour évaluer l’adhésion bactérienne avec Pseudomonas 

Aeruginosa, celle-ci y adhère moins que sur des surfaces fonctionnalisées avec des 

diazoniums mais plus que sur le COC brut. 

Les pistes d’amélioration et de perspective peuvent se concentrer sur l’obtention de dérivés 

d’isatine possédant la fonction acide en trouvant une protection adéquate permettant le 

couplage pallado-catalysé et la déprotection sans dénaturer la structure de l’isatine.
334

 Ces 

dérivés pourraient être par la suite couplés avec des surfaces amines en utilisant EDC/NHS 

comme agent de couplage. Une stratégie de protection de l’acide par formation d’un amide a 

été suivie sans succès. Nous avons procédé à des couplages avec l’aminophénylamine l’un de 

nos précurseurs à sels de diazonium présenté en 5.4.1 dans l’espoir que la fonction acide 

transformée en amide permette le fonctionnement du couplage de Sonogashira.  

La protection préalable d’une des fonctions amine de l’aniline 3 avec un groupement benzyle 

carbamate a été testée via deux méthodes. La première, plus répandue, implique l’utilisation 

de diisopropyléthylamine dans le dichlorométhane de 0 °C à la température ambiante ne 

permet d’obtenir le produit 72 qu’avec 18% de rendement. La deuxième méthode qui fait 

simplement réagir l’aniline 3 et le chloroformate de benzyle 71 dans le dichlorométhane à 

température ambiante pendant 1 heure donne un meilleur rendement (36%).
335

 Le couplage 

peptidique avec TBTU entre cette aniline 72 et l’acide 3-butynoïque 64 a permis de 

synthétiser le précurseur 73 avec un bon rendement (78%) ; mais l’étape de couplage de 

Sonogashira avec l’iodoisatine n’a pas permis d’isoler le composé 74, seuls les produits de 

départs étant identifiés en fin de colonne chromatographique. Un autre type de protection de 

l’acide doit donc être trouvé pour pouvoir bénéficier d’une fonction supplémentaire sur 

l’isatine.  
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Schéma 71 Utilisation de l’aminophénylamine pour couplage avec l'acide 3-butynoïque 

En suivant le principe de couplage de Sonogashira, nous pourrions préparer des sels de 

diazonium à partir de l’ester pinacolique d’acide aminophénylboronique (Schéma 72) pour 

fonctionnaliser la surface et ensuite effectuer le couplage de Suzuki avec l’iodoisatine.
336

 

 

Schéma 72 Formation du sel de diazonium à partir de l'ester pinacolique d'acide aminophénylboronique 

Des stratégies de fonctionnalisation de surface différentes de celles présentées dans ces 

travaux pourraient être mises au point pour relier l’isatine à la surface du COC. Par exemple 

l’utilisation de l’interaction avidine/biotine. 

L’avidine est une protéine que l’on trouve dans les œufs (d’oiseaux ou d’amphibiens)  et qui 

montre une affinité considérable pour la biotine. Le complexe formé par la protéine et ce 

cofacteur présente la plus forte interaction non-covalente connue  à ce jour (Kd = 10
-15 

M). 

Une protéine dérivée d’avidine (ce qui inclus la streptavidine et la neutravidine) peut se lier 

jusqu’à quatre molécules de biotine, ce qui rend ce type d’interaction très utilisé dans des 

stratégies d’amplification du signal de détection 
337-343

 mais également comme lien 

intermédiaire pour l’immobilisation de bioélément.
344-346

 Des dérivés d’isatines biotynilées 

pourraient donc être préparés pour explorer cette voie d’immobilisation. Nous avons tenté 

d’obtenir des précurseurs biotynilés possédant une fonction alcyne pour effectuer des 

couplages de Sonogashira (Schéma 73).
347, 348

 Les analyses RMN des composés obtenus 
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n’étant pas concordantes avec les références utilisées, nous avons préféré ne pas mener plus 

loin nos investigations ; mais cela reste une bonne piste à explorer. 

