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[. Introduction

Depuis les débuts de la pharmacologie, différeapgsoches ou stratégies ont évolué
pour devenir au cours du siécle dernier de pluplasa rationnelles dans les processus de

recherche d'un médicament. Ces dernieres peuvertl@ssées en deux catégories :

» Les criblages a hauts débits ou l'automatisatiatéehes via l'utilisation de robots et
de logiciels de traitement de données permettetéster et d'analyser une importante
quantité de composés chimiques (chimiothéqueshuserou plusieurs cibles d'intérét
(ciblotheques). Lorsqu'une molécule active ("leaampound”) est découverte, des
bibliotheques de structures analogues appartendat méme famille sont ensuite
synthétisées et testées afin de déterminer leacdapa améliorer I'effet thérapeutique
et a minimiser les effets secondaires. Ces moléaggront ensuite subir des tests de
toxicité et de suivi métaboliqgue en phase prédieigvant d'étre proposées comme

"candidats médicaments" pour les phases ultérielge®veloppement clinique.

* La chimie combinatoire qui a I'inverse des techegj@ntérieures consistant a tester
des composés chimiques préalablement purifiés estifes, va elle directement
mesurer |'effet d’'un mélange synthétigue d'un tgkand nombre de composés
chimiques sur l'activité biologique et en cas dehstion de I'effet souhaité, un
processus de déconvolution permettra alors de remana structure de la molécule

responsable de cette activité.

De nos jours, on utilise des méthodes plus ratibes@ui reposent sur une série
d'étapes logiques ou I'on procéde d’abord a lada#ibn de la cible établie en faisant le lien
entre la pathologie étudiée et la cible moléculaogespondante, qui est ensuite déterminée
de maniére précise dans les banques de données ldrature ou grace a des études

génomique, transcriptomique et/ou protéomique.

Suivant les données collectées, la connaissanagoule la structure du récepteur
ciblé, les choix seront adaptés pour comprendrenésanismes d'actions et ainsi concevoir
un ligand théoriguement plus sélectif de la cililayt ceci évitant une perte de temps

précieuse et permettant de grandes économies dtarge
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Cette méthode s'appuie sur de nombreuses dis@plirtenement interconnectées
telles que la chimie, la biochimie, la biologie g@nhomique, la bio- et la chemoinformatique,
la modélisation moléculaire,...

L’activité biologique de la majorité des médicanserdsulte de leur interaction avec
des macromolécules. Les cibles les plus importadéss médicaments sont les récepteurs
membranaires des médiateurs (45%), les enzymes)(288%occanaux ioniques (5%) et les
récepteurs nucléaires (2%). On voit qu'a peu peesnbitié des cibles actuelles sont des
protéines membranaires, et notamment les réceptmuplés aux protéines G (PGCR).
Pourtant actuellement, parmi les 60 000 structudes macromolécules biologiques
répertoriées dans la banque de données des pmtémens de 2% sont des protéines
membranaire's

L’élucidation de la structure tridimensionnellesdarotéines membranaires constitue
un défi majeur. La connaissance de la structutéaiter de ces macromolécules aurait un
impact considérable sur notre capacité a conce&eimouveaux agents thérapeutiques visant
les protéines membranaires sachant que leurs déregts entrainent souvent de nombreux
syndromes pathologiques. Comme leur nom l'indigques, protéines sont confinées dans les

membranes biologiques.

[I. La membrane cellulaire

La membrane cellulaire est un assemblage de mekéotmant un double feuillet de
5 a 10 nm d’épaisseur qui sépare la cellule deesmironnement et délimite le cytoplasme
cellulaire, ainsi que les organites a lintériearitochondries, réticulum endoplasmique,
appareil de Golgi,...). Elle contribue donc de reamiessentielle a la protection, a la
croissance, au développement, a I'organisatioa ebinpartimentation du contenu cellulaire.

La membrane est formée d’'un ensemble complexe plées, de protéines et de
polysaccharides maintenus entre eux par des itit@nadaibles non covalentes (Figure 1-1).
Elle constitue une barriere sélective régulant éekanges de matiére entre l'intérieur et
I'extérieur de la cellule : échange de nutriments, gaz, d’ions, de métabolites,... Les
constituants principaux de cette membrane sontlipgdes, des molécules amphiphiles
capables de s'auto-organiser en bicouche, aves tétas hydrophiles au contact de I'eau et

leurs chaines hydrophobes compactées au seimuenidrane

! http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do.
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En plus de son rdle de barriere hydrophobe a lanité@jdes substrats dissous dans le
milieu aqueux environnant (cytosol ou liquides agéllulaires), la membrane sert également
de support a de nombreuses protéines (canaux Esjicaguaporines, PGCR,...) pouvant
porter des marqueurs spécifiques (antigénes,arlt, lé role va étre de réguler les échanges
transmembranaires et/ou de filtrer I'informatiorolbgique grace a la reconnaissance de
signaux chimiques (neurotransmetteur, hormonegspeotéine,...).

Cette reconnaissance enclenche un mécanisme aeisagion cellulaire aboutissant a
une réaction de la cellule afin de répondre auxcattbns de I'environnement extérieur. La
composition de la membrane, notamment la nature liggdes et celle des protéines
membranaires, reste variable d’'une cellule a utre &t se répartit de maniére asymétrique au

sein de la bicouche lipidique.

Fibres de Glucide LIOUIDE EXTRACELLULAIRE
la matrice
extracellulaire

Glycoprotéine

Microfilaments Cholestérol

du cytosquelette

Protéine Protéine \
périphéngue intramembranaire CYTOPLASME

Figure 1-1 : Représentation schématique de la découpe d’'une raembellulaire.

A. Les lipides

Les lipides représentent a peu pres 50% de la matde des membranes. Les trois
principaux types de lipides rencontrés sont: |é®spholipides, le cholestérol et les

glycolipides (Figure 1-2). Ce sont des moléculeplEphiles possédant a la fois une partie
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hydrophile polaire et une partie hydrophobe apelaires phospholipides sont des esters
d’acides gras du glycérol avec un groupement phaegibreliant la partie polaire a la partie

hydrophobe composée de deux chaines aliphatiqe&s & nature des deux parties polaires
et apolaires, il existe une grande variété de piagpdes dont les plus courants sont les

phosphatidylcholines, les sphingomyélines et lessphatidylsérines.

OH Cholestérol

. - HN
Sphingoglycolipide \/\/\/\/\/\/\J\/\oH
N OH

Phosphosphingolipide

Figure 1-3 : Exemples de différents lipides constituants la maméb cellulaire.

Ces lipides présentent généralement une trés fablebilité dans lI'eau et leur
caractere amphiphile les condu’auto-associer spontanément dans les milieux acoeur
former des bicouches, forme supramoléculaire la ptable compte tenu des aires respectives
(comparable) de la partie polaire et des deux cuéwyedrophobes. Pour cela, les chaines
hydrophobes sont dirigées vers l'intérieur de obche tandis que les tétes hydrophiles sont

orientées vers les milieux extra- et intracell@aiaqueux (Figure 1-3).

Régions
hydrophile

agrégation

Corps
hydrophobe

Lipide « cylindrique » Bicouche

Figure 1-5 : Agrégation des lipides en bicouche dans un miloaeax.
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Cette bicouche est divisée en deux régions : lgscdrydrophobe et la région
comportant les tétes hydrophiles. Il est a noter lgumembrane est dans un état dynamique,
les constituants de la membrane sont en effet,eepépuel mouvement. Pour cela, chaque
compartiment hydrophile et hydrophobe a des pragsia@niques qui affectent différemment
la cohésion des constituants dans la bicouche.égiom hydrophile composée de tétes
polaires chargées, induit des forces coulombieames les molécules d’eau environnantes et
les domaines hydrophiles extra membranaires ddéipes afin de stabiliser la bicouche. De
méme afin de limiter I'organisation du milieu agyedonc des molécules d’eau, autour des
chaines hydrophobes solubilisées, phénomene qtrilmeerait & diminuer I'entropie globale
du systéme, les chaines hydrophobes s’autoasspeeetfet hydrophobe et donnent lieu a la
formation de cette barriere hydrophobe, solublaréieu aqueux grace a I'hydratation des
tétes polairés

Toutes ces interactions non covalentes de faibdegém expliquent la fluidité acquise
par la membrane, ce qui fait d’elle un corps ptefaent déformable dans les trois directions
de l'espace dans lesquelles les lipides peuvestutstédes mouvements de diffusion latérale,
de rotation et de « flip-flop » (échanges de lipidatre les feuillets inférieur et supérieur de la
bicouche). La fluidité est également conditionném fa température qui accélere les
mouvements, la quantité de cholestérol et la natesephospholipides. En effet, la rigidité du
cholestérol di a son noyau tétracyclique hydrophdineinue la fluidité et augmente la
stabilité mécanique de la membrane. Cette fluiggénet aux protéines constitutives de la
membrane de se déplacer librement par rotationffession latérale. En raison de sa nature
hydrophobe, la bicouche lipidique constitue uneribe a la diffusion des ions ou des
molécules polaires qui ne peuvent la traverserwgnigeau de certaines protéines spécifiques

(canaux, pompes, transporteurs,...).

B. Les protéines membranaires

Les protéines sont des macromolécules représebtardt 70% de la masse de la
membrane cellulaire. Par définition, une protéiseun polymere constitué d’'acides aminés
naturels reliés entre eux par des liaisons pepted (liaison amide).

L’enchainement de ces résidus forme une séquemrcedd@finie de la protéine qui
correspond a sa structure primaire. Certains tnog\¢le cette séquence peuvent s’agencer et
se replier en établissant des liaisons hydrogémanimléculaires entre les parties CO et NH

2 White S.H., Ladokhin A.S., Jayasinghe S. and BvistK.,J. Biol. Chem.2001, 276, 32395-32398 ; White
S.H. and Wimley W.C Annu. Rev. Biophys. Biomol. Strid999 28, 319-365.
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des fonctions amide afin de former la structureosdaire de la protéine (hélice feuillet

B). La structure tertiaire de la protéine est étabdielfagencement des structures secondaires
et des zones amorphes dans lI'espace pour lui domeeforme géométrique particuliere. Les
interactions entre deux ou plusieurs chaines dectstes tertiaires de protéines sont

responsables de la formation de la structure queiter (Figure 1-4).

Gly &~ Hélicea

Structure
Structure tertiaire

secondaire

Structure
primaire

Structure
quaternaire

Figure 1-7 : Classification des différentes structures constidéstd’'une protéine.

Selon la nature de leur structure et leur moddedaetion avec la membrane, les
protéines membranaires sont appelées extrinsequespériphériques) ou intrinséques
(transmembranaires ou intégrales) en fonction di#érehts modes d’association avec la

bicouche lipidique (Figure 1-5).

Protéines intrinseques

Bicouche
lipidique

Protéines extrinseques

Figure 1-9 : Différents types de protéines membranaires sel@treature et son association avec la membrane.
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Les protéines extrinseques correspondent aux pestéassociées en surface a la
bicouche lipidique sans la traverser, soit pasdiaicovalente avec des lipides membranaires
situés dans la monocouche externe de la membraeenpdes 4 et 5), soit par des liaisons
faibles (interactions électrostatiques ou liaisbgdrogéne) avec les extrémités hydrophiles
des phospholipides ou de protéines intégrées &hahbrane (exemples 6 et 7). Ces protéines
peuvent facilement étre détachées de la membranexpaction en utilisant des conditions
opératoires modérées avec des solutions a foragpu@et pH modulables.

Les protéines intrinséques sont des molécules gohiids comportant des régions
hydrophiles et hydrophobes qui traversent une agig@lrs fois la membrane (exemples 1 a
3). Les régions hydrophobes sont majoritairenmntstituées d’acides aminés portant des
chaines latérales de nature hydrophobe (leucirlmeya.) qui sont repliées sous la forme
d’hélicesa et de tonneauf. Ces structures secondaires ont les parties higdbgs de leurs
acides aminés orientées vers l'extérieur de l'lke¢liet se contractent par des interactions
hydrophobes avec les chaines aliphatiques dessagids de phospholipides.

Le séquencage complet des génomes de différerasisnges indique qu'environ 25 a
30% des geénes codent pour l'expression de protéimembranaires Ce nombre trés
important reflete l'importance de cette classe rd¢eme, ainsi que la diversité des fonctions
assurées. Les protéines membranaires participgntgiand nombre de processus essentiels
de la vie cellulaire tels que les échanges trandiremaires d'ions, de solutés et de signaux
métaboliques, la transduction de signaux extraedlas, I'association des cellules en tissus,

la multi-résistance aux drogues.

Cependant, contrairement a leurs homologues saluldars fonctions sont encore
mal connues en raison du manque dinformation &trate qui est un obstacle certain a
I'établissement d’'un lien structure-fonction a hétle moléculaire. On voit bien que la
membrane cellulaire est un systeme trop complexterbgéne et dynamique et qu'il
constitue donc une géne indéniable a I'étude de&ipesin vivo dans leur environnement
natif par le biais des techniques de biophysiqueeties utilisées dans la caractérisation
structurale (spectroscopie RMN, diffraction desoreg/X,...).

Pour étudier et caractériser les protéines membesnal est donc nécessaire dans un
premier temps de les extraire de leur environnenmeaimbranaire, mais surtout de les

maintenir sous leur forme native fonctionnelle @uble en reconstituant un milieu d’accueil

% D. Frishman and H.W. MeweBlature Struct. Bio].1997 4, 626-628 ; D.T. JoneBEBS Lett. 1998 43, 281-
285 ; T.J. Stevens and I.T. ArkiRroteins 200Q 39, 417-420.



Chapitre 1 : Introduction Générale

en solution aqueuse similaire & celui de la mentdalogiqué. L'extraction des protéines
intrinseques se fait a l'aide de tensioactifs nomni@ détergents membranaires, des

composes capables d’isoler, de solubiliser et dapuker les protéines membranaires.

I1l. Les détergents membranaires

A. Généralités

Les tensioactifs communément appelés détergentslgsarbiologistes sont des
composés amphiphiles comportant des domaines @sleirapolaires bien distincts présentant
une solubilité marquée dans I'eau. Les tensioaciifs«< surfactants » en terme anglo-saxon
sont des agents de surface capables de réduagedimn interfaciale de mélanges (ex, huile et
eau) en s'adsorbant aux interfates

Les tensioactifs ont une grande variété d’applicegtiqui incluent la perméabilisation
et la dissolution des membranes, la solubilisatden corps d’inclusion, ainsi que la

solubilisation, la biochimie, la cristallisationlatmanipulation des protéines membranaires.

La capacité d'un tensioactif a participer a unecfmm spécifique dans les techniques
de biologie structurale ou de biochimie est entigmet reliée a sa structure. La partie
hydrophile polaire de la molécule de détergentésignée comme « téte polaire » tandis que
la partie hydrophobe apolaire est appelée « queudaiee ». La partie hydrophobe est
constituée d'une ou plusieurs chaines carbonéghatiijues pouvant étre linéaires ou

ramifiées et comportant généralement entre 8 etdi®@es de carbone (Figure 1-6).

M

~~
! Queue

Téte hydrophobe
hydrophile

Figure 1-11 :Représentation schématique d’'un monomeére de tatifioa

En milieu aqueux et a faible concentration, lessitgactifs s’adsorbent a l'interface
air-eau d’un liquide pour former un film monomolé&dte compact et diminuent I'énergie
libre interfaciale. Les molécules s’organisent guaface de telle sorte que la téte hydrophile

soit au contact de I'eau et que la chaine hydrapkoli orientée vers I'extérieur dans I'air. Ce

* A. Seddon, P. Curnow, P.J. BooBipchim. Biophys. Act®2004 1666, 105-117.
® M. Rosen, Surfactants and Interfacial Phenomena3® Ed., Hoboken: John Wiley & Sons, In2004
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phénomene provoque une diminution de la tension erigelle du liquide
proportionnellement & la concentration en tensifsaselon la loi de Gibts

Au dela d’'une concentration précise appelée coratort micellaire critique (CMC),
la surface du liquide devient saturée en moléotdetensioactif et la tension superficielle du
liquide reste constante. L’addition supplémentaite tensioactifs provoque un auto-
assemblage spontané des monomeéres en agrégatsuyanp étre divers, définis par leur
taille et leur nombre d’agrégation (nombre de malés composant I'agrégatuand la
concentration totale deensioactifsest supérieure a la CMC, la concentrationmamomeres

dans la solution restegale a la CMC (Figure 1-7).

Tension
superficielle
A AL LAV I
PV ll
NG| Rt y; e
IR
-‘:". ;;"

I|'|I |'-I I Il'l
-8 —e

. 7

Concentration
en tensioactifs

>

CMC

Figure 1-13 :Courbe de la tension de surface en fonction denaentration de tensioactifs en solution.

Il faut également noter que les tensioactifs ctunetits I'architecture supramoléculaire
en solution, sont en équilibre constant avec lesam&res de tensioactif libres en solution et
a l'interface.

Le phénomene de micellisation est dirigé par Itefigdrophobelorsque un groupe
non polaire est introduit dans une solution aqudeseseau formé par les liaisons hydrogene
existantes entre les molécules d’eau est perturdes enolécules d’eau s’ordonnent entre elles
autour de la partie apolaire pour combler la disipar des liaisons hydrogéne. Il en résulte

® L.M. Hjelmeland, A. ChrambaciMethods Enzymql1984 104, 305-318 ; T.F. Tadros Surfactants», T.F.
Tadros Ed., Academic Press, New Yotk84; C.A. Miller, P. Neogi, 4nterfacial Phenomena, Dekker Inc.,
New York,1985
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une perte du degré de liberté des molécules d'emliquées et donc une diminution
défavorable de I'entropie du systéme. Afin de misan cette perturbation du systéme, les
molécules de tensioactif auront tendance a seiusér a I'interface eau-air jusqu’a ce que
I'addition de nouvelles molécules de tensioactimpe I'équilibre entre les monoméres

hydratés en solution et les monomeres en surface.

Au-dela d’'une concentration que I'on appelle CMC@AC (constante d’agrégation
critique), il y a une réorganisation des tensidsctijoutés en une pseudo phase qui est
généralement (aux concentration proches de la CM@ micelle sphérique ou cylindrique,
caractérisée par son nombre d’agrégation. Lors'algrhentation de la concentration, les
régions hydrophobes des tensioactifs se contraetes¥issocient afin que seulement quelques
molécules d’eau soient nécessaires pour se réarrantpur des micelles formées.

Cette association des chaines hydrophobes au adarndicelle a pour conséquence
une diminution de l'organisation des molécules d’ed donc une non décroissance de
I'entropie globale du systeme due a cette précéderganisationCe sont donc les effets
thermodynamiques favorables de la solution aquegsé gouvernent ['association
hydrophobe et la formation des miceflles

La forme des agrégats donnés par les tensioactifeikkeu aqueux a été étudiée de
maintes facons et une prévision de leur structlwbale (micellaire, cylindrique, lamelles,
micelles inverses,...) a été faite par Ninham etelachvili qui ont proposé un parametre

d’empilement P d’'un détergent, déterminé par l&oun suivante :

P=V/al

V : volume de la chaine du détergent.
| : longueur de la chaine.

a : aire de la section a l'interface.

Ce concept tient compte du rapport volumétriqueeetd partie hydrophobe et la
partie hydrophile d’'un monomeére de détergent pourattribuer une valeur qui prédit la

forme et la taille de I'agrégat en solution aquéBeure 1-8).

" C. Tanford, he Hydrophobic Effect : Formation of Micelles aBiblogical Membranes, I Ed., John
Wiley & Sons, Inc., New Yori,973.

8 J.M. Neugebaueiylethods Enzymql199Q 182, 239-253 ; J.N. Israelachvili, D.J. Mitchafid B.W. Ninham,
Biochim. Biophys. Actd 977,470, 185-201.
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Phase lamellaire
Micelle sphérique Micelle cylindrique 12<P<1 Micelle inverse
P<1/3 1/3<P<1/2 P>1

Figure 1-15 :Différents types d’agrégats formés par le monorséten la valeur du paramétre d’empilement P.

Les caractéristiques des groupements hydrophilegdzbphobes d’'un détergent sont
directement reliées a ses propriétés physico-chiesidCMC, nombre d’agrégation, taille et
nature de la forme géométrigue des agrégats). ela, il est important de choisir
judicieusement le détergent approprié avant de camear a étudier leur interaction avec les
protéines membranaires, si I'on tient compte dudae la forme de I'agrégat que va donner
le tensioactif pourra affecter la stabilité de tatpine solubilisé.

La nature de la queue hydrophobe (hydrocarbonéBtuotocarbonée), sa longueur,
son degré d'insaturation et de ramification, laspree ou non de noyaux aromatiques,
affecte les propriétés chimiques des monomeresétiErgnt et contrdle I'auto-assemblage

des monomeres.

De méme, la nature du groupement hydrophile (neutreharge, petit ou volumineux)
peut fortement affecter son application a I'étude grotéines membranaires. Bien des points
ont déja été étudiés grace a I'ensemble des stasctle tensioactifs qui ont été proposés
jusqu’a ce jour, mais bien d’'autres restent a cemgire avant de disposer du tensioactif dit
« idéal » pour extraire et/ou maintenir la prot@membranaire soluble en milieu aqueux sans

dénaturation d’aucune sorte.

B. Différentes classes de tensioactifs

Les tensioactifs sont classés selon la nature utepkertie hydrophile en trois grandes
familles : les tensioactifs ioniques (cationiques ou amjoes), les tensioactifs

zwitterioniques (ou amphoteéres) et les tensioangigtres (Figure 1-9).

® A.M. Schwartz, J.W. Perry, J. BerchSurface Active Agents and Detergentsol Il, R. Krieger Pub. Co.,
New York,1977.
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Figure 1-17 :Structures chimiques de différentes classes d@taids selon la nature de leur téte hydrophile.

Les tensioactifs ioniques sont efficaces pour @etrles protéines de la membrane.

Cependant, ce sont des détergents durs qui teddétre dénaturants en désorganisant les

interactions coulombiennes intramoléculaires dermmbre de protéines.

Les tensioactifs anioniques possedent une téteopkide contenant une charge

négative. Il existe les sels d'acides carboxyligfREO, M), les alkyles sulfates (ROS0
M*), les sulfonates (RSM*) et les phosphates (ROPO(OHYD)Y™. Le SDS est

couramment utilisé comme agent dénaturant danstletes de « unfolding-refolding » des

O\W.M. Linfield, «Anionic Surfactants, M. Dekker Eds.1976
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protéines membranaires Les sels de l'acide biliaire sont plus doux que desergents
ioniques a chaine linéaife

Les tensioactifs cationiques sont caractérisés e partie hydrophile chargée
positivement. Le plus souvent ce sont des selsnd@mum quaternaires triméthylés ou des
sels de pyridiniurt?.

Les tensioactifs zwitterioniques contiennent adis fune charge positive et négative
dans leur partie hydrophile, ce qui les rend é@goément neutres. La plupart sont des oxydes
d’amine ou des structures dipolaires s'apparerdaotlle des phospholipides naturels. lls
correspondent & une famille de produits généralemamirritants et peu agressifs sur le plan
biologique.

Les tensioactifs neutres, incluant les maltosides,glucosides et les polyéthylene
glycols (PEG) sont caractérisés par des tétes plides non chargées. Ce sont des détergents
doux et non dénaturants car ils perturbent uniqménes interactions protéine-lipide et
lipide-lipide, et sont sans effet sur les inte@tsi coulombiennes intramoléculaires des
protéines. La majorité des détergents utilisés dangurification et la détermination

structurale des protéines membranaires sont desgyeéts neutré$

V. Extraction et manipulation in vitro des protéines membranaires

Le processus d’extraction et d’isolement d’'une ¢iree membranaire se déroule en
trois étapes : (i) décomposition totale ou padielé la membrane cellulaire, (ii) solubilisation
des protéines dans des micelles mixtes déterged#]i (iii) élimination du détergent et

reconstitution d’'une membrane lipidique autouralpriotéine.

A. Interactions détergent-lipide

L’addition de molécules de détergent est suppossmrdaniser les lipides de la
membrane selon deux voies possibles en fonctida dature du détergent utiliSé

1'5.J. Allen, A.R. Curran, R.H. Templer, W. MeijbeRJ. Booth,). Mol. Biol, 2004 342, 1279-1291 ; E.L.
Compton, N. Farmer, M. Lorch, J.M. Mason, K.M. Mg, P.J. Booth,). Mol. Biol, 2006 357, 325-338 ;
F.W. Lau, and J.U. BowidBiochemistry 1997, 36, 5884-5892 ; D.E. Otzed, Mol. Biol, 2003 330, 641-649 ;
P. Sehgal, J.E. Mogensen, and D.E. OtBéochim. Biophys. Act&005 1716, 59-68.

12 A M. Seddon, , P. Curnow, and P.J. Bo@mchim. Biophys. Act2004 1666, 105-117.

13 E. Jungerman, ationic Surfactants, M. Dekker Eds., New Yorl,97Q

14 3.B. Long, E.B. Campbell, and R. Mackinn@tience 2005 309, 897-903 ; S. Lund, S. Orlowski, B. de
Foresta, P. Champeil, M. le Maire, J.V. MgllgrBiol. Chem.1989,264, 4907-4915 ; T. VanAken, S. Foxall-
VanAken, S. Castleman, and S. Ferguson-MiNé&thods Enzymql1986 27-35.

5 U. Kragh-Hansen, M. Le Maire, J.P. Noél, T. Guikeywicki, J.V. Moller, Biochemistry 1993 32, 1648-
1656 ; U. Kragh-Hansen, M. Le Maire, J.V. MollBipphys. J.1998 75, 2932-2946.
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« Soit ils s'inserent et se cloisonnent directemenitecles lipides a lintérieur de la
membrane jusqu’a saturation avant de provoqueéssabilisation et la fragmentation
de la bicouche lipidique,

» Soit ils solubilisent les lipides constitutifs dae membrane grace aux interactions
coopératives hydrophobes détergent-détergent desllesi de détergent et forment

des micelles mixtes lipide-détergent.
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Figure 1-19 : Décomposition de la membrane cellulaire par sakdtibn des protéines membranaires et des
lipides constitutifs.

Au dela de la CMC, la concentration en détergemss sforme micellaire et
membranaire s’accroit pour atteindre un seuil makitoa saturation de la bicouche lipidique
en détergents induit une perte de cohésion deigided constitutifs qui provoque la rupture
de la membrane. Il s’ensuit une transition d’unagghlamellaire vers une phase micellaire

comportant a la fois des micelles mixtes détergipite et des micelles mixtes

détergent/lipide/protéine.
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L’addition supplémentaire de détergents entraindéiipidation des protéines et la
formation de micelles mixtes détergent/protéinedétergent/lipide. Des quantités plus
importantes de détergents conduisent a la compdétsolution de la bicouche et la

solubilisation des protéin¥s(Figure 1-10).

Plusieurs méthodes existent pour déterminer laestration de détergents en solution
incluant la colorimétri¥, la chromatographie sur couche mificeles mesures de l'indice de
réfraction ou de la diffusion de la lumiétet I'ultracentrifugation analytiqd® Ces méthodes
permettent de déterminer la concentration de démesglibres en solution, la quantité de
détergents liés a la protéine ou encore la tadeabmplexes détergent-protéine.

Elles peuvent étre utiles pour déterminer la cotmaéon critique de solubilisation
(CCS), qui correspond a la concentration minimalguise pour perturber et transformer un
systeme membranaire en une dispersion micellaigdgoninante sans provoquer de

dénaturation de la protéine.

B. Interactions détergent-protéine

Plusieurs hypothéses ont été émises concernargatimation des molécules de
détergent autour des parties hydrophobes transnamiaibes de la protéine. Une des
premiéres hypothéses suppose que les détergerdgsclent la protéine sous la forme de
micelles adoptant une structure ellipsoifaleCependant, ce modéle n’est pas le plus
vraisemblable en raison des contacts pouvant exaatee les tétes polaires du détergent et de
la partie hydrophobe de la protéine.

Un autre modéle suppose que les détergents recauarsurface hydrophobe de la
protéine avec une monocouche, un arrangement dgené celui des molécules de tensioactif
a l'interface air-eau.

Il est dorénavant admis qu’une fois la protéineulsitisée, les molécules de détergent
forment une monocouche paralléle Iégerement coustsgparentant a un tore ellipsoidal
(« bouée de détergents) autour des domaines tramsmaeaires hydrophobes de la prot&ine
(Figure 1-11).

6 M. Almgren, Biochim. Biophys. Act&200Q 1508, 146-163.

" A. Urbani, and T. Warne, Anal. BiocherQ05 336, 117-124.

8 .R. Eriks, J.A. Mayor, and R.S. Kaplan, Anal. 8iem.,2003 323, 234-241.

9P, Strop, and A.T. BrungeProtein. Sci.2005 14, 2207-2211.

2D, Noy, J.R. Calhoun, and J.D. Leanal. Biochem.2003 320, 185-192.

21 J.A. Reynolds, and C. Tanforiroc. Natl. Acad. Sci. USA976 73, 4467-4470.

22 M. Le Maire, P. Champeil, and J.V. Moller, BiochiBiophys. Acta200Q 1508, 86-111.
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Figure 1-21 : Tore de détergents recouvrant les domaines tranknaeaires hydrophobes de la protéine.

C. Inactivation des protéines membranaires par ledétergents

Les principales difficultés rencontrées lors deull® des protéines membranaires
solubilisées par des détergents sont liées auxassde déstabilisation et d’inactivation des
protéines. Les contributions majeures de ce problsomt reliées aux propriétés dissociantes
des détergents mis en jeu durant I'étape d’extraclies détergents ont tendance a perturber
les interactions protéine-protéine et protéinediEpgui sont parfois essentielles a la stabilité
de la protéine.

Ce processus est difficilement contrélable et mewtvent conduire a la dénaturation
de la protéine ainsi qu’a la perte irréversiblesddonction biologique selon deux mécanismes

intimement relié$ (Figure 1-12).
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hydrophobes de la protéine , -
Détergent  Lipide Solubilisation de cofacteurs stabilisants
et/ou des sous unités composant la protéine

dans les micelles de détergents

Figure 1-23 :Hypothéses probables sur les causes de l'inaddivaliés protéines solubilisées par des détergents.

Les protéines oligomériques présentent souvent igkesactions protéine-protéine

entre leurs sous unités dans la région transmemipearainsi que des interactions

3 J.U. Bowie,Curr. Opin. Struct. Biol.2001, 11, 397-402 ; C. Breyton, C. Tribet, J. OliveR.JDubacq, J.L.
Popot,J. Biol. Chem.1997, 272, 21892-21900.
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intramoléculaires des sous-unités capitales ablliésement de la structure tridimensionnelle
de la protéine. La plupart des protéines membrasaont extraites des membranes et la
solubilisation des lipides, sous-unités et/ou defaxs hydrophobes a l'intérieur des micelles
de détergent provoque linstabilité de la protéiha. délipidation est 'une des causes de
désactivation les plus communes.
Pour diminuer les risques de dénaturation quelquesures simples peuvent étre
mises en place :
» Travailler au voisinage de la CMC du détergenttadii ainsi un exces de micelles
susceptibles de dissocier les cofacteurs protéiques
» Limiter le volume dans lequel les lipides, cofacseat sous-unités diffusent, ou en
augmentant leurs concentrations dans les micelbe®sn pour déplacer I'équilibre en
faveur de I'association des constituants plutdtlques dissociation,
» Ajouter des lipides a la protéine solubilisée. dislent la protéine a préserver sa
structure 3D et/ou a éviter I'acces des déterganss points sensibles de la surface

transmembranaire.

Une autre approche complémentaire est de créemwiroenement moins déstabilisant

pour maintenir la protéine soluble et éviter soréggtion.

D. Maintien des protéines membranaires en solutioagueuse

Selon la nature (ionique, zwitterionique ou neugkla quantité de détergents utilisée
dans la phase d’extraction, les protéines memhnemapeuvent étre déstabilisées ou
dénaturées lorsque la durée d’exposition avecdesrgents devient trop longue. Par exemple,
les détergents ionigues comme le SDS sont souvest dfficaces pour solubiliser les
protéines mais ils entrainent la plupart du tengopssl dénaturation tandis que les détergents
neutres (OG, DDM,...) solubilisent moins bien le®t@ines mais sont plus aptes a les

maintenir en solution aqueuse dans leur état?fatif

Pour cela, il est préférable, soit d’'éter les dggats recouvrant les domaines
hydrophobes et de transférer la protéine dans umosmement qui lui est plus favorable ou
encore d'échanger les détergents du complexe pestitergent par d’autres tensioactifs

capables de stabiliser et maintenir plus efficacgr@protéine en solution aqueuse.