 

Schéma 73 Préparation de précurseurs propargyliques biotynilés 

Du point de vue microbiologie, il serait intéressant de faire des tests sur le pouvoir 

antibactérien des dérivés d’isatine, obtenus lors de mes travaux, en les mettant en compétition 

avec le CNP pour déterminer si les modifications de l’isatine influent sur l’effet du CNP sur 

AmiC. De même pour les dérivés immobilisés en surface, cette immobilisation influence-t-

elle l’action de l’isatine lorsque la protéine cible a été mise en présence du CNP 

ultérieurement ?    
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1 Abbreviations 

DCM dichloromethane 
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NMR / RMN nuclear magnetic resonance / resonance 

magnétique nucléaire 

DMF N,N-Dimethylformamide 

TEA / NEt3 Triethylamine 

ESI-MS electrospray ionization mass spectrometry 

IR Infrared spectrometry 

LMSM Laboratoire de Microbiologie, Signaux et 

Microenvironnement 

COC Cyclic olefin copolymer / copolymère d’oléfine 

cyclique 

DMSO dimethyl sulfoxide 

THF tetrahydrofurane 

NCS N-chlorosuccinimide 

CNS central nervous system / système nerveux central 

MAO monoamine-oxydase 

NPR-A/B/C natriuretic peptide receptor A/B/C 

ANP/BNP/CNP atrial natriuretic peptide / brain natriuretic 

peptide / C-type natriuretic peptide 

DNA/ADN desoxyribonucleic acid/acide 

désoxyribonucléique 

QS quorum sensing 

MIC minimal inhibition concentration 

FET/ISFET Field Effect Transistor / ion sensitive field effect 

transistor 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
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TR-FIA time-resolved fluoroimmunoassay 

CL/BL chimiluminescence/bioluminescence 

SPR surface plasmon resonance 

ATR attenuated total reflexion 

QCM quartz crystal microbalance 

SAW surface acoustic wave 

MIP molecular imprinted polymer 

CBD 4-carboxybenzene diazonium 

ABD 4-aminobenzene diazonium 

EBD 4-ethynylbenzene diazonium 

EDC-NHS 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide 

– N-hydroxysuccinimide 

 

2 Materials and methods 

Solvents and reagents were purchased from Acros Organic (Fisher Bioblock Scientific 

division) and Sigma-Aldrich at reagent-grade and used without further purification. 

Deutereted solvents were purchased from Eurisotop or Aldrich. Distilled water was used for 

organic synthesis. Water used for analysis was Ultra-Pure 18,2 MΩ and purified on a system 

Milli-Q Academic A10 from Millipore.  

Thin-layer chromatography was carried out on aluminum plates coated with SiO2-60 from 

Macherey-Nagel (Alugram sil-G, thickness: 0.20mm). Visualization was achieved by UV 

light at 254nm then by immersion of the plate in a ninhydrine solution in butanol, drying 

under high temperature until apparition of persistent spots.  

Solvents for extraction or flash column chromatography (FC) were of technical quality. Flash  

column  chromatography  (FC)  were  performed  using  SiO2-60  (60Å, particle  size 0.035-

0.070 mm)  from Acros Organics.   
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HRMS spectra (ESI+) were recorded on a LC Waters ACquity coupled to a Waters LCT 

Premier XE instrument. The relevant signals are reported in m/z.  

Elemental analyses were performed on a Carlo Erba 1106 apparatus. Measurement accuracy 

is around ±0.4% on carbon. 

Melting points (m.p.) were determined on a Stuart melting point SMP30 capillary melting 

point apparatus and are uncorrected.  

IR Spectra were recorded on a Tensor 27 (Bruker-Daltonic) spectrometer (ATR-unit, 

Attenuated Total Reflection) equipped with an ATR crystal in germanium (Ge) and a room 

temperature DTGS detector. The spectra were measured between 4000 and 650cm
-1 

via OPUS 

6.5 software with a 4cm
-1

 resolution (20 scans), and absorption bands are reported in 

wavenumbers (cm
-1

). For all the measurements, a blank substrate spectrum is taken as 

reference (background) then compared to the treated surfaces. The main numerical treatments 

were the automatic correction of the baseline and, in case of very thin layers, the subtraction 

of water and carbon dioxide bands (3100-3300 cm
-1

 and 2300cm
-1

 respectively). 