24 P, Raman, V. Cherezov and M. Caffr&ell Mol. Life Sci. 2006 63, 36-51 ; S.H. White, M.C. Wiener,
Methods 2004 34, 364-372.
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1. Retrait et échange des détergents

De nombreuses méthodes existent mais le choix @etaique est la plupart du temps
établi en fonction des propriétés du détergent,particulier sa CMC et son nombre
d’agrégation.

Les détergents avec une CMC élevée sont diluéessud de la CMC en présence du
nouveau tensioactif pour que les micelles se déstent en monomeéres et puissent étre
facilement retirés par diffusion a travers les pod&uine membrane de dialyse au cours du
temps. Ceci s’applique bien sOr uniqguement lordgueouveau tensioactif ajouté en exces
présente une CMC beaucoup plus faible que le d&tepggimaire.

Les détergents ayant une CMC basse sont typiqueratirdts par adsorption sur des
billes de polystyrene hydrophobes nanoporeuseslégspp& biobeads ». Les détergents liés
aux billes peuvent ensuite étre retirés par fittrabu ultracentrifugatiof.

La chromatographie d’exclusion moléculaire commuetimappelée filtration sur gel
permet de séparer aisément les micelles de détetgercomplexes protéine-détergent et les
protéines libres grace a leurs différences deetaill

Les détergents peuvent aussi étre retirés ou éébgray différents types de colonnes
de chromatographie basées sur un principe de si@parampliquant des interactions
électrostatiques. On retrouve la chromatographimmgeuse d’'ions et une chromatographie
particuliere utilisant une résine au nickel pouxefi des protéines recombinantes
fonctionnalisées par une étiquette polyhistidingedge « His-tag>3.

Cependant, les systemes organisés de détergentslesndifficultés a imiter la
membrane native de la protéine et conduisent quaéwhe parfois a la dénaturation de la
protéine au bout d'une période prolongée. Pour, cgllasieurs systémes mixtes lipide-
détergent ont été proposés comme modele de reimiosti des membranes autour des

protéines pour pouvoir réaliser des études stralgsiiou encore des essais de cristallisation.

2. Reconstitution d’'un modéle membranaire autour déa protéine

Les protéines membranaires peuvent généralement régonstituées dans des
structures vésiculaires nommées protéolipos6més peuvent s'obtenir de deux facons a

partir d’'une solution contenant les complexes dgtat-protéine et les liposomes :

% J.L. Rigaud, G. Mosser, J.J. Lacapeére, A. OlofsBortevy, J.L. Ranck). Struct. Biol. 1997, 118, 226-235.
% A, Seddon, P. Curnow, P.J. BooBipchim. Biophys. Act®2004 1666, 105-117.

2" AJ. Furth,Anal. Biochem.198Q 109, 207-215 ; T. Gulik-Krzywiki, M. Seigneuret,L. Rigaud,J. Biol.
Chem, 1987, 262, 15580-15588.
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» soit en diluant la solution au dessous de la CM@étergent pour libérer les protéines
et permettre leurs transferts dans les liposomes,
* ou en additionnant un détergent supplémentaire aogmenter la perméabilité de la

bicouche des liposomes et favoriser I'insertion geséines.

Les nanodisques sont des auto-assemblages compjexesmportent une bicouche

de phospholipides entourée par une plateforme ceégpale protéines membranaires

répétitives d’environ 200 résidus formant une sédfiglices amphiphiles reliées entre elfes
(Figure 1-13).

Bicelle contenant
Nanodisque des protéines membranaires

Figure 1-25 :Représentation de modeles membranaires.

Ce modeéle permet d’accueillir une protéine cibldailée variable et de reconstituer sa
structure fonctionnelle a l'intérieur de I'enviraement artificiel qui mime la membrane
native de la protéirfé

Les bicelles sont des systemes membranaires comose fois de lipides et de
détergents qui sont devenus des outils couramméh$és dans les applications de
spectroscopie RMN en solution ou & I'état sdfidet plus récemment dans la cristallographie
des protéines membranaittsCes assemblages de bicouches planes stabiliséssnfent

plusieurs avantages par rapport aux systemes aireslimixtes traditionnels :

%8 T.H. Bayburt and S.G. SligaProtein Sci, 2003 12, 2476-2481 ; S.G. SligaBiochem. Biophys. Res.
Commun.2003 312, 115-119.

29 T.H. Bayburt and S.G. SligaProtein Sci, 2003 12, 2476-2481 ; H. Duan, N.R. Civjan, S.G. Sligad M.A.
Schuler Arch. Biochem. Biophys2004 424, 141-53.

% R.S. Prosser, S.A. Hunt, J.A. DiNatale and R.RldYBiochemistry 2006 45, 8453-8465 ; S.F. Poget and
M.E. Girvin, Biochim. Biophys. Act&2007, 1768, 3098-3106 ; A.A. De Angelis and S.J. Opellat. Protoc,
2007, 2, 2332-2338 ; H.M. Kim, S.C. Howell, W.D. Van ¢ Y.H. Jeon and C.R. SandePspgr. Nucl. Magn.
Reson. Spectros2009 55, 335-360.

1S, Faham and J.U. Bowi&, Mol. Biol, 2002 316, 1-6 ; S. Faham, G.L. Boulting, E.A. MassyYohannan,
D. Yang and J.U. Bowidrotein Sci, 2005 14, 836-840.
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» les bicelles reconstituent un environnement plugipe des membranes natives pour
I'étude structurale des protéines membranaires,

» les effets de courbure des membranes sont moinopeés que ceux des micelles
pures de détergent,

* pour les études de RMN, les tailles des bicelleg saffisamment petites pour étre
alignées dans le champ magnétique,

* pour les essais de cristallisation, les bicelle®t $aciles a manipuler et les cristaux

produits peuvent étre facilement isolés pour |&attion des rayons X.

V. Nouvelles alternatives aux détergents usuels

Les détergents Triton, Brij et Tween (Figure 1-8dht couramment utilisés dans les
laboratoires de biologie moléculaire, mais sont sai#rés comme étant chimiquement
hétérogénes pour des études structurales, et Ershelurs dans ce secteur préférent des
détergents qui se présentent sous la forme d’'yrexeshimiquement bien définie.

/\/\/\/\/\/\/\/\/\éoaﬁw

B
oo
oo R

O

Triton
TWEEN

Figure 1-27 :Exemples de détergents commerciaux possédantnueguse chimique hétérogéne.

D’autres détergents souvent utilisés dans les stattacturales et fonctionnelles des
protéines sont les alkyles glycositfed es alkyles glucosides et maltosides ont permis |
cristallisation d’un certain nombre de protéinesmheanaire¥’ tandis que des chaines plus
longues d’alkyles glycosides comme le dodécylmalms le tétradécylmaltoside ou

I'hexadécylmaltoside ont permis de stabiliser divétats oligomériques de PGCRsBien

%2 p, Raman, V. Cherezov and M. Caffr&ell Mol. Life Sci.,2006 63, 36-51 ; S.H. White, M.C. Wiener,
Methods 2004 34, 364-372.

% E. Pebay-Peyroula, R.M. Garavito, J. P. Rosenhudctzulauf and P.A. TimminsStructure 1995 3, 1051-
1059 ; M.A. Rosenow, D. Brune and J.P. Alléwta Crystallogr. D Biol. Crystallogr2003 59, 1422-1428 ;
E.S. Istvan, , C.A. Hasemann, R.G. Kurumbail, Ketly and J. Deisenhofétrotein Sci, 1995 4, 2439-2441 ;
J.P. Allen,Proteins 1994 20, 283-286.

% B. Jastrzebska, D. Fotiadis, G.F. Jang, R.E. &tapkA. Engel and K. PalczewsHi, Biol. Chem.2006 281,
11917-11922.
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gu’ils soient considérés comme des détergents plisux », cela ne leur permet pas pour
autant dans certains cas d’éviter le probleme dfivation des protéines.

Pour remédier a cet inconvénient, de nouveaux @iEtés sont constamment en
développement dans la communauté scientifiquerineipe de ces variations structurales est
d’empécher linsertion trop intime de la partie lgpghobe du tensioactif dans le domaine
transmembranaire de la protéine. Pour cela, ilgkt d’introduire des chaines ramifiées ou
cycliqgues pour les rigidifier, des chaines doubtess courtes ou encore des chaines

perfluorées.

OH
® g H%O Q OH
Oo.1.0
>N/\/ P m OH m
| I n O
0 HO o

CYCLOFOS CYMAL

Figure 1-29 :Détergents récents portant un cycle dans leurgepdydrophobes.

Parmi eux, on retrouve des détergents qui compodes cycles aliphatiques dans
leurs domaines hydrophobes (Figure 1-15) ou eresrlysophospholipides qui s’apparentent

aux phospholipides naturels des membranes biolegiffigure 1-16).
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Figure 1-31 : Structures de détergent similaires aux phospha@gptésents dans les membranes biologiques.

Ces derniers forment des agrégats hydrosolublesbtzgp de conserver des PGCRs
fonctionnelles aprés extraction a l'intérieur decefies de lysophospholipides, notamment
avec la FOS-Choline 12 portant des chaines cdtirtes

Les lipopeptides appelés aussi peptitergéntont des détergents peptidiques

composés d’environ 25 résidus d’acides aminéssralides chaines acyles aux extrémités du

% C. Klammt, D. Schwarz, K. Fendler, W. Haase, Vi€t and F. Bernhar§EBS J, 2005 272, 6024-6038 ;
C. Klammt, D. Schwarz, Fohr, B. Schneider, V. Dotsch @dnF. BernhardFEBS J, 2006 273, 4141-

4153 ; A. Mandal, S. Das, T. Chakraborti, P. Kar@osh and S. Chakrabofijochim. Biophys. Act&2006
1760, 20-31.
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peptide. Le peptide forme généralement une hélieenphiphile qui est capable en solution
aqueuse de contenir les queues alkyles a l'intédauwne micelle cylindrique rigide ayant un
faible nombre d’agrégation. Leurs syntheses sartetois assez colteuses en raison de leurs
structures chimiques complexes.

Une autre alternative concerne ['utilisation dessieactifs fluorés dans lesquels le
laboratoire de Chimie Bio-Organique et des Systeleleculaires Vectoriels (LCBOSMV)
de l'université d’Avignon est spécialisé et s’elgtipement investi depuis plus de 20 ans.

La structure chimique des tensioactifs fluorés eedde a celle des détergents
classiques, mis a part que leurs queues hydrophpbdent des atomes de fluor. Cette
caractéristique est d’ailleurs la raison de leilisation puisqu’ils ont peu d’affinité vis-a-vis
des chaines hydrocarbon&etelles que celles des lipides et les rend donepiables de
perturber la cohésion des membrahes

Les tensioactifs fluorés sont plus doux vis a \@s @grotéines membranaires que les
détergents classiques pour deux raisons :

» les lipides, sous-unités et cofacteurs hydrophaless protéines ne sont pas ou peu
dissous dans les micelles de tensioactif fluoré,

* les chaines alkyles fluorées, étant plus encomdésaet plus rigides que leurs
homologues hydrocarbonées sont supposées étre ninsives donc moins

propices a la déstabilisation des interactionsgmetprotéine.

Les premieres molécules testées étaient constitiées téte polaire oligomérique
dérivée du Tris(hydroxyméthyl)aminométhane (THAM} d’'une chaine hydrophobe
perfluoréé® (Figure 1-17).

Cette nouvelle génération de tensioactifs qui résqmtait aucun pouvoir détergent
vis-a-vis des membranes cellulaires se révéla cepgnapte a maintenir en solution les

protéines membranaires sans aucune dénatutation

% C.E. Schafmeister, L.J.W. Miercke and R.A. Stradience1993 262, 734-738 ; C.L. McGregor, L. Chen,
N.C. Pomroy, P. Hwang, S. Go, A. Chakrabartty an@.@rivé,Nat. Biotechno|.2003 21, 171-176 ; E. Kelly,
G.G. Privé P.D. Tielemand. Am. Chem. Sq2005 127, 13446-13447 ; D.N. Ho, N.C. Pomroy, J.A. Sae
Seijo and G.G. Priv&Biophysics2008 105, 12861-12866.

8" E. Kissa, «Fluorinated surfactants: synthesis, properties, laggtions», Marcel Dekker, Inc., New York,
1994; P. MukerjeeColloid Surf. A 1994 84, 1-10; T.Y. Nakano, G. Sugihara, T. Nakashand S.C. Yu,
Langmuir 2002 18, 8777-8785 ; P. Barthélémy, V. Tomao, J. SélliChaudier and B. Pucdiangmuir, 2002
18, 2557-2563

% 3.S. Palchevskyy, Y.O. Posokhov, B. Olivier, Pbpot, B. Pucci and A.S. LadokhBiochemistry2006 45,
2629-2635 ; K-H. Park, C. Berrid¥, Lebaupain, B. Pucci, J-L. Popot, A. Ghazi andif®, Biochem. J.2007,
403, 183-187.

% A.A. Pavia, B. Pucci, J.G. Riess and L. Zaviacromol. Chem.1992 193 2505-2517.

40 E. Chabaud, P. Barthélémy, N. Mora, J.L. PopotBnucci,Biochimie 1998 80, 515-530.
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Figure 1-33 :Premier tensioactif fluoré synthétisé au LCBOSMV.

Compte tenu de lintérét présenté par cette noevelhsse de tensioactifs, le
laboratoire développa par la suite une deuxiemeérmgéion de tensioactif en introduisant un
segment hydrogéné a I'extrémité de la queue flucegeafin d’accroitre les interactions de la
chaine hydrophobe du tensioactif avec les groupsmeydrophobes recouvrant la surface

transmembranaire de la protéine (Figure 1-18).
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Figure 1-35 :Premier tensioactif hémifluoré synthétisé au LCBOSM

Une nouvelle classe de tensioactifs dite « hémifisd* a vu le jour et a montré des
résultats trés prometteurs dont la plupart des iGgijlins sont encore en cours de
développemefit.

Cependant, la téte polaire oligomérique du HF-TA¢htlsétisée par réaction
radicalaire pose un inconvénient. Elle conduit itelement a une polydispersité structurale
de la partie polaire. La synthése conduit donc aélange de molécules oligoméres dont la
composition peut varier d’'un lot a l'autre.

Le laboratoire a donc envisagé de substituer détee oligomériquepar des tétes
polaires monodisperses tels qu’un oxyde d'afffindes groupements saccharidiques dérivés
soit du galactodd du lactos® ou du maltos® (Figure 1-19).

1 C. Breyton, E. Chabaud, Y. Chaudier, B. Pucci &hd PopotFEBS Lett. 2004 564, 312-318 ; B. Améduri,
E. Chabaud, J-L. Popot and B. Pu€aig. Lett, 1999 1, 1689-1692 ; Y. Chaudier, P. Barthélémy ané&cci,
Tetrahedron Lett.2001, 42, 3583-3585.

“2.C. Breyton, C. Tribet, J. Olive, J-P. Dubacq afd Popot,J. Biol. Chem.1997, 272, 21892-21900.

43Y. Chaudier, F. Zito, P. Barthélémy, D. Stroet&l,Améduri, J-L. Popot and B. Pucéjoorg. Med. Chem.
Lett, 2002 12, 1587-1590.
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Figure 1-37 : Tensioactifs hémifluorés portant une téte polaiomaodisperse.

Les molécules hémifluorées de derniére génératibteovolume de leur partie polaire

qui peut &tre aisément modulée par fixation dedy 3 résidus gluco$e(Figure 1-20).

HO RFRFRF
% ﬁlkﬁ :

F FF FF F
R =F; Fg-DiGlu

HO R = C,H, ; H,Fs-DiGlu

Figure 1-39 : Tensioactifs hémifluorés formant de petits compégxetéine-tensioactif.

Des polyméres amphiphiles nommés amphffasrvant également & maintenir les
protéines membranaires solubles sont en courswagapdement au laboratoire. lls possédent
un large nombre de chaines hydrophobes qui leongiedte s’enrouler autour de la protéine et
de créer de multiples points de contact avec gggn® transmembranaire (Figure 1-21).

Il en résulte un tres faible taux de désorptiomsmaée et une tres bonne affinité avec
les protéines, qui favorise donc la solubilisatiodividuelle des protéines sous forme de

petits complexes stables durant des périodes destpmlongées.

4 E. Chabaud, P. Barthélémy, N. Mora, J.L. PopotBnucci,Biochimie 1998 80, 515-530.

5 F. Lebaupain, A.G. Salvay, B. Olivier, G. Dura#dS. Fabiano, N. Michel)-L. Popot, C. Ebel, C. Breyton
and B. PuccilLangmuir, 2006 22, 8881-8890.

“5 A. Polidori, M. Presset, F. Lebaupain, B. Amédurl,. Popot, C. Breyton and B. PucBiporg. Med. Chem.
Lett. 2006, 16, 5827-5831.

“"M. Abla, G. Durand and B. Pucdi, Org. Chem.2008 73, 8142—8153.

“8 J-L. Popot, E.A. Berry, D. Charvolin, C. Creuzer@t Ebel, D.M. Engelman, M. Flétenmeyer, F. Giuti
Gohon, Q. Hong, J.H. Lakey, K. Leonard, H.A. ShupRnTimmins, D.E. Warschawski, F. Zito, M. Zoonens
B. Pucci and C. TribeCell Mol. Life Sci.2003 60, 1559-1574 ; C. Tribet, R. Audebert and J.apd®, Proc.
Natl. Acad. Sci. USAL996G 93, 15047-15050 ; P. Bazzacco, K.S. Sharma, Gamal) F. Giusti, C. Ebel, J.L.
Popot and B. PuccBiomacromolecule2009 10, 3317-3326, K.S. Sharma, G. Durand, F. Giusti, B. Olivier,
A.-S. Fabiano, P. Bazzacco, T. Dahmane, C. Ebeél, Bopot and B. Pucci,angmuir, 2008 24, 13581-13590.
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Figure 1-41 :Exemples de structures d’amphipols.

De plus, contrairement aux détergents qui néegggile travailler a une concentration
supérieure a leur CMC pour éviter I'agrégation deptotéine, les amphipols peuvent étre
utilisés a des concentrations faibles. Cela pedigsfiter la séparation de cofacteurs ou sous-
unités protéiques indispensables au maintien dggrité de la protéine.

Une autre famille de composés amphiphiles appeig@odes amphiphiléé ont
également été développés par I'équipe de Gellmas @abut d’'atténuer la flexibilité de la
partie hydrophobe des détergents soupconnée diééreles causes majeures des phénomenes
de dénaturation des protéines solubilisées en gy, De plus, cette caractéristique
constitue souvent une barriere a la cristallisatiea complexes protéine-détergent. En raison
de modifications conformationnelles permanentesndelecules de détergent, les complexes
ont des difficultés a se regrouper a l'intérieuréseau cristallin.

Pour cela, une balance entre flexibilité et rigiditété jugée nécessaire pour obtaair
meilleurs résultats par cette équipe de rechekdhgoint de ramification a donc été introduit
pour induire des restrictions conformationnellestipbles sur le segment hydrophobe et
limiter les mouvements de torsion autour des li@seroches du carbone quaterrdire

Plusieurs dérivés ont ainsi été synthétisés awvec partie hydrophobe comportant
trois chaines rigides et une partie hydrophile gpetoxyde d’amine ou de nature
saccharidique dans laquelle le volume a été maoeluldodifiant le nombre de motifs (Figure
1-22).

49 S.M. Yu, D.T. McQuade, M.A. Quinn, C.P. HackenlergM.P. Krebs, A.S. Polans and S.H. Gellman,
Protein Sci, 200Q 9, 2518-2527 ; M.J. Theisen, T.B. Potocky, D.T. Me@e, S.H. Gellman and M.L. Chiu,
Biochim. Biophys. Acta&2005 1751, 213-216 ; P.S. Chae, M.J. Wander, A.P. BowlP.D. Laible and S.H.
Gellman,ChemBioCher2008 9, 1706-1709.

% R.W. HoffmannAngew. Chem1992 104, 1147-1157; R.W. HoffmanAngew. Chem. Int. Ed. Engl992
31,1124-1134.
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Figure 1-43 :Exemples de structures des tripodes amphiphiles.

Récemment, une nouvelle molécule basée sur le ctépside de l'acide cholique

manifestant une amphiphilie « faciale » a été raispoint (Figure 1-23].

%

Figure 1-45 : Amphiphile facial dérivé de I'acide cholique.

Les dérivés de l'acide cholique fonctionnalisé sarfonction carboxylate (CHAPS,
CHAPSO,...) ont permis I'obtention de détergents ant ouvert de nouvelles perspectives
dans I'étude des protéines membranafrddais en I'absence de la fonction polaire latérale
ces dérivés avec seulement trois groupes hydroxypgmrtent une faible contribution a
I'amphiphilie faciale des molécules, ce qui lestr@eu solubles dans I'eau.

Des résidus maltoses ont été fixés sur les grohgdsoxyles paralleles situés au
centre du squelette stéroide de maniere a résaadrgorobléemes de solubilité. De cette
maniére, les amphiphiles sont capables de s'asenader face a face en solution et de
stabiliser des protéines membranaires. Ce typecldiacture comportant une amphiphilie
faciale a pourtant été peu exploité et les poreetent ouvertes dans ce domaine pour

concevoir de nouveaux outils dans la manipulates grotéines membranaires.

1 Q. Zhang, X. Ma, A. Ward, W-X. Hong, V-P. JaakdRaC. Stevens , M.G.Finn and G. ChaAggew. Chem.
Int. Ed, 2007, 46, 7023-7025.

%2 |. M. Hjelmeland,Proc.Natl. Acad. Sci.USAL98Q 77, 6368-6370; L. M. Hjelmelandjethods Enzymaql.
1986 124, 135-164.
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VI. Cristallisation des protéines membranaires

Actuellement, la cristallisation des protéines meanhires est toujours une pratique
par tatonnements, exigeant beaucoup de combinasamdes tests empiriques comprenant
une grande variété de parametres expérimentaute Crttallisation se révéle donc parfois
tres longue et la réussite peut s’avérer tres Hasae.

Bien que la cristallisation 3D conventionnelle foigse la majorité des structures
atomiques des protéines membranaires, les chaecescdes de développer des cristaux 3D
dans des micelles de détergent avec une trés héspiition restent relativement rates
Seulement quelques centainds protéines membranaires ont déja été cristadlisgte
caractérisees structurellement, notamment pamdiftn des rayons X.

Cet inconvénient est principalement relié auxiclittés de développer et maintenir
un réseau cristallin a travers les interactionssgmées entre les domaines hydrophiles
extracellulaires des protéines, les domaines hyudriogs étant recouverts par les micelles de
détergent¥. Une approche avait été introduite pour remédiee ®@robléme en reliant des
fragments d’anticorps spécifiques a la protéiner favoriser les contacts entre les domaines
hydrophiles de la protéine membranZire

Classiquement, les cristaux de protéine se dévetagppartir de solutions sursaturées
de protéines. L'sursaturation est couramment tedie différentes manieres :

* En ajoutant directement un précipitant volumineux mhture polymérique a la
solution,

* En modifiant les conditions de la solution (pH,c@ionique, température,...),

* En changeant la nature de la solution par I'ajoun digand ou le retrait d’'un agent de
solubilisation (dialyse),

* En concentrant la solution par évaporation du mileenpon (diffusion de vapeur).

La cristallisation nécessite que les molécules ndoierdonnées et orientées
correctement entre elles pour développer un résesiallin. Ces restrictions sont cependant
difficiles a obtenir dans le cas des protéines nramdires. En effet, la dynamique interne
présente au sein des protéines provoque une agitdtermique qui a pour conséquence de
donner aux protéines des topologies trés irrégdiéavec en surface des densités de charge

%3 C. Ostermeier and H. MichaTurr. Opin. Struct. Biol.1997 7, 697-701.

¥ R.M. Garavito, D. Picot and P.J. Lall, Bioenerg. Biomembr1995 28, 1-8 ; C. Ostermeier and H. Michel,
Curr. Opin. Struct. Biol.1997, 7, 697-701.

** S, lwata, C. Ostermeier, B. Ludwig and H. Michéhture 1995 376, 660-665.
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réparties inégalement. Ainsi, ces propriétés enatéristiques de surface font que les
complexes protéine/détergent n'ont pas une oriemntaette dans I'espace.

Par conséequent, la découverte des conditions reecessa la formation de cristaux de
protéine bien ordonnés est souvent un procédédimsxi et délicat ou chaque variable
expérimentale peut étre systématiquement chandigre lseméthode de cristallisation utilisée.
De méme, les méthodes de cristallographie par syémécessitent souvent de larges
quantités de protéines pures pour permettre lelageb de différentes conditions de
cristallisation et mettre au point la techniquecdstallisation adaptée a la protéine étudiée.

Heureusement, des méthodes de criblages a hauiits aétomatisé&8 qui utilisent de
petites quantités de protéines en solution dans plaque multi-puits sont maintenant
disponibles pour remédier au fardeau des procédlegmirification et d’expression a grande
échelle quand les protéines sont difficiles a abten

L’approche « sparse matrix’p une stratégie cherchant a utiliser une série lgnité
d’essais dans des conditions extrémes de crisii@tiis permet de screener une gamme de
conditions productives ou de déterminer si la pnet& veut » cristalliser. Lorsqu’un premier
résultat est observé, des améliorations sont é&alis partir des conditions initiales afin
d’accroitre la qualité du cristal et sa taille. pfmoche « second coefficient du viriel » a
également fait ses preuves pour comprendre et isedéts potentiels interparticulaires dans
la cristallisation des protéines membranaires.

Malgré tout, on voit bien que les cristaux de pgreé membranaires ne sont pas
faciles a obtenir. Cela est largement d( au fagtlguplupart des protéines :

« révélent des diagrammes de phases complexes

» sont tres sensibles aux conditions de la solufyh force ionique et température).

« sont difficles a obtenir sous une forme extrémempuare en raison de leur
dégradation protéolytique,

* ont un haut degré de flexibilité qui peut produles états de repliement de la protéine
en une structure tertiaire incorrecte non foncteden

» sont difficiles a concentrer dans des conditionsces,

e produisent des cristaux fragiles en raison dehaute contenance en eau.

% C.F. Snook and M.C. Wiened, Appl. Crystallogr. 2000 33, 344-349 ; D. Stock, O. Perisic and J. Léwe,
Prog. Biophys. Mol. Biol.2005 88, 311-327 ; M.L. Pusey, Z.J. Liu, W. TempelPdaissman, D. Lin, B.C.
Wang, J.A. Gavira and J.D. NBrog. Biophys. Mol. Bio).2005 88, 359-386.

®7J. Jancarik and S. H. Kird, Appl. Crystallogr.1991, 24, 409-411 ; B. Ruppcc. Chem. Re2003 36, 173-
181.

8 A. McPhersonMethods 2004 34, 254-265 ; N. Asheridvlethods 2004 34, 66-71 ; N.E. Chayef®rog.
Biophys. Mol. Biol.2005 88, 329-337.
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Les difficultés de cristallisation sont aussi refiéa la complexité du sytéme qui
nécessite de gérer les diagrammes de phase & lpdiai les complexes protéine-détergent et

les micelles de détergents.
Nous avons vu que les orientations aléatoires de®ipes dans un environnement

tridimensionnel pouvaient géner considérablememgénisation des molécules ainsi que leur

cristallisation.

Comme une alternative viable a la cristallisati@dhd®es protéines membranaires dans
des micelles de détergent, la reconstitution deépres membranaires a lintérieur de
membranes lipidiques pour former des cristaux reaud dans un plan a ouvert de nouvelles

voies pour résoudre des structures par cristalibgeaélectronique.

VII. Cristallisation 2D de protéines isolées dans&k micelles de détergent

Excepté pour quelques exemples de cristaux 2D igggutle protéines dans les
membranes native% la stratégie la plus employée pour la cristailisa2D est liée & une

méthode générale de reconstitution des protéinesbmamaires par retrait du déterd@nt

% Micelles mixtes
% lipide-détergent-protéine
& et lipide-détergent

Retrait
des détergents

Cristal 2D Empilement Cristal 2D Cristal 2D

de couches planes L . :
lan . cylindrique vésiculaire
P de cristaux 2D y 9

Figure 1-47 : Différents types de cristaux 2D formés par la mééhale reconstitution des protéines
membranaires.

¥ R. Henderson, J.M. Baldwin, T.A. Ceska, F. Zemiin,Beckmann and K.H. Downing, Mol. Biol, 1990,
213, 899-929 ; A. Miyazawa, Y. Fujiyoshi, M. Stolhahd N. UnwinJ. Mol. Biol, 1999 288, 765-786.
% J.L. Rigaud, B. Pitard and D. Lé\iochim. Biophys. Actd 995 1231, 223-246.
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La stratégie requiert une combinaison adéquatdpilies et la protéine solubilisée
dans des micelles de détergent. Le retrait desgdétes de la solution contenant des micelles
mixtes lipide/détergent et lipide/protéine/détetgpnovoque la formation progressive de
bicouches lipidiques dans lesquelles les protégiesorporent de maniére ordonnée pour

cristalliser (Figure 1-24).

Dans certains cas, les architectures incorporast atsstaux 2D peuvent s’auto-
assembler pour conduire a des cristaux 3D.

Les cristallisation 3D n'implique que des contaatermoléculaires spécifiques entre
les domaines hydrophiles extramembranaires tandisdgs contacts intermoléculaires entre
les domaines intrinseques hydrophobes de la madéomie interviennent lors de la
cristallisation 2D de protéines incorporées dassriembranes

Outre la structure elle-méme de la protéine menair@anet un large nombre de
parametres qui affectent critiquement la productidas cristaux 2D (température,
composition du milieu tampon, ratio lipide/protéimature des composants de la micelle), la
cinétique de retrait des détergents est le cridéterminant dans le processus de reconstitution
puisqu’il contréle la transition de phase des niéselen bicouch&§ Iincorporation de la
protéine & I'intérieur de la bicoucKeet sa cristallisatiominsi que la taille et la morphologie
des objets reconstitués.

Le retrait des détergents peut se faire globalerdentrois maniéres différentes en
fonction de la CMC du détergent et va étre plusnoins rapide selon la procédure utilisée :

» La dialyse permet un retrait lent et progressifsdantemps.

» L’ajout de biobeads permet un retrait rapide s@ cwurte période.

« La dilution de la solution permet de rompre lesetigs de détergent pour relarguer
les détergents en solution sous forme de monom@repeut noter que cette méthode

ne correspond pas réellement a un moyen d’élinunates détergents.

La réussite de la cristallisation 2D va consistechaisir judicieusement le couple
détergent/lipide et de combiner les stratégiesetiait des détergents pour contréler et faire
varier la vitesse d’élimination du détergent loussptocessus de reconstitution. Cependant, la
méthode traditionnelle de reconstitution reste timi et pose des difficultés lors de la
cristallisation 2D des protéines membranaires ptusieurs raisons :

®1p.D. Lasic,J. Biochem.1988 256, 1-11.
2. KuhlbrandtQ. Rev. Biophys1992 25, 1-49.
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» Les protéines ne s’'incorporent pas en quantitéssuife a I'intérieur des bicouches.
» Les protéines ont du mal & se rassembler et steriemtre elles pour former un réseau
cristallin, ceci étant du a un manque de fluidig ld bicouche qui empéche la

diffusion latérale des protéines.

Depuis plusieurs années, une approche par le coditeu modele interfacial a été
développée pour contourner ce probléme en conecgngtaorientant les protéines sur une
interface air/eau composée d’'une monocouche lipaicCette technique a l'avantage de
fournir une grande surface d’adsorption a l'integfair/eau, par I'intermédiaire d’une grande
variété de lipides pour apporter les interactiopgécgiques nécessaires a la fixation des
protéines. Le désavantage de cette approche edesgumistaux de protéines développés a
I'interface 2D sont seulement constitués d’'uneeéphkisseur de molécules.

Bien que les cristaux 2D obtenus soient de moyeméssiutions (4-8 A), ils
permettent quand méme de révéler la structure dagen de différentes protéines
membranaires encore inconnues par cristallisatidet3d’analyser les similarités structurales

a l'intérieur des familles de protéirfés

VIII. Objectif de la thése

Dans cette optique, mon travail de thése a conaistettre au point de nouveaux
outils pratiques a la cristallisation des protéimemmbranaires. Pour cela, nous avons orienté

notre travail vers deux voies complémentaires detdes protéines membranaires :

» La conception d’un lipide hémifluoré composé d’igahd spécifique chélaté a un ion
métallique Nf*, ceci dans le but de cristalliser en deux dimerssiane protéine
membranaire grace au concept du modele interfacial.