The 
1
H and 

13
C NMR spectra were recorded on a Bruker Advance spectrometer or a Bruker 

UltraShield 300 operating at 300 MHz and 75 MHz, respectively. The chemical shifts δ are 

reported in parts per million (ppm) relative to the residual solvent peak. Data appear in the 

following order: chemical shifts in ppm, number of protons, multiplicity (s, singlet; d, 

doublet; dd, doublet of doublet; t, triplet; q, quadruplet; quint, quintuplet; m, multiplet), 

coupling constant J in Hz.  

Cyclic voltammetry was performed using a Princeton Applied Research model VersaSTAT 3 

potentiostat. The cell used was a simple and undivided cell. A platinum wire was used as the 

counter electrode. The working electrode potentials were measured versus a platinum wire (all 

electrodes from IJ Cambria).  
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3 Synthesis 

3.1  Diazonium formation 

3.1.1  4-Carboxymethylbenzene diazonium (2) 

 

The preparation of compound 2 was conducted according to the method described by Brisset 

et al.
187

 4-aminophenylacetic acid (2.077g, 17 mmol, 1 eq) was dissolved in tetrafluoroboric 

acid (11.5 mL, 180 mmol) in a three-necked round-bottomed flask. After cooling down the 

solution to 0°C with an ice bath, a solution of sodium nitrite (1.173 g, 17 mmol, 1 eq.) in 3 

mL of water was added over 20 minutes and the reaction was stirred for 15 min. The solution 

was then kept at -18°C for minimum 3 hr. After precipitation, the diazonium salt was 

collected as a light brown solid by vacuum filtration. It was washed with cold diethyl ether, 

dried, and stored at -18°C. Compound 2 was obtained in 84% yield (m = 3.50 g). 

1
H NMR (300 MHz, CD3CN): δ (ppm) 8.43 (d, J = 9 Hz, 2H, H-5, H-7), 7.83 (d, J = 9 Hz, 

2H, H-4, H-8), 3.94 (s, 2H, H-2) 

13
C NMR (75 MHz, CD3CN): δ (ppm) 170.98 (C-1), 151.81(C-6), 134.12(C-3), 133.30(C-4 

et C-8), 113.49(C-5 et C-7), 41.42 (C-2). 

3.1.2  4-Aminobenzene diazonium (4) 

 

The preparation of compound 4 was conducted according to the method described by Griffete 

et al.
235

 Phenylenediamine (3.75 g, 35 mmol, 1 eq.) was cooled at 0°C in an ice bath. 

Tetrafluoroboric acid (10 mL, 160 mmol) was then added dropwise under continuous 

vigorous stirring, followed by addition of tert-butylnitrite (2.5 mL, 17 mmol, 0.5 eq.). The 
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reaction was stirred for 10 min. The solution changes of color from light pink to blue upon the 

appearance of the precipitate. The diazonium salt was collected by vacuum filtration. The 

dark green powder was dried and stored at -18°C. Compound 4 was obtained in 96% yield  

(m = 6.92 g).  

1
H NMR (300 MHz, CD3CN): δ (ppm) 7.98 (d, J = 9.4 Hz, 2H, H-2, H-6), 7.36 (s, 2H, H-

NH2), 6.87 (d, J = 9.4 Hz, 2H, H-3, H-5)  

13
C NMR (75 MHz, CD3CN): δ (ppm) 135.77 (C-4), 132.55 (C-1), 124.30 (C-2), 124.14 (C-

6), 116.81 (C-3 et C-5). 

3.1.3  4-Ethynylbenzene diazonium (6) 

 

The preparation of compound 6 was conducted according to the method described by Zhang 

et al.
240

 In a round-bottom flask, 4-ethynylaniline (1.17 g, 10 mmol) was dissolved in a 

mixture of absolute ethanol (3 mL) and a 34% aqueous solution of tetrafluoroboric acid (3.7 

mL, 60 mmol). Tert-butylnitrite (2.7 mL, 23 mmol, 2.3 eq.) was added dropwise to the 

solution at 0 °C. The mixture was stirred at room temperature for 1 h and diethyl ether (20 

mL) was added to precipitate the arenediazonium tetrafluoroborate. The beige solid was 

filtered off and washed with cold diethyl ether (m = 2.21 g).  