Nous nous appliqguerons a démontrer que cette webnd étude connue
depuis une quinzaine d’années, facile a mettre evreoadans I'étude des protéines
solubles, pose un certain nombre de problemesgpegtiquand on la transpose a des

modeles de protéines transmembranaires et queddut®n de ces problemes passe

% R. Henderson, J.M. Baldwin, T.A. Ceska, F. Zemiin,Beckmann and K.H. Downing, Mol. Biol, 199Q
213, 899-929 ; W. Kuhlbrandt, D.N. Wang and Y. ¥oghi, Nature 1994 367, 614-621 ; K. Murata, K.
Mitsuoka, T. Hirai, T. Walz, P. Agre, J.B. Heymawn,Engel and Y. FujiyoshiNaturg 200Q 407, 599-605.

% H. Stahlberg, T. Braun, B. de Groot, A. Philipséh, Borgnia, P. Agre, W. Kiihlbrandt and A. Engal,
Struct. Biol, 200Q 132,133-142.
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par la conception de films lipidiques interfaciabgemifluorés assez complexes a
synthétiser

Dans le chapitre suivant, j'introduirai donc la inatde cristallisation 2D en
faisant un historique de la technique et de sonluéwo jusqu’a nos jours. Je
présenterai également la synthése qui a été déésopt mise au point pour aboutir
au lipide hémifluoré chelaté & un ion nickefNiEnsuite, je décrirai les résultats qui
ont été obtenus lors des essais de cristallis&idren collaboration avec Catherine

Vénien-Bryan au laboratoire de Biophysique Molégala I'Université d’Oxford.

La conception de nouveaux agents amphiphiles adack exhibant un noyau central
de type aromatique susceptibles de maintenir antisolles protéines membranaires
et d'initier leur cristallisation 3D.

Dans un troisieme chapitre, jintroduirai donc lation d’amphiphilie
« faciale » et décrirai les types d’architecturesstants dans la littérature qui se
réferent a cette appellation. Je justifierai lesixlgui ont été retenus pour concevoir
ces agents amphiphiles faciaux. Ceci m’aménerdailldé la longue route nous ayant
permis de mener a bien la synthése de ces stracthmis verrons donc en détail
toutes les stratégies qui ont été envisagées emeoterons dans certains cas les
étapes clés de la synthese.

Dans un quatriéme chapitre, nous verrons toutegelgsniques qui ont été
utilisées pour étudier les propriétés physico-chims et le comportement de ces

COMpOSES en solution aqueuse.
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I. La Cristallisation 2D sur un film lipidigue fonc tionnalisé

A. Principe et vue d’ensemble de la technique poues protéines solubles

Le principe de la méthode de cristallisation 2D gestéines solubles sur un film
lipidique, initialement développée par le groupekdenberd, est basé sur les interactions
spécifiques entre une protéine soluble et un lighpidique situé dans un film plan a
linterface air-eafl Lors de sa découverte, le groupe avait utilis®ideeractions spécifiques
antigéne-anticorps a l'interface air-eau pour fides protéines solubles IgG anti-DNP sur une
monocouche mixte de lipides DNP-PE /PC (1:1) etnqmavoir leurs cristallisation 2D
(Figure 2-1).

Reconnaissance et Diffusion latérale et
fixation des protéines cristallisation des
protéines

e W %ﬁ

ST\

o]

—&@ Pphosphatidylethanolamine-2,4-dinitrophenyl (DNP-BE)

Y Anticorps anti-DNP \/\/\/\/\/\/\/\io
0 9 OO

|1|\

(o]
— Phosphatidylcholine (PC)

Figure 2-1: Représentation conceptuelle de la cristallisati@h @une protéine IgG anti-DNPsur une
monocouche mixte de DNP-PE:PC (1:1).

Cette méthode a pu étre appliquée a plus de 26ipestsolubles avec différents types
d’interactions spécifigues conduisant, pour plusied’entre elles, a une information

structurale de haute résolution (3*A)

! E.E. Uzgiris and R.D. Kornbertlature 1983 301, 125.

2 R.D. Kornberg and S. DarsEurr. Opin. Struct. Bio|.1991, 1, 642-646 ; A. Brisson, A. Olofsson, P. Ringler,
M. Schmutz and S. StoylovBjol. Cell, 1994 80, 221-228 ; W. Chiu, A.J. Avila-Sakar and M3ehmid,Adv.
Biophys, 1997, 34, 161-172 ; F.J. Asturias and R.D. Kornbdrd3iol. Chem1999 274, 6813-6816.

% K.K. Leuther, D.A. Bushnell and R.D. Kornber@ell, 1996 85, 773-779 ; A.J. Avila-Sakar and W. Chiu,
Biophys. J.1996 70, 57-68.
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bY

L’étape préliminaire de la cristallisation 2D sulmf lipidique consiste a étaler une
solution de lipides solubilisés dans un solvaniaoigue volatile & la surface d’une solution
aqueuse. La protéine d’intérét est présente erni@oldans la sous-phase aqueuse en dessous
de la monocouche et va venir se concentrer a fifaate air-eau, pouvant produire localement
un enrichissement 100 fois supérieur a la concemtranitiale de la protéine en solution.

La cristallisation 2D des protéines peut s’étafpiice a la résultante d’'une combinaison
d’effets qui va nécessiter d’accroitre la conceimnades protéines en surface par un moyen
de reconnaissance, d’induire I'alignement des pregéet de disposer d’une fluidité suffisante
du film lipidique pour permettre les interaction®ygine-protéine par diffusion latérale des
lipides de complexation.

Un des premiers défis dans I'approche de la tecienitp cristallisation interfaciale est
la conception de lipides ayant une affinité sp§aii d’interaction avec les protéines. Une
qguestion additionnelle de conception repose sucré&ation d’interfaces dynamiques et
parfaitement fluides de lipides, pour conférer umebilité latérale suffisante des protéines
fixées et permettre une optimisation des contantermoléculaires qui autorisent un
regroupement efficace & l'intérieur d’une structaristalling. Il a dailleurs été montré en
utilisant la microscopie a angle de Brewster eml@aroscopie optique que la tension de
surface appliquée pouvait influer sur la formata®s cristaux 2D selon que la monocouche
de lipides soit trop ou pas assez compréssée

D’un point de vue expérimental, la technique destaliisation 2D offre plusieurs
avantages :

» les protocoles expérimentaux sont simples a mettreeuvre et peu de parametres du
film influencent le processus de cristallisation,

* les cristaux 2D développés a linterface air-eaummttent une détermination
structurale relativement rapide des protéines pacrascopie électronique a
transmission (MET) a haute résolution apres cdlmmabhégative de I'échantillon ou
par cryomicroscopie (cryo-MET),

* la technique nécessite seulement de petites gésmrdi protéine (10-1000g) par

rapport aux méthodes de cristallisation « classiglie

4 E. Barklis, J. Mc Dermott, S. Wilkens, S. FullerdaD. H. ThompsonJ. Biol. Chem.1998 273, 7177-7180 ;
C. Vénien-Bryan, P.F. Lenné, C. Zakri, A. RenaAlt,Brisson, J.F. Legrand, B. Berggiophys. J.1998 74,
2649-2657 ; L. Lebeau, S. Nuss, P. Schultz, P. ©@eviioskowski,Chem. Phys. Lipid4999 103, 37-46.

® V. Vogel, W.R. Schief, W. FreySupramol. S¢j.1997, 4, 163-171 ; W.R. Schief, S.R. Dennis, W. Freg ¥n
Vogel, Coll.Surf. A200Q 171, 75-86.

® F.J. Asturias and R.D. Kornberdy,Biol. Chem.1999 274, 6813-6816.
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D’autres techniques non invasives existent égalemeuar observer les modifications
de la densité et de I'épaisseur de la couche tip&lia I'interface, pour suivre les étapes de
'adsorption et de la cristallisation des protéinéd®n peut citer I'épifluorescence,
I'ellipsométrie, les mesures de tension de surfec®jscosimétrie ou encore la microscopie

optique & angle de Brewster

La détermination des structures 3D de protéined pgalement étre obtenue par
diffraction électronique en collectant une sériendges de MET autour d’un axe orthogonal
au faisceau électronique incident suivi d’'une asmlge reconstruction. Cependant, en raison
de la gamme d’inclinaison restreinte de transmisgla microscope électronique et de la
dégradation subie par le cristal 2D lors des exjpos répétées (« tilt series ») du faisceau
électronique, cette méthode conduit souvent a elgenstitutions de structures de résolution
modeste (~15 A).

B. Différentes approches utilisées pour concentreret orienter les
protéines a la surface du film lipidigue

1. Adsorption électrostatique

Des interactions de nature électrostatique ont fra @tilisées avec des lipides
cationiques pour orienter électrostatiquement uééme soluble, la polymérase ARN, II
qui a finalement permis la détermination d’uneatite 3D de 2,8 A grace a des cristaux 3D
développés a partir de cristaux 2D obtenus suilmripidique®.

Cependant, la méthode d’adsorption électrostatijagas été plus largement utilisée
en raison des zones multiples de sites chargésudace des protéines, qui provoquent
généralement en fonction du pH et de la force wmigle la solutionune multitude
d’orientations a linterface, qui rendent difficila cristallisation 2D des protéines par cette

voie.

" D.R. Shneck, D.W. Pack, D.Y. Sasaki and F.H. Adnaangmuir 1994 10, 2382-2388 ; W. Frey, W.R.
Schief Jr., D.W. Pack, C.T. Chen, A. Chilkoti, Raygon, V. Vogel and F.H. ArnolProc. Natl. Acad. Sci.
USA 1996 93, 4937-4941 ; C. Vénien-Bryan, P.F. LenneZ&kri, A. Renault, A. Brisson, J.F. Legrand and B.
Berge,Biophys. J.1998 74, 2649-2657 ; I.T. Dorn, K.R. Neumaier andTRmpé,J. Am. Chem. Sqcl998
12, 2753-2763.

8 M. Edwards, S.A. Darst, W.J. Feaver, N.E. Thomp$R. Burgess and R.D. KornbeRyoc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A 199Q 87, 2122-2126 ; P. Schultz, H. Célia, M. RivaA.Darst, P. Colin, R. D. Kornberg, A. Sentenac
and P. Oudet]. Mol. Biol, 199Q 216, 353-362.

° p. Cramer, D.A. Bushnell and R.D. Kornberg, Scie2601, 292, 1863-1876 ; P. Cramer, D.A. Bushnell, J.
Fu, A.L. Gnatt, B. Maier-Davis, N.E. Thompson, RBurgess, A.M. Edwards, P.R. David and R.D. Korgber
Science200Q 288, 640-649.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et atligation 2D sur film lipidique

2. Interactions spécifiques ligand-protéine

Par la suite, différents lipides conjugués a uardont été synthétisés au cas par cas
pour permettre I'immobilisation spécifique de pio&s solubles grace a des interactions
spécifiques ligand-protéine comme par exemple émo&teé®, un motif biotine pour la
streptavidin&, un motif novobiocine pour des gyrases d’ABNun motif ATP pour les
protéines se liant & 'ATB, ou encore un motif DNP pour les anticorps IgGgé& anti-
DNP* (Figure 2-2).
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Figure 2-3 : Lipides synthétiques conjugués a un ligand paomfiobilisation et la cristallisation de protéines
spécifiques.

19|, Lebeau, P. Oudet and C. MioskowsHelv. Chim. Actal991, 74, 1697-1706.

1 C. Ku, S.A. Darst, R.D. Kornberg, C.R. RobertsarR. GastLangmuir 1992 8, 2357-2360 ; J. Spinke, M.
Liley, H. Guder, L. Angermaier, W. KnollLangmuir, 1993 9, 1821-1825; A.C. Ku, S.A. Darst, C.R.
Robertson, A.P. Gast, R.D. Kornberd, Phys. Chem.1993 97, 3013-3016 ; A.J. Avila-Sakar, W. Chiu,
Biophys. J.1996 70, 57-68.

12| . Lebeau, E. Regnier, P. Schultz, J.C. Wang, ®skbwski and P. OudeEEBS Lett.199Q 267, 38-42 ; H.
Celia, L. Hoermann, P. Schultz, L. Lebeau, V. MallpD.B. Wigley, J.C. Wang, C. Mioskowski, P. Oudkt
Mol. Biol., 1994 236, 618-628.

3. Schmitt and R. Tampd, Am. Chem. Sqcl996 118, 5532-5543.

4 E.E. Uzgiris Biochem. Biophys. Res. Commur286 134, 819-826.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Cependant, cette stratégie reste limitée puisquiedicessite de préparer des lipides
possédant une affinité unique pour chaque nouymieéine étudiée. De telles synthéses
peuvent s’avérer difficiles et nécessiter beaucdeptemps et d’argent. De méme, les
structures de protéines étudiées ne sont pas cemtileest difficile de prévoir avec certitude
si les protéines disposent de sites de fixatioryaaks aux ligands introduits sur les lipides.
Cette situation a donc conduit les chercheurs avéo une méthode plus générale pour

promouvoir des interactions spécifiques entre tegmes et un film lipidique.

3. Interactions d’un ligand métallique avec une satence polyhistidine

En 1975, le concept de chromatographie d’'immotibsapar affinité métallique
(IMAC)*® a été introduit pour la séparation des acideséimobs et des protéines. Cette
méthode a été remaniée en introduisant le ligaadsitjue de chélation des métaux de
transition, I'acide nitrilotriacétique (NTA), en rdifiant les résidus lysine d’'une résine de
chromatographi@.

Le NTA est un ligand tétradentate capable d’occupmtre positions dans la sphéere
de coordination des métaux de transition, laisgaix positions disponibles pour des
interactions avec les protéines portant les ligaappropriés a la coordination de lion
métallique. Par exemple, I'ion Niayant une configuration électroniqué’3t§4p’4ad” dans
sa couche de valence s’hybride pour constituepsiitales hybrides®p® de méme énergie

avec une géométrie identique dans une structusgdégue lui permettant de complexer six

Protéine recombinante
O (j/L portant une séquence his-tag

ligands.

Résine
IMAC

Ligand H OH
NTA
Résidus
histidine

Figure 2-5: Schématisation du complexe octaédrique d’'un lighiféh avec un métal de transition et une
protéine recombinante portant une étiquette His-Tag

133, Porath, J. Carlsson, I. Olsson and G. Belfrisigeyre 1975 258, 598-599.
'8 E. Hochuli, H. Dobeli and A. SchaachérChromatogr. A1987 411, 177-184.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et atligation 2D sur film lipidique

Etant donné que le résidu histidine est un ligaymhtaune bonne affinité pour les
métaux de transitions, des protéines recombinamtésdonc été concues avec un ligand
chélatant biosynthétique contenant une séquencétitré@ d’au moins six résidus histidines
(noté « his-tag ») située généralement a I'extr@i@i ou N-terminale de la protéine, pour étre
facilement purifiée sur une résine IMAC (Figure)2-3

Des constantes d'équilibre dey K 10° M et 8.10'°-10" M*® ont été reportées
respectivement pour les interactionseiisotéine:M* et NTA:Ni?*. Les technologies IMAC
basées sur I'utilisation de ligands NTA sont maiafe largement utilisées avec les ion&'Ni
(ou C&" pour purifier les protéines recombinantes higeans les études biochimiques.

Cette avancée a donc conduit a la fusion du corlb®dC avec la cristallisation 2D
sur film lipidique pour donner de nouvelles oppaités de produire des cristaux 2D en
combinant les avantages des interactions spécifiduis-tag:M*:NTA et les propriétés
d’auto-assemblage des lipides. La localisation ifipée et invariable du motif his-tag sur la
protéine recombinante est primordiale pour immeebiliet contréler I'orientation de la
protéine a l'interface, ce qui est nécessaire gwaomouvoir efficacement le processus de

cristallisation 2D (Figure 2-4).

Adsorption des protéines
sur le film mixte de lipides

or J0LLLLLLLALLLLLLL |
— R RO e — = _p
Hs0 {
Protéine recombinante
.|"1 = Lipide diluant = Lipide chelaté a Rti = portant une étiquette his-tag

Figure 2-7 : Représentation du concept hybride de la cristéiliss2D de protéines recombinantes induite par
les interactions spécifiques his-tag*NWTA-Lipide.

Diffusion latérale
et cristallisation

Il a été démontré que le processus de fixatioféatdrgence en surface des protéines

recombinantes his-tag sont clairement provoqués lparcomplexation protéine his-

Y T. Dorn, K. Pawlitschko, S.C. Pettinger and R. PémBiol. Chem, 1998 379, 1151-1159; V.
Prachayasittikul, C.I.N. Ayudhya, L. Hilterhaus, Hinz, T. Tantimongcolwat, H.J. Gall&jochem. Biophys .
Res. Commun2005 327, 174-182.

18 3. Schmitt, H. Hess and H.G. Stunnenbévigl. Biol. Rep, 1993 18, 223-230; T. Stora, R. Hovius, Z.
Dienes, M. Pachoud, H. VogeLangmuir 1997 13, 5211-5214; D. Tareste, F. Pincet, M. Brelli€.
Mioskowski, E. Perez]. Am. Chem. Sq&005 127, 3879-3884.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

tag:N#*":lipide NTA'. La complexation des ions métalliques sur la monohe lipidique
affecte I'isotherme de compression d’un film ligjde qui peut étre mesuré avec une balance

de Langmuif®.

Des études supplémentaires ont montré que desr@E®@epourvues de motifs his-tag
ne se fixent pas & des monocouches de lipides-NsFdptexés a des ions N# 1l est donc
clair que la présence éventuelle dans I'enchaineprénaire des protéines d’'un aminoacide
de type histidine ne suffit pas a provoquer la dexgtion du nickel. La multiplication de ce
motif histidine semble donc indispensable a la demgiion du nickel. Des différences de
cinétique de fixation des protéines aux lipides Npéuvent également étre observées en
raison de la différence d’accessibilité des mdtifstag sur la protéine recombinante.

La complexation des protéines his-tag aux lipideBAMIi®* peut également étre
controlée et inversée soit par addition d’'un extgsidazole par compétition avec les résidus
histidines, soit par complexation des ions métaéigjavec un agent chélatant plus fort tel que
'EDTA, ou encore en abaissant le pH jusqu’a pretoles résidus histidines et les ligands
NTA. Ces possibilités offrent des avantages supgsieaux systemes basés sur des

interactions spécifiques ligand-protéine qui mamgedéfectivement de réversibilité.

C. Lipides NTA existants utilisés pour la cristalisation 2D sur film
lipidigue

Les lipides NTA reportés dans la littérature radslemt plusieurs caractéristiques
communes (Figure 2-5). lls contiennent deux donsaeec des propriétés bien distinctes :
une longue queue hydrophobe souvent bicaténaireifigg@ ou non) pour transmettre la
fluidité nécessaire a la monocouche de lipided’'suerface air-eau et le ligand tétradentate
NTA hydrophile.

Leur synthése est souvent dérivée du glycéroleodidlkylamines, et utilise un court
bras espaceur de type succinamide, polyéthylenglglpouvant comporter également une
liaison phosphate pour joindre la partie NTA adatie hydrophobe du lipide. Le motif NTA
est la plupart du temps protégé par des fonctisterslors de la synthese pour améliorer sa

solubilité dans les solvants organiques et facilés réactions de couplage des lipides.

19 C. Dietrich, L. Schmitt and R. Tamp@roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A995 92, 9014-9018.
201 . Schmitt, C. Dietrich, R. Tampd, Am. Chem. Sqcl994 116, 8485-8491.
13, Gritsch, K. Neumaier, L. Schmitt and R. Tan@iésens. Bioelectron1995 10, 805-812.
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Figure 2-9: Lipides NTA synthétisés pour des applications d'mhifisation et de cristallisation 2D des
protéine&’.

Des lipides portant de multiples ligands tricardaigs ont aussi été préparés,
notamment un composé lipidique tri-NTA ou encore un lipide original hexa-
tricarboxylate$® préparé a partir d’une plateforme calix-[4]-aréne.

Une famille de lipides NTA non covalefitsa aussi été préparée a partir tle
cyclodextrines modifiées amphiphiles portants desiges décanoyles sur les positions 6'-

hydroxyméthyles de I'anneau supérieur de la cyoltrae.

22 L. Schmitt, C. Dietrich and R. Tampd, Am. Chem. Sqc1994 116, 8485-8491 ; C. Vénien-Bryan, F.
Balavoine, B. Toussaint, C. Mioskowski, E.A. HewRt,Helme and P.M. Vignaig,Mol. Biol, 1997, 274, 687-
692 ; N. Bischler, F. Balavoine, P. Milkereit, Hséhochner, C. Mioskowski and P. SchuBmphys. J.1998
74, 1522-1532 ; S. Courty, L. Lebeau, L. MartekFPLenné, F. Balavoine, W. Dischert, O. Konoval@,
Mioskowski, J.-F. Legrand and C. Vénien-Bryaangmuir, 2002 18, 9502-9512.

237, Huang, J.I. Park, D.S. Watson, P. Hwang, FZ0k8,Bioconjugate Chem2006 17, 1592-1600.

24 M. Kellermann, W. Bauer, A. Hirsch, B. Schade,lkidwig, C. BottcherAngew. Chem. Int. Ed2004 43,
2959-2962.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et atligation 2D sur film lipidique

De telles molécules hdtes possedent une cavitéean dentre qui recrée un
environnement apolaire et hydrophobe. Ces architestsupramoléculaires sont capables de
s’étendre a linterface air-eau et d’accuelllirféientes molécules lipophiles (Figure 2-6)
portant un ligand NTA en produisant une monocouate complexes d’inclusion

héte:récepteur (Figure 2-7) aptes a immobiliserpitetéines recombinantes his-tag.
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Figure 2-11 :Molécules lipophiles portant un ligand NTA.
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© CO,H
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COH <N—\C02H
, N CO2H
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portant un ligand NTA Complexe
d’inclusion

Cyclodextrine modifieée
amphiphile

Figure 2-13 :Molécules hbtes utilisées comme complexes d’'inolusivec def-cyclodextrines amphiphiles.

%M. Zhou, S. Haldar, J. Franses, J.-M. Kim and DiRompsonSupramol. Chem2005 17, 101-111.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et atligation 2D sur film lipidique

Ce type de films lipidiques est utilisé dans le aapt de « printboard: Les
« printboards » moléculaires sont des monocouchemalécules hétes amphiphiles de type
cyclodextrind’ ou calixarén® déposées sur un support solide (or, film siliconedu verre)
qui peuvent accueillir des molécules hbtes avecconstante d’association variable fonction
de leurs interactions hydrophobes par complémeatdei taille.

Un tel modéle permet de satisfaire les conditiodsersaires a la cristallisation 2D,
c’est a dire d’adsorber les protéines via des aatevns faibles non covalentes, de concentrer
et d’orienter les complexes protéine his-tagfNgand NTA-récepteur sur les sites d’ancrage
disponibles a l'interface, pouvant méme favorisepidopagation et la croissance du cristal en
trois dimensions dans la solution (Figure 2-8).

Pl o

Monocouche
de cyclodextrines

e o,

e

Air

g W
e e e
0
e
|
2

e

Complexe
protéine his-tag:Ni:ligand NTA-récepteur

Figure 2-15 : Schématisation du concept « printboard » basérsumonocouche de cyclodextrines
amphiphiles.

%6 J. Huskens, M.A. Deij and D.N. Reinhoudhgew. Chem., Int. EQR002, 41, 4467-4471.

27 T. Auletta, B. Dordi, A. Mulder, A. Sartori, S. @im, C.M. Bruinink, M. Péter, C.A. Nijhuis, H. Bgveld,
H. Schonherr, G. J. Vancso, A. Casnati, R. Ungard, Ravoo, J. Huskens and D.N. ReinhoAdigew. Chem.,
Int. Ed, 2004 43, 369-373 ; C.M. Bruinink, C.A. Nijhuis, M. Rét B. Dordi, O. Crespo-Biel, T. Auletta, A.
Mulder, H. Schonherr, G.J. Vancso, J. Huskens amtl BeinhoudtChem. Eur. J.2005 11, 3988-3996 ; S.
Onclin, A. Mulder, J. Huskens, B.J. Ravoo and CRdinhoudtLangmuir 2004 20, 5460-5466.

28 E. Corbellini, A. Mulder, A. Sartori, M. J. W. Ldén, A. Casnati, R. Ungaro, J. Huskens, M. Cregas@a
and D.N. Reinhoudt). Am. Chem. Sqc2004 126, 17050-17058 ; Y. Tanaka, M. Miyachi and Yobkike,
Angew. Chem., Int. EdL1999 38, 504-506.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Ce systéeme peut étre optimisé facilement en ajutdastructure et le volume occupé
par le récepteur-ligand NTA pour moduler la dynamig’association du complexe et trouver

les conditions adéquates a la cristallisation.

D. Ciristallisation 2D des protéines membranairesws film lipidique

La technique de cristallisation 2D des protéinemibiranaires est similaire a celles des
protéines solubles mais présente quelques vargati@nfaisabilité de cette approche est basée
sur un modeéle expérimental impliquant trois étgpégure 2-9) :

* la fixation de micelles ternaires détergent/prafipide solubilisées la surface du
film lipidique grace a des interactions spécifiquasntiques a celles des protéines
solubles,

» la reconstitution d’'une bicouche lipidique autoesdnicelles de protéines induite par
le retrait des détergents,

» la cristallisation 2D des protéines membranairess da bicouche reconstituée.

W
8D

Figure 2-17 :Schématisation des étapes de cristallisation 2[pd#gines membranaires.
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1. Limitations expérimentales de la technique de astallisation 2D des
protéines membranaires solubilisées en détergent

Cependant, l'utilisation de cette méthode de dhistsion 2D des protéines
membranaires est confrontée a l'indispensable poésele détergents pour solubiliser les
protéines dans la sous-phase, qui peuvent polentieht altérer I'intégrité du film lipidique.

La principale difficulté attendue dans le dévelappat du film lipidique pour
cristalliser les protéines membranaires est donarésence de détergents durant I'étape de
fixation. Durant cette étape, les détergents daiééme a une concentration supérieure a leur
CMC pour maintenir les protéines amphiphiles s@sbét peuvent donc interférer voire
méme solubiliser les lipides constitutifs du filtedu a la surface, et doempécher I'étape

de fixation de se réaliser.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Ce probléme peut étre évité
* en adaptant I'ordre d’addition des protéines et lij@des dans la sous-phase. La
monocouche de lipides doit étre formée en premér &n surface d’'une solution
tampon sans détergents, puis l'injection des pmegecontenues dans des micelles de
détergent a basse CMC dans la sous-phase eséegalis
* en étalant une quantité de lipides en léger ex&€s2(Q%) par rapport a celle
nécessaire pour former une monocouche. Ceci penmétat de compression maximal

des lipides a I'interface qui ralentit la pénétratdes détergents dans le film lipidique.

Apres fixation du complexe micelle-protéine a krface, le film devient stable vis-a-
vis des détergents présents dans la sous-phage.dStHiilité est attribuée a la concentration
élevée de micelles de protéine a l'interface apmdsorption, formant une phase visqueuse
comparable & un gel qui ralentit la diffusion dégedgents dans le film lipidigtfe

Ce film interfacial est suffisamment stable poue &tansféré sur une grille carbonée
et étre analysé par MET. Cependant, méme avec rdpids incubations, les micelles de

protéine figées a la surface ne conduisent pasoarteation de réseaux cristallins.

En 1997, I'équipe de Charles Mioskowski a introduit segment perfluoré dans la
partie médiane d’'un lipide de ligation fonctionsalipar un analogue de la vitamine A. La
vitamine A est un ligand spécifique des réceptemesnbranaires des rétinoides. Cependant,
ces ligands sont hydrophobes et ont tendance lersadormation du film de lipides a
s'intégrer dans la partie apolaire de la bicoudhmur éviter ce phénomene et améliorer les
interactions ligand-récepteur, cette équipe a @éd dintégrer des segments perfluorés
connus pour leur lipophobie dans la partie médiytrophobe du lipide et donc susceptible

d’inhiber I'insertion du ligand hydrocarbotté

Les chaines perfluoroalkyles ont des propriétésigigs différant fortement de celles
des chaines hydrocarbonées, qui sont dues notanantétectronégativité élevée des atomes
de fluor, a leur faible polarisabilité et au volumecupé des atomes de fluor plus grand que
celui des atomes d’hydrogéne. En raison des distade liaison C-F et C-H mesurant

2 J.L. Rigaud, B. Pitard and D. LévBjochim. BiophysActa, 1995 1231, 223-246 ; D. Lévy, A. Gulick, M.
Seigneuret and J.L. RigauBjochemistry 199Q 29, 9480-9488; M. Paternostre, M. Roux and J.igaid,
Biochemistry1988 27, 2666-2676.

%P K. Vinson, Y. Talmon and A. WalteBjophys. J.1989 56, 669-681 : S. Almog, B.J. Litman, W. Winley, J
Cohen, E.J.Wachtel, Y. Barenholz, A. Ben-Shaul @ndichyenbergBiochemistry199Q 29, 4582-4592.

1P, Held, F. Lach, L.Lebeau and C. Mioskowdlt. Lett, 1997, 38, 1937-1940.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

respectivement 28 A et 18 A, les volumes occupésegagroupements Gt CF; sont de 41
A3 et 86 & respectivement comparés a ceux des groupese€8H; faisant 26,9 Aet 54,3

A3 respectivemerit.

De ce fait et en raison de la densité électronigumur des atomes de fluor, les
chaines perfluorées adoptent une conformation diélade afin de minimiser les répulsions
stériques des liaisons C-F séparées par un ma&illemandis que les chaines hydrocarbonées
linéaires ont une conformation en « zigzag ». Cett&ormation leurs permet d’exposer une
plus large surface moléculaire en comparaison l& del leurs homologues hydrocarbonés,
qui de ce fait leurs confére une certaine rigidagant pour effet de les rendre
considérablement plus hydrophobes que les chajmeedarbonéés.

De méme, la faible polarisabilit¢ des atomes d®rflresponsable des faibles
interactions de Van der Waals entre les chaingfupees®, combinée a la faible tendance
des chaines perfluorées de former une conformg@mche favorisent leur regroupement et
agencement en monocouches parfaitement fltides

En plus de leur grande hydrophobicité, les chajeeluorées ont également un effet
lipophobe prononcé d’'une ampleur environ égale diars de celle de I'effet hydrophoie
La combinaison de toutes ces propriétés est ajifaridirecte de la non idéalité des mélanges
d’alcanes et de perfluoroalcanes, ce qui a powet efé favoriser la séparation de phase
partielle des systemes moléculaires constitués danges de tensioactifs perfluorés et
hydrocarboné¥.

En 2001, la méme équipe a mis a profit ces pragmi€n concevant des lipides
partiellement fluorés qui une fois étendus a liifgee air-eau, révélent une haute résistance
vis a vis de la solubilisation par les détergeoisrants hydrocarbonés. Pour cela, deux lipides
hémifluorés dotés d’'une téte polaire NTA ont ététisgtisés dans le but de cristalliser en 2D

un spectre trés large de protéines membranairgaré=2-103°.

2P, Lo Nostro and S.-W. Cheh, Phys. Chem1993 97, 6535-6540.

% J.G. RiessTetrahedron2002 58, 4113-4131.

% P. Mukerjee and T. Handa, Phys. Chem1981, 85, 2298 —2303.

% Barton SW, Goudot A, Bouloussa O, Rondelez F,B,jmMovak F, A. Acero and S.A. Ricd, Chem. Phys.
1992 96, 1343-1351.

% B. Binks, P. Fletcher, S. Kotsev and R. Thompsamgmuit 1997, 13, 6669 —6682.

37 P. MukerjeeColloids Surf. A1994 84, 1-10 ; P. Mukerjee and A.Y.S. YadgPhys. Chem1976 80, 1388-
1390.

% L. Lebeau, F. Lach, C. Vénien-Bryan, A. RenaulDigtrich, T. Jahn, M.G. Palmgren, W. KihlbrandtaC.
Mioskowski,J. Mol. Biol, 2001, 308, 639-647.
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Figure 2-19 :Lipides hémifluorés lipophiles congus par I'équgeeMioskowski pour empécher la solubilisation
du film lipidique avec les détergents.