1
H NMR: (300 MHz, CD3CN) δ (ppm) 8.44 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H-3, H-5), 7.96 (d, J = 9.0 

Hz, 2H, H-2, H-6), 4.24 (s, 1H, H-8). 

13
C NMR: (75 MHz, CD3CN) δ (ppm) 151.80 (C-1), 136.65 (C-3 et C-5), 135.77 (C-2 et C-

6), 133.41 (C-4), 90.87 (C-7), 81.38 (C-8). 
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3.2  General procedure for the Sonogashira reaction type  

 

In a Schlenk flask, alkyne 33, 36, 40 or 5 (2 eq vs 1 eq of iodoisatin 28), copper iodide  

(0.2 eq), bis(triphenylphosphine) palladium II dichloride (0.05 eq) were placed under nitrogen 

atmosphere. A mixture of anhydrous DMF and TEA (5/2, v/v) was added in order to adjust 

the final concentration of alkyne to 0.4 mol.L
-1

. The reaction mixture was then stirred at room 

temperature for 45 minutes. Iodoisatin 28 (1 eq.) was then added. The solution was stirred at 

room temperature overnight under inert atmosphere (Ar). The solution was concentrated to  

5 mL under reduced pressure. The residue was purified by column chromatography on silica 

gel using a mixture of dichloromethane/ethyl acetate (8/2, v/v) as eluent.  

 33 36 40 5 iodoisatin CuI Pd(PPh3)2Cl2 

m (g) 1.37 1.96 2.15 0.25 0.27-1.9 0.04-0.27 0.035-0.25 

n (mmol) 10 13.8 13.8 2.14 1-7 0.2-1.4 0.05-0.35 

eq 2 2 2 2 1 0.2 0.05 

 

3.2.1 Precursor synthesis 

3.2.1.1 2-propyn-1-ylcarbamate de 2-méthyl-2-propanyle (40) 
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To a solution of 3-amino-1-propyne (1.22 g, 22 mmol, 1.0 eq) in THF (40 mL) was added 

(Boc)2O (4.83 mg, 22 mmol, 1.0 eq)  and stirred at 75°C for 1 hour.
288

 Upon completion, the 

solution was concentrated under reduced pressure, and then the residue was purified by 

silicagel column chromatography (Hexane / EtOAc = 8/1). The Boc protected carbamate was 

obtained in as oil with a yield between 63% and 66%. The NMR data was in accordance with 

the literature.
349

 

3.2.1.2 (3-butyn-1-yloxy)(trimethyl)silane (36) 

 

To a solution of 3-butyn-1-ol 34 (6.50 g, 93 mmol) and triethylamine (15 mL, 0.10 mol) in 

CH2CL2 (50 mL) at 0°C was added dropwise chlorotrimethylsilane 35 (13.0 mL, 100 mmol). 

The resulting slurry was allowed to warm to room temperature, and left stirring overnight. 

The mixture was washed with saturated aqueous NaHCO3 (3  15 mL), H2O (3  15 mL), and 

then dried over Na2SO4. Filtration and purification by distillation at ambient pressure (T° = 

85°C) yielded the silyl ether 36 (80%) as a colorless oil. The structural analysis are in 

accordance with the literature.
287

 

3.2.2  5-(3-hydroxyprop-1-yn-1-yl)indoline-2,3-dione (30) 

 

Physicochemical properties of 30: 

Empirical formula: C11H7NO3, M.W. = 201,18 g.mol
-1  

Yield: 46% 

Physical state: orange powder 

m.p.: ˃ 400°C 
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ESI-MS- (m/z): Calcd for C11H6NO3 [M-H]
-
 : 200.0348 Found: 200.0346 

Elemental analysis: Calcd: C, 65.67; H, 3.51; N, 6.96 Found: C, 65.04; H, 3.79; N, 6.16  

1
H NMR: (300 MHz, DMSO) δ (ppm) 11.01 (s, 1H, N-H), 7.42 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H, H-

3), 7.27 (s, 1H, H-6), 6.72 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-2), 4.08 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H-12). 

13
C NMR: (75 MHz, DMSO) δ (ppm) 183.79 (C-9), 159.60 (C-8), 150.37 (C-4), 141.08  

(C-2), 127.10 (C-6), 118.27 (C-3), 116.77 (C-1), 112.83 (C-5), 89.72 (C-11), 82.62 (C-10), 

49.60 (C-12). 