Un de ces lipides porte un bras espaceur de tymetyleneglycol qui confére a la
téte polaire un degré de liberté de mouvement phymortant propice selon les auteurs, a
I'établissement plus aisé du réseau cristallin.stabilité des monocouches lipidiques a été
démontrée grace au profil de la courbe isotherméedsion de surface fonction de l'aire
occupée mesurée avec une balance de Langmuir. @apgera synthése de ces lipides
hémifluorés n’a jamais été reportée dans la littéea Par I'intermédiaire de ces composés, |l
a été possible toutefois d’obtenir des cristauxd2ihe ATPase et de les cartographier avec

une résolution atteignant 9 A.
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Figure 2-21 :Lipides hémifluorés reportés par I'équipe de Mc@ear
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

En 2009, une voie de synthese de lipides hémiftuarémant les molécules que nous
avons préparées dans le présent travail a étéépupdir I'équipe de McGeary et a permis la

cristallisation 2D de la protéine membranaire Bifirgkigure 2-11).

2. Reconstitution des protéines dans une bicoucheidigue

En fait, la cristallisation 2D des micelles de gioe fixées au film lipidique n'a
jamais pu étre observée, ceci étant probablemeatldidifficulté de créer des contacts entre
les zones hydrophiles des régions extramembrandérda protéine comme dans la méthode
« batch » de cristallisation 3D.

Ainsi, pour favoriser les contacts entre protéines, détergents sont retirés des
micelles ternaires détergent/protéine/lipide padittmh de biobeads pour reconstituer une
bicouche lipidique autour des protéines fixées afi@ la stabiliser et assurer leur
cristallisatiof®. Bien que la reconstitution des bicouches soiéjiemhdante de la nature des
lipides ajoutés, la spécificité des lipides estciaie pour I'étape suivante de cristallisation
2D.

3. Travaux et résultats antérieurs sur la cristallsation 2D des
protéines membranaires sur film lipidigue

Apres le retrait des détergents, plusieurs contstiavorables de cristallisation 2D ont
déja été observées notamment pour les protéines, AROF1, bacteriorhodopsiffeet Anc2.

En plus de la nature de la protéine, les paramenigques liés a la formation des
cristaux 2D sont le ratio lipide/protéine et laurat des lipides ajoutés dans les micelles
ternaires détergent/lipide/protéine. Le succésadwitallisation va également dépendre de la
température, de la viscosité et de la compositiomdieu tampon.

Les cristaux 2D obtenus forment de larges régigigtatiines mais les zones bien
ordonnées des domaines cristallins développésgnpetites pour extraire des informations
structurales de haute résolution (inférieures A)10

Bien que la méthode de reconstitution sur film digue ait conduit a des

améliorations dans les domaines du transfert ddastillori?, le probléme majeur associé a

%9 W.M. Hussein, B.P. Ross, M.J. Landsberg, D. L&yHankamer and R.P. McGeady, Org. Chem.2009
74, 1473-1479.

40 J.L. Rigaud, D. Lévy, G. Mosser and O. Lambé&uyr.J. Biophys.1998 27, 305-319 ; J.L. Rigaud, G.
Mosser, J.J. Lacapére, A. Olofsson, D. Lévy andRdnck,J. Struct. Biol.1997, 118, 226-235.

“1D. Lévy, G. Mosser, O. Lambert, G. Moeck, D. Batdl J.L. Rigaud). Struct. Biol. 1999 127, 44-52.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

cette technique est relié a la difficulté du transfde la couche interfaciale sur la grille
carbonée, qui provoque souvent l'altération dua@seristallin formén situ. De méme, un
des facteurs limitant est le degré de liberté eadtides protéines a I'intérieur de la membrane
reconstituée pour établir les contacts nécessail@$ormation du réseau cristallin.

L'utilisation de couches de lipides fonctionnalisgsur concentrer et orienter des
micelles de protéine membranaire & une interfacg p@s bien servir d’initiation a la
croissance épitaxiale de cristaux 3D de protéinesnibnanaires, comme cela a déja été
démontré dans le cas des protéines soltbles

De méme, les larges membranes planes reconstidaéedesquelles les protéines sont
incorporées dans une orientation préférentiellé etne haute densité, sont des matiéres

appropriées a la microscopie de force atomique (KM

[l. Objectif du travail

En ce qui concerne les tensioactifs fluorés, ilé@deté montré au laboratoire que
I'association des tensioactifs perfluorég=GSOTHAM et GF/NTA-Ni pouvait conduire a
la formation de films noirs de Newton (NBFs) stable

Un film noir est constitué d’'une double couche @éastoactifs dont les parties
hydrophiles se font face et les parties hydrophcdmed orientées vers I'air. Cette double
couche de tensioactifs constitue la paroi des ude savon. Ces films emprisonnent une
couche d’eau dont I'épaisseur peut varier de 100ardn. L'épaisseur de ces films correspond
sensiblement a la longueur d’onde de la lumierdle@e est donc diffractée lors de son
passage a travers les films ce qui donne les phé&mesnd’irisation observés lors de la
fabrication des bulles de savon.

Lorsque I'eau contenue dans la paroi est progressnt drainée, I'épaisseur du film
diminue jusqu’a atteindre des tailles (<40 nm) rigfiéres a la longueur d’onde de la lumiere
ce qui rend le film transparent. On dit alors quést «noir ». Ces films peuvent étre
facilement formés par étirement d’une monocouchelLaegmuir. Leur épaisseur et leur
constitution peuvent étre étudiées par réflectidésé rayons X.

Une des particularités intéressantes de ces fishg&ils se comportent comme des

réservoirs capables par l'intermédiaire de la diifi€ée de potentiel chimique entre les deux

42 E.W. Kubalek, R.D. Kornberg, S.A. Dardftramicroscopy 1991, 35, 295-304 ; F.J. Asturias and R.D.
Kornberg, J. Struct. Biol1995 114, 60-66.

43 A.M. Edwards, S.A. Darst, S.A. Hemming, Y. Li aRdD. KornbergNat. Struct. Biol.1994 1, 195-197.

44 3. Scheuring, D. Muller, P. Ringler, J.B. Hetmaamg A. Engel,). Microsc, 1999193, 28-35.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

compartiments représentés par le film et la cuvéatgmuir, d’intégrer et d’organiser des
nanoparticules en leur sein.

Ces organisations macroscopiques ont permis eutiresad’étudier par réflectivité des
rayons X la diffusion a l'intérieur du film noir dbré, d’'une protéine transmembranaire
recombinante tOmpa his-tag solubilisée en détesge&es films fluorés sont utilisés afin de
neutraliser les effets détergents vis a vis du filoir de tensioactifs solubilisant la protéine.
Le tensioactif fonctionnalisé par du nickel pernhetdiffusion ordonnée de la protéine

solubilisée en micelle dans le film noir (Figurd 2)*.

FFFFFFFF EFRFERF o HOH

FW %)W OH

FFFFFF o) FFFFFF o o
CgF13SOTHAM

Figure 2-23 : Schématisation de la diffusion des micelles deginetle long du film noir de Newton.

En réalisant des mesures de réflectivité des rajyore systeme a montré qu'il était
capable de stabiliser et d’organiser les micellegptéine sous la forme d’'une ou de deux
monocouches de protéines au cceur du film et podweait se préter a la formation de cristaux
2D.

Il nous a donc semblé opportun d’utiliser notre éaignce de fabrication de films
noirs résistants aux détergents pour la mise aut pei monocouches de Langmuir pefluorées

capables de cristalliser des protéines en deuxrdiimes. En conservant la nature du systéeme

45V, Petkova, J-J. Benattar, M. Zoonens, F. Zith, Ropot, A. Polidori, S. Jasseron, and B. Puggigmuir,
2007, 23, 4303-4309.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

mixte lipidique, nous avons donc transposé I'wtiisn de ces lipides perfluorés a un modéle
de cristallisation 2D sur film lipidique mais pocela, il était nécessaire de réaliser quelques

modifications de la structure du lipide fluoré NTRigure 2-13).

X = liaison
amide ou urée

Chaine fluorée Rg /\/\X/\H/
n

Figure 2-25: Représentation schématique du lipide hémifluoréceopour la cristallisation 2D sur film
lipidique.

Le lipide doit toujours comporter une partie hyshide constituée d'un ligand NTA
pour permettre la reconnaissance moléculaire néicess I'adsorption des protéines
recombinantes munies de leur terminaison polyhrstichis-tag. La partie hydrophobe est

constituée ici d'une chaine hémifluorée.

L’introduction d’'un noyau aromatique a I'extrémitde& la queue fluorée est réalisée
pour deux raisons :

e pour disposer d'une fluidité satisfaisante de laucte de lipides en évitant
I'organisation et l'auto-assemblage des lipidesssta forme de cristaux liquides
comme cela a déja été montré avec des chainesitidjpes ramifiéds. Cette fluidité
doit faciliter la diffusion latérale des complexiside-protéine et la formation du
réseau cristallin 2D a la surface du film.

* mais également d’améliorer les conditions du temsde I'échantillon sur la grille
carbonée de microscopie. En effet, en raison dipdahobie des chaines perfluorées,
'adsorption du cristal 2D greffé au film de Langmpose le probleme de son
adhérence au support qui est constitué de carbonegporisé sur une surface de
résine de Formvar (polymere polyvinylique). Celatssluit habituellement par le
glissement de I'échantillon vers le bord de lalgribrs de I'étape de drainage de
I’échantillon par du papier buvard. Ce manque dédhce provoque également la
désorganisation du cristal au moment du dépot.ttéexité non fluorée dojrermettre
d’améliorer cette adhésion en favorisant le cordaset le support carboné.

6 F.M. Menger, M.G.J. Wood, S. Richardson, Q. Zh&R. Elrington and J.M. Sherrod, Am. Chem. Sac.
1988 110, 6797-6803.
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[1l. Synthése du lipide hémifluoré

A. Analyse rétrosynthétique

La clé de la synthese repose sur une méthode igélextnsistant a fonctionnaliser
successivement les deux extrémités d'un synthorflupeg pour préparer la partie
hydrophobe hémifluorée. On peut remarquer que peméthodes efficaces ont été décrites
dans la littérature pour atteindre cet objectif@&son des propriétés inhabituelles de réactivité
et de stabilité des composés perfluorés qui coerdtisouvent a des difficultés de
manipulation, de solubilisation dans les solvamggniques usuels et de purificattGn

On peut tout de méme citer les travaux de I'éqdipéSzlavik® qui a mis au point la
synthése du 9-iodoperfluorononanoate de méthyleegéala réaction de Hunsdiecker, un
dérivé susceptible d’étre utilisé dans la synthisdifférents composés amphiphiles hybrides.

Les conditions basiques courantes NaH/THF utiliséless les réactions de

Williamson pour fonctionnaliser le diol perfluoré22,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-hexadéca
fluorodécane-1,10-diol conduisent a la décompasitio réactif fluoré, la formation du dérivé
monoalkylé avec un faible taux de converSfost la production du dérivé symétrique
dialkylé. Cependantce dérivé monoalkylé a tout de méme pu étre prégaeetement a

partir du diol avec un rendement de 51% dans deslittons particulieres en utilisant la
sonication et un agent de catalyse par transfepphdese. La réaction ultérieure de l'alcool
monoalkylé avec [l'acide bromoacétiqgue dans du Néat#/Tanhydre donne [l'acide

carboxylique désiré avec un rendement de 69% (Sahdth

OH
Br

RFRFR FRF RI. NaH, TBAI RFRFR FRF N
HO OH ———— OH — 0O

iati NaH/THF

FFF FF FF F Sonication FFFFF FF F
51% 69%
RFR FR FR F ©

0 S O o

FFFFFFFF

Schéma 2-1 Conditions de synthése de I'acide carboxylique Raoié.

4" R. Chambers, kluorine in Organic Chemistry,»Ed. Blackwell Publishing, Oxfordi2004; J.A. Gladysz,
D.P. Curran, I.T. Horvath, Eds.Handbook of Fluorous Chemistsy Wiley-VCH, Weinheim,2004; C.

Gentilini, M. Boccalon, L. PasquatByr. J. Org. Chem2008 330, 3308—-3313.

487, Slavik, A. Csapai, M.P. Krafft, J.G. Riess ahdRabaiTet. Lett, 1997 38, 8757-8760.

49 C. Gentilini, M. Boccalon, L. Pasquateyr. J. Org. Chem2008 330, 3308-3313.

% W.M. Hussein, B.P. Ross, M.J. Landsberg, D. L&yHankamer and R.P. McGear, Org. Chem.2009

74, 1473-1479.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Ce synthon hémifluoré s’est tout de méme révéléciif a coupler lors de I'étape
finale avec I'aminotriester du ligand NTA dans @esditions classiques avec, soit un agent
de couplage peptidiqgue (8%) ou en passant par talersation du chlorure d’acide
correspondant en milieu basique (13-28%). Ce reedéme condensation entre le chlorure
d’acide et I'aminotriester protégé par des groupgmé&iméthylsilanes a pu étre amélioré en
utilisant une activation par des micro-ondes (62%).

A noter que linsertion d’une liaison polaire depdy éther au sein d’'une chaine
hydrophobe peut également provoquer des phénonttinsertion d’eau a l'intérieur de la
zone hydrophobe et donc déstabiliser potentiell¢@ganisation des membranes.

Il nous a donc semblé plus opportun de synthétiesr analogues hémifluorés par
liaison directe entre deux carbones. Pour cela, singégie de synthese par addition

radicalaire est la voie la plus facile a mettrex@mvre (Schéma 2-2).

(0]

0
R FR FR F n®Hk
X
FFF FFF \/H;

o)

couplage addition nucléophile
_peptidique ou avec CDI
(liaison amide) (liaison urée)

(©) OMe
RFRFRF J
OEt
Y 4+ Z nN/\ﬂ/
FFF FF F Oﬁ) o

synthon B Y = CO,H ou NH, Z=CO,H ouNH, OEt  synthon A

substitution
addition nucléophile
radicalaire

/\)OJ\ ° oK
P R FR FR F = OH GPO 0
(0]
ou
R /\/NHGP /\/\o;l\:OR
GPHN NH,
GP = groupement
protecteur U

Acide glutamique (Glu)
ou
Lysine (Lys)

Schéma 2-2 Analyse rétrosynthétique de la synthése du lipihaifiuoré.
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La stratégie de synthese consiste a coupler lek@ys clés A et B via une réaction de
couplage peptidique « classique » ou une sérieddiads nucléophiles successives de deux
amines sur le carbodiimidazole (CDI) électrophibeipformer une urée dissymétrique reliant
les deux synthons par une fonction carbonyle, slituie déprotection des fonctions esters et
de la complexation du ligand NTA avec I'ion?Ni

Le synthon A (tricarboxylique) serait obtenu pamtermédiaire d'un acide aminé (Glu
ou Lys) en réalisant une double réaction de N-atkyh sur I'acide aminé correspondant
correctement protégé. Le synthon B (hémifluoré bgtiobe) serait quant a lui, préparé a
partir du dérivé commercial 1,6-diiodoperfluorohegavia des additions radicalaires
successives de deux composés vinyliques combinges atape de réduction des liaisons C-I

formées.

B. Préparation du synthon A

Plusieurs stratégies ont déja été développées payarer le ligand NTA sous sa

forme protégée avec des fonctions esters (Schégja 2-

CO,H NaOH CO,H TsOH S~ COzR
Cbz HN%\/))\ > Cbz HN > 4 PR
2 NHy BICH,COH - &, N7 COH  MeOH 4, N7 TCOR
92% CO,H 6% R=Me  CO2R
CO,R
CO,H CO,R  BrCH,CO,tBu 2
- CbzHN PN
Cbz HN ———> CbzHN \H > . N7 "COR
s NH2 5o, 4 2 iPrEIN

R =tBu CO5R
83% R =tBu 70%

Schéma 2-3 Voies de synthéses du ligand NTA protégé par destifins esters.

Cette synthese se fait souvent en deux étapegsiadela N-carbobenzyloxy-L-lysine
soit en faisant une double N-alkylation avec I'acloromoacétique suivi de I'estérification
dans le méthanol par catalyse acide, ou linversésmen faisant la N-alkylation sur du
bromoacétate deert-butyle par exemple.

Nous avons voulu préparer le synthon directemenpadtir du chlorhydrate
d’ammonium de I'ester méthylique de la N-benzylatponyl-L-lysine en réalisant la double
réaction de N-alkylation du bromoacétate d’éthglens le but de s’affranchir de la premiere

étape d’estérification (Schéma 2-4).
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(@] OMe
Base
(@) OMe OEt
+ Br/\ﬂ/ > ZHN p N/\H/OEI
ZHN 0 Solvant o o)
4 NH,.HCI -
Conditions 1

OEt

Schéma 2-4 Schéma de synthése de I'aminotriester protégémmadauble réaction de N-alkylation.