3.2.3  5-(4-hydroxybut-1-yn-1-yl)indoline-2,3-dione (37) 

 

Physicochemical properties of 37: 

Empirical formula: C12H9NO3, M.W. = 215,06 g.mol
-1  

Yield: 36%  

Physical state: orange powder 

m.p.: 177-182°C 

ESI-MS- (m/z): Calcd for C11H6NO3 [M-H]
-
 : 214.0504 Found: 214.0500 

Elemental Analysis: Calcd: C, 66.97; H, 4.22; N, 6.51 Found: C, 62.64; H, 4.91; N, 5.34 

1
H NMR: (300 MHz, DMSO) δ (ppm) 11.16 (s, 1H, N-H), 7.58 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 2H, H-

3), 7.45 (s, 1H, H-6), 6.87 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-2), 4.92 (t, J = 5.7 Hz, 2H, H-13), 2.40 (t, J = 

6.6 Hz, 2H, H-12). 
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13
C NMR: (75 MHz, DMSO) δ (ppm) 162.34 (C-9), 159.43 (C-8), 149.80 (C-4), 140.78 (C-

2), 126.94 (C-3), 118.08 (C-1), 117.42 (C-5), 112.48 (C-11), 59.72 (C-13), 35.81, 30.79, 

23.30 (C-12). 

IR (cm
-1

): 3408 (N-H), 3285 (O-H), 2880 (CΞC), 1731 (C=O), 1616 (C=Carom), 1057 (C-O)  

3.2.4  tert-butyl (3-(2,3-dioxoindolin-5-yl)prop-2-yn-1-yl)carbamate (41) 

 

Physicochemical properties of 41:    

Empirical formula: C16H16N2O4, M.W. = 300.31 g.mol
-1  

Yield: 54% 

Physical state: orange powder 

m.p.: 164-169°C 

ESI-MS+ (m/z): Calcd for C16H20N3O4 [M+NH4]
+
: 318.1454 Found: 318.1455 

Elemental analysis: Calcd for C16H16N2O4: C, 63.99; H, 5.37; N, 9.33 Found: C, 62.90; H, 

5.90; N, 8.31 

1
H NMR: (300 MHz; acetone d6) δ (ppm) 10.19 (s, 1H, H-13), 7.62 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H, 

H-3), 7.50 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H-2), 7.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-7), 6.45 (s, 1H, H-6), 4.09 (d, J 

= 5.7 Hz, 2H, H-12), 1.43 (s, 9H, H-16, H-17, H-18). 

13
C NMR: (75 MHz; acetone d6) δ (ppm) 184.12 (C-9), 159.75 (C-8), 156.28 (C-14), 151.00 

(C-4), 141.87 (C-2), 128.05 (C-6), 119.10 (C-3), 118.64 (C-1), 113.44 (C-5), 87.78 (C-10), 

81.10 (C-11), 79.37 (C-15), 28.57 (C-16, C-17, C-18, C-12). 

IR (cm
-1

): 3363 (N-H), 2978 (C
I
-H), 1737 (C=O), 1622 (C=Carom) 
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3.2.5  4-(2,3-dioxoindolin-5-ethynyl)aniline (51) 

 

Physicochemical properties of 56:    

Empirical formula: C16H10N2O2, M.W. = 262.07 g.mol
-1  

Yield: 12% 

Physical state: dark red powder 

m.p.: >400°C 

TOF MS ES+: Calcd for C18H14N3O2 [M+H+ACN]+ : 304.1086 Found: 304.1074 

Elemental Analysis: Calcd: C, 73.27; H, 3.84; N, 10.68 Found: C, 71.51; H, 6.11; N, 7.06 

1
H NMR: (300 MHz, acetone d6) δ (ppm) 10.15 (s, 1H, H-7), 7.69 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H, 

H-3), 7.58 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-6), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-14, H-15), 7.05 (d, J = 7.7 Hz, 

1H, H-2), 6.68 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-13, H-16), 5.10 (s, 2H, H-18). 

13
C NMR: (75 MHz, DMSO) δ (ppm) 141.64, 141.32, 133.55, 133.10, 132.72, 132.60, 

129.51, 129.35, 120.61, 114.78, 32.63, 23.33, 14.36. 

IR (cm
-1

): 3448 (primary N-H), 3361 (secondary N-H), 2208 (CΞC), 1744 (C=O), 1620-1599 

(C=Carom) 
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3.3 General procedure for the Suzuki reaction type  

3.3.1  5'-Iodospiro[[1,3]dioxolane-2,3'-indolin]-2'-one (54) 

 

The C3 carbonyl group of iodoisatin has been protected by an acetal group following the 

method described by Damgaard et al.
320 Iodoisatin 28 (2.25g, 8.2mmol) was dissolved into 

80 mL of toluene, to which ethylene glycol (8.65mL, 0.155mol, 19eq.) and p-toluenesulfonic 

acid (77.3mg, 0.40mmol, 0.05eq.) were added. The resulting solution was refluxed (120°C) 

for 5 hours, after which the reaction was cooled down to room temperature. The solvent was 

removed by vacuum and the residue was diluted into 30 mL of DCM and successively 

washed with a saturated solution of NaHCO3 (330mL). The organic phase was dried over 

MgSO4, filtrated and evaporated to dryness under reduced pressure. The resulting orange 

solid was purified by column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 75/25 – 

50/50) yielding 54 as a white solid (2.16g, 6.80mmol, 83%). The structural analysis are in 

accordance with the literature.
320 

 
To a sealed tube were added 5'-iodospiro[[1,3]dioxolane-2,3'-indolin]-2'-one 54 (313 mg, 1.00 

mmol, 1eq), aminophenylboronic acid pinacol ester (430 mg, 2.00 mmol, 2eq) and NaHCO3 

(252 mg, 3.00 mmol, 3eq) in DME:H2O (2.5/0.5, 7.5 mL) and the mixture was degassed with 

N2 for 5 minutes. Pd(dppf)Cl2 (40.8 mg, 0.05 mmol, 0.05eq) was added, the mixture was 

degassed for 2 minutes and stirred at 90°C for 18 hours. After cooling to room temperature; 

the crude mixtures were filtered over a celite pad, diluted with DCM (30 mL) and washed 

with saturated NaHCO3 (330 mL). The organic phase was dried over MgSO4 and evaporated 
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to dryness under reduced pressure. The crude product was purified by column 

chromatography on a silica gel (cyclohexane/EtOAc, 75/25 – 50/50) yielding 57a and 57b.  

3.3.2  Spiro[1,3-dioxolane-2,3’-indol]-2’(1’H)-one, 5’-(4-aminophenyl) (57a) 

 

Physicochemical properties of 62a:    

Empirical formula: C16H14N2O3, M.W. = 282,30 g.mol
-1  

Yield: 62% 

Physical state: light orange powder 

m.p.: 222-225°C 

TOF MS ES+:  Calcd for C18H18N3O3 [M+H+ACN]+ : 324.1348 Found: 324.1333 

   Calcd for C16H15N2O3 [M+H]+ : 283.1083 Found: 283.1068 

Elemental Analysis: Calcd: C, 68.08; H, 5.00; N, 9.92 Found: C, 68.51; H, 5.95; N, 8.09 

1
H NMR: (300 MHz, DMSO) δ (ppm) 10.43 (s, 1H, H-14), 7.48 (dd, J = 10.5, 2.4 Hz, 2H, H-

10, H-13), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-5, H-3), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-9), 6.61 (d, J = 8.5 

Hz, 2H, H-2, H-6), 5.19 (s, 2H, H-7), 4.32 (d, J = 8.3 Hz, 4H, H-18, H-19). 

13
C NMR: (75 MHz, DMSO) δ (ppm) 174.53 (C-15), 148.07 (C-1), 140.64 (C-16), 135.53 

(C-8, C-11), 128.38 (C-13), 126.94 (C-4), 126.77 (C-3, C-5), 125.31 (C-9), 121.95(C-10), 

114.27(C-6, C-2), 110.79 (C-12), 101.83, 65.53 (C-18, C-19). 

IR (cm
-1

): 3419 (primary N-H), 3333 (secondary N-H), 2922 (C
II
-H), 1736 (C=O), 1626 

(C=Carom) 
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3.3.3  Spiro[1,3-dioxolane-2,3’-indol]-2’(1’H)-one, 5’-(3-aminophenyl) (57b) 

 

Physicochemical properties of 62b:    

Empirical formula: C16H14N2O3, M.W. = 282,30 g.mol
-1  

Yield: 56% 

Physical state: dark orange powder 

m.p.: 232-237°C 

TOF MS ES+:  Calcd for C18H18N3O3 [M+H+ACN]+ : 324.1348 Found: 324.1342 

   Calcd for C16H15N2O3 [M+H]+ : 283.1083 Found: 283.1073 

Elemental Analysis: Calcd: C, 68.08; H, 5.00; N, 9.92 Found: C, 67.67; H, 5.85; N, 8.27 

1
H NMR: (300 MHz, DMSO) δ (ppm) 10.52 (s, 1H, H-13), 7.53 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H, H-

9), 7.48 (s, 1H, H-5), 7.07 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-2), 6.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-8), 6.80 (s, 1H, 

H-12), 6.73 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-3), 4.33 (d, J = 10.9 Hz, 4H, H-16, 

H-17). 

13
C NMR: (75 MHz, DMSO) δ (ppm) 174.55 (C-14), 149.04 (C-6), 141.95 (C-15), 140.23 

(C-4), 135.63 (C-10, C-7), 129.65 (C-12), 129.46 (C-2), 125.23 (C-8), 122.88 (C-9), 113.93 

(C-1), 112.94 (C-3), 111.72 (C-5), 110.85 (C-11), 101.71, 65.56 (C-16, C-17). 

IR spectra are similar to the product with the amino group in para position. 
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Figure 103 Mécanisme de couplage avec EDC/NHS 

4 1H NMR spectrum  
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Modification de l’Isatine pour la fabrication de biocapteurs  

Pseudomonas Aeruginosa est un pathogène opportuniste qui adapte son comportement aux 

molécules présentes dans son milieu. Il augmente en virulence lorsqu’il détecte des peptides 

natriurétiques dans son environnement. L’isatine est une molécule qui bloque cet effet. Pour 

mieux comprendre sur quel récepteur l’isatine agit, la conception d’un biocapteur a été menée. 

Un biocapteur est un outil alliant un bioélément, réagissant spécifiquement avec une cible 

biologique, et un support physique permettant la transduction du signal pour le rendre 

mesurable. Les travaux de thèse suivants décrivent la préparation d’un transducteur 

polymérique, le copolymère d’oléfines cycliques (COC), par greffage de sels de diazonium en 

surface. La modification de l’isatine par couplage pallado-catalysé compose la partie 

principale des travaux de synthèse organique effectués. Les méthodes de couplages 

peptidiques en surface et techniques d’accroche des isatines modifiées sur les surfaces des 

transducteurs (or ou COC) sont également décrites dans ce manuscrit. Pour finir, l’évaluation 

des effets biologiques des isatines modifiées et des biocapteurs conçus a été effectuée sur 

Pseudomonas Aeruginosa et sur d’autres bactéries.   

Mot clés : isatine ; Pseudomonas Aeruginosa ; couplage pallado-catalysé ; COC 

 

Isatin modification for biosensors making  

Pseudomonas Aeruginosa is an opportunistic pathogen which can adapt its behavior to the 

present molecules in its surrounding. It increases in virulence when it detects natriuretics 

peptides in its environment. Isatin is a molecule which can block this effect. To determine on 

which receptor isatin acts on, the conception of a biosensor have been conducted.  A 

biosensor is a tool combining a bioelement, reacting specifically with a biological target, and 

a physical support allowing the transduction of the signal to make it measurable. The 

following thesis describes the preparation of a polymeric transducer, the cyclic olefin 

copolymer (COC), by diazonium salts surface grafting. Isatin modification by palladium-

catalysed coupling reaction represents the major part of the organic synthesis carried out. 

Surface peptide coupling methods and techniques to link the modified isatins to the surfaces 

of transducers (gold or COC) are also described in this dissertation. To finish, biological 

effects of the modified isatins and designed biosensors have been evaluated on Pseudomonas 

Aeruginosa and others bacteria. 

Keywords: Isatin; Pseudomonas Aeruginosa; palladium-catalysed coupling reaction; COC 

 

 