Pour cela, nous avons essayé différentes conditiems-alkylation pour obtenir

I'aminotriesterl avec un rendement satisfaisant (Tableau 2-1).

Bromoacétate

Essai 'z Base Solvant Conditions Résultat
d’éthyle
1 2 éq EiN, 10 éq Hzo(/lc_:;ﬂb 1 éq TBAB, )
' TA, 48 h

2 4,5 éq EN, 6 éq CHCl, TA, 48 h -
Produit de

3 3 éq MeONa, 3,5 éq CH;CN TA, 24 h mono-N-alkylation

66%

4 360  tBUOK,356q CHCN  TA, 24h Mélange
complexe

5 3éq MeONa, 5 éq DMF TA, 24 h -

6 3 éq MeONa, 7 éq GAN Reflux, 24 h 89%

Tableau 2-1 :Essais de N-alkylation de I'ester méthylique dBldbenzyloxycarbonyl-L-lysine.

Dans un premier temps, nous avons testé des mrdouces en milieu biphasique
H.O/CH.CI; (1:1) avec une catalyse par transfert de phageésmence du bromure de tétra-
butylammonium (TBAB) et de TEA. Ces conditions rf'a@onné aucune réaction du produit
de départ aprés agitation du milieu réactionnedrapérature ambiante (TA) pendant 48 h.
Nous avons donc tenté la réaction dans une soltiionogene de CiEl, avec de la TEA
mais le résultat a été identique. Ce manque déivié@cous a amené a utiliser des conditions
plus favorables a une réaction de type; 8N combinant une base plus forte a un solvant
polaire aprotique. L’association du MeONa dans dtanitrile a permis de récupérer le
produit de mono-N-alkylation avec un rendement @&c6aprés 24 h. La substitution du
méthylate de sodium par iBuOK n’a pas permis la bis-N-alkylation de I'amieta conduit
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plutét a la formation d’'un mélange complexe de pitsd De maniere surprenante, le
remplacement du G &N par le DMF n’a apporté aucune amélioration. [Eiment,
I'utilisation d’'un excés de MeONa (7 €q) au refldue CHCN a permis d’obtenir le produit

souhaité avec un rendement satisfaisant de 89%.

C. Préparation du synthon B

La préparation du synthon B est basée sur l'additiadicalaire successive de
composés vinyliques sur un cceur fluorocarbong-lC Les iodures de perfluoroalkyles
constituent une famille de composés qui ont étgelaent utilisés comme précurseurs de la
synthése des composés fluorés. Ces composés sim¢maat bien connus pour leur capacité
a réagir sur des doubles liaisons pour former idésohs CE-C selon un processus en chaine
initié par voie radicalaire.

Le mécanisme par lequel les iodoperfluoroalcanegiséent avec les alcenes est

comparable & celui proposé pour les composés glolyénés (Schéma 225)

Initiaton Rel + R —> R + Rl (1)

[
Addion Re * Z Ry T Renop
°
+
Transfert  Rgl RF\/\R1—> RF\)\Rl + Re (3

. o °
Propagation RF\/\Rl + /\Rl — RF\)\AR 4)

. . ‘ . akt
Terminaison RF\/\Rl + RF RF\/\R]_ (5)

Schéma 2-5 Mécanisme de I'addition radicalaire des iodopermhadkyles sur les composés insaturés.

La premiere étape est la phase d'initiation quservir & générer un radical perfluoré
Re par coupure homolytique de la liaison&H_'énergie nécessaire pour rompre la liaison

peut étre fournie de plusieurs facons :

1 N.O. Brace)J. Fluorine Chem.1999 96, 101-127 ; N.O. Bracé, Fluorine Chem.2001 108, 147-175.
®2M.S. Kharasch, E.V. Jensen, W.H. UrBgience1945 102, 128.
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» par chauffage thermique ou irradiation photochimicgous UV bien que cela
nécessite des températures élevees de chauffagiesettemps d’exposition

prolongés de photoly3e

A ou hu

o ®
Rel ————> R + |

« en présence d'un initiateur radicalaire tels quseateonitriled* (AIBN, AIVN), les
peroxyde®’ ou bien le triéthylborari& La plupart du temps, ce sont des molécules
instables qui par un chauffage modéré se dissogient générer des radicaux
libres et libérer des molécules gazeuses. Danscoasditions, les additions
s’effectuent généralement a des températures gibke$ avec une bien meilleure
efficacité mais nécessitent quand méme des tempéadtion relativement long

pour obtenir un taux de conversion convenable.

R A
o
N—N —> 2R + N;
/
R
azonitrile

(0]

0
)J\ - - *

O R — 2 e —> 2R + CO,
R OT R o

péroxyde O

[ J [
R§ + R —> Rg + RI

e par réduction chimique (SET) avec un réducteur loigpde transférer un électron

libre pour initier le processus en chaine.

o- ° -® [ ] |-
M@OUNU) + Rl — > M (ouNu ) + Rl — R

Cette méthode est maintenant couramment utilisaengaliser I'addition de

iodoperfluoroalkyles R sur les oléfines et regroupene grande variété de
systémes réducteurs incluant les méta(ixe, Mg, Zn, Cu, Sn, Ni), des complexes

3 G.V.D. Tiers,J. Org. Chem.1962 27, 2261-2262 ; L.D. Moorel, Chem. Eng. Datal964 9, 251-254 ; P.
Tarrant, E.C. Stumpl. Org. Chem.1964 29, 1198-1202.

* N.O. Brace,J. Org Chem.1962 27, 3033-3038 ; N.O. Bracd, Org Chem.1971, 36, 1904-1909 ; M.
Graupe, T. Koini, V. Wang, G. Nassif, R. Colora&). Villazana, H. Dong, Y. Miura, O. Shmakova ang.
Lee, J. Fluorine Chem.1998 93, 107-115; D. Lahiouhel, B. Ameduri and B. Bxin, J. Fluorine Chem.
2001, 107, 81-88.

%5 C.G. Overberg). Am. Chem. Sqcl949 71, 2661 ; C.G. Overberg, Polymer. Scj.1951, 6, 539.

Y. Takeyama, Y. Ichinose, K. Oshima and K. Utimdtet. Lett, 1989 30, 3159-3162.

> Q.-Y. Chen, Z.-M. Qiu and Z.-Y. Yang]. Fluorine Chem.1987 36, 149-161 ; B. Abou-Ghazaleh, P.
Laurent, H. Blancon and A. Commeyrak, Fluorine Chem.1994 68, 21-24 ; M. Kotora, M. Hajek, B.
Amenduri and B. Boutevin). Fluorine Chem.1994 68 49-56 ; M. Kuroboshi and T. Ishihakh, Fluorine
Chem, 1988 39, 299-303 ; Q.-Y. Chen, Z.-Y. Yang ahdChem. Soc. Chem. Commur@86 498-499.
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organométalliques de métaux de transifionsou encore le couple
NaS,04/NaHCQ™ qui amorce la réaction en chaine aprés la dissmcialu
dithionite en ions radical SO.

S,0,2° —> 2S0,®

SO,® + R —> Rgl + SO

®- [ J _
Ry —> Re + |

L'étape 2 est I'addition régiosélective irréversildu radical K sur I'extrémité de
I'alcene terminal pour générer le radical secormdaitermédiaire le plus stable. Cette étape
est exothermique en raison de la création d’ungolieo CF,-C plus forte que la liaisort de
'alcene. L'étape 3 correspond au transfert rébdesid’'un atome d’iode sur le radical
intermédiaire pour donner le dérivé iodé attenduresecond radical fRqui peut a son tour
continuer la réaction en chaine. En présence deomeéres facilement polymérisables et/ou
avec une concentration élevée d’alcene, I'étape prdpagation d’une chaine polymérique
peut se produire. L’étape 5 de terminaison stdapéaction en chaine par I'association de
radicaux.

L’addition radicalaire des iodoperfluoroalcanes des acides carboxylique insaturés a
éte utilisée pour préparer une série d’'acides iodoaiques RCH,CHI(CH,),CO,H avec
une chaine perfluoroalkyle FRvariable comportant de 1 a 10 atomes de carbome et
nombre entier compris entre 1 et 10. Ces dérivépwitre convertis en acides carboxyliques
perfluorés correspondant(H,)n+:COH.

Lors de sa these au laboratoire, Séverine Denogealeissi a monofonctionnaliser un
exces de 1,8-diiodoperfluorooctane par I'acide gadéique avec un rendement de 70% en
utilisant du Zn (en poudre) comme initiateur rathae au reflux du CyCl, pendant 2h sous
atmosphére d’arg8h Suivant ces travaux, nous avons voulu réalisdadeéme maniére la
monoaddition d’'un acide carboxylique insaturé ptosirt sur le 1,6-diiodoperfluorohexane
(Schéma 2-6).

%8 T. Ishihara, M. Kurobashi and Y. Okadzhem. Lett.1986 1895-1896 ; Q-Y. Chen, Z-Y. Yang, C-X. Zhao,
Z-M. Qiu, J. Chem. Soc. Perkin Trans.11988 563-567 ; Q-Y. Chen, Z-Y. Yang, Fluorine Chem.1988 39,
217-226 ; T. Fuchikami and I. Ojimaet. Lett, 1984 25, 303-306.

9 X. Li, L. Provencher and S.M. SingFet. Lett, 1994 35, 9141-9144 ; W-Y. Huang, L-Q. Hu and W-Z. Ge,
Fluorine Chem.1989 43, 305-318 ; G. Rong, R. Kee3et. Lett, 1990 31, 5615-5616.

®'N.O. Brace)). Org. Chem.1962, 27, 4491.

®1 S, Denoyelle, A. Polidori, M. Brunelle, P.Y. Valime, S. Laurent, Y. ElAzharyb and B. Puddew J.
Chem, 2006 30, 629-646.
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RFRFRF /\)OJ\ ntatewr R FRFRF L9

| Solvant
FrEFEF E FFF FF F

Conditions

Schéma 2-6 Schéma de synthése de I'addition radicalaire divéléliiodé 1(Ch)el sur I'acide buténoique.

Le produit d’addition perfluoré peut étre détemigément en RMNH par la présence
d’'un multiplet déblindé a ~ 4,6 ppm caractéristigueCHI signifiant que I'addition du radical
Rr a eu lieu et qu’on a formé la liaison £E.

Cependant, en reproduisant ces conditions opéeataians une solution dégazée et
purgée a I'argon, nous n’avons pas observé la fiomau produit attendu bien que l'alcene
soit entierement consommeé durant I'expérience. Noums donc choisi de faire varier les

conditions opératoires en changeant la naturermadteur radicalaire (Tableau 2-2).

Essai Initiateur [(CBel Solvant Conditions Résultat
1 Zn dust, 6 éq 2 éq cal, Reflux, 2 h Echec
2 Zn dust, 4 éq 2 éq MeCN TA, 4 h -

3 Zn dust, 4 éq 2 €q MeCN Reflux, 14 h Echec
Alcene
4 AIBN, 0,2 éq 1,3 éq MeCN Reflux, 1 hmajoritaire
5  ABN,12éq  26q MeCN 24 h, reflux _“Icene
majoritaire
NaxS,04, 1 éq . MeCN/H,O
6 NaHCGQ, 2.5 &q 1éq (3:1) TA, 24 h Echec

Tableau 2-2 :Essais d’addition radicalaire du dérivé diiodélaaide buténoique.

Dans un premier temps, nous avons conserveé le &rcdmme initiateur radicalaire et
fait varier la nature du solvant. Lorsque la réactst mené a TA dans le BN, il n'y pas
eu d’évolution marquante de la réaction lors dwiguar CCM au bout de 4 h. L'expérience a
également été conduite au reflux dusCN ou il y a consommation de I'acide carboxylique
insaturé mais on obtient dans ce cas un mélangplerende signaux ne présentant pas celui
attendu du CHI.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

A ce stade, il était donc intéressant de modifiendture de linitiateur, ce qui nous a
amené a travailler avec de 'AIBN au reflux du 4&CHN. La température d’ébullition de 82°C
du CHCN, est idéale pour assurer la décomposition ragel€AIBN dans le milieu et la
production de radicaux libres a I'étape d'initistiocCependant, quelle que soit la quantité
d’initiateur ou le temps de réaction de I'expérignaous avons constaté un taux de
conversion presque inexistant de I'alcene.

Nous avons essayé d'utiliser par la suite le coMals,0,/NaHCQO; comme initiateur
radicalaire dans les conditions décrites par I'ggule Huang dans une solution homogéne de
CHsCN/H,0O (3:1f% Aprés 24 h de réaction, le milieu réactionnelagstlifié avec de I'HCI
2N puis extrait avec un solvant organique, nousiaégalement observé que l'alcéne a réagi
mais le spectre du brut réactionnel est complexe girésente pas les signaux caractéristiques
du CHL.

Lors de cette premiére série d’essais infructuaoks avons constaté que I'utilisation
du Zn dust provoque une réaction assez exothernagee une consommation rapide de
I'alcene tandis que 'AIBN lui, ne semble pas aifte. Nous avons suppose que la présence
de la fonction acide carboxylique pouvait évenrreknt influencer la réactivité du dérivé
diiodé fluoré sur l'alcéne, ce qui nous a amenéaliger une série d’expériences sur l'ester

éthyliqgue (Schéma 2-7).

FEEEE F /\)OJ\ Initiateur | RFRFRF | 0
| + = >
IWS( oFt Solvant FFFFF F .
FFF FF F Conditions

Schéma 2-7 :Schéma de synthése de I'addition radicalaire dfad#é |(CF)ql sur I'ester éthylique de I'acide
buténoique.

Essai Initiateur I(Chsl Solvant Conditions  Résultat
1 ABN,026ég 15éq MeCN Reflux,2h _~\cene
majorltalre
2 ABN,12éq 2éq MeCN Reflux, 24 h _~lcene
majorltalre

3 Zndust,6éq 15 éq MeCNRreflux,14h Echec

Tableau 2-3 :Essais d’addition radicalaire du diodé fluoré IgfgFsur I'ester éthylique de I'acide buténoique.

%2\W.-Y. Huang,J. Fluorine Chem.1992 58, 1.
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Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Cependant, ces expériences nous ont amené au no@risatcque précédemment, le
Zn dust consomme l'alcéne mais ne donne pas leufirattendu et 'AIBN conduit a la

récupération majoritaire de I'alcene en fin d’exeece (Tableau 2-3).

Nous avons voulu voir ensuite I'impact que pouwaibir I'éloignement de la double
liaison par rapport a la fonction carboxylique guréactivité de I'alcéne vis a vis du diiodé
perfluoré I(Ck)sl (Schéma 2-8 et Tableau 2-4).

RFRFRF /Mi Initiateur 'W
| + & OH >
IW( n Solvant n OH
FFFFF F , FFFFFF
Conditions

Schéma 2-8 :Schéma de synthése de I'addition radicalaire diitdéré |(CR)¢l sur un acide carboxylique
insaturé possédant une longueur de chaine variable.

Essai n Initiateur Solvant Conditions Résultat
1 0 AIBN, 1éq CHCN Reflux, 15 h Echec
2 2 Zndust,5éq CH.CI, Reflux, 2 h Echec
3 2 ABN1ég CHCN Reflux, 24h mgj'gﬁ{‘aeire

Tableau 2-4 : Essais d'addition radicalaire du diiodé fluoré IggFsur des acides carboxyliques insaturés
possédant une longueur de chaine variable.

Lorsqu’on utilise I'acide acrylique au reflux du gEN en présence d’AIBN, I'alcene
réagit relativement bien mais on n’observe touj@as le signal du CHI dans le spectre RMN
'H du brut réactionnel assez complexe qui peut raisser penser que l'acide acrylique
polymérise dans ces conditions. L'ajout d’'un maillméthyléne entre l'insaturation et la
fonction acide carboxylique par l'utilisation deadide penténoigue n'a pas provoqué de
changements significatifs si bien que l'on retomb& les mémes observations que

précédemment.
Nous avons voulu également voir si I'amide interraigd 2 issu du couplage

peptidique entre I'acide buténoique et 'aminoteed déprotégé pouvait favoriser I'addition

radicalaire du radical RRsur I'insaturation (Schéma 2-9).
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RFRFRF
1) H,, Pd/C 10% |

(@) OMe (@) OMe
J 2) DCC/HOB H‘(\i FFFFFF
ZHN OEt » . N OEt >
SN SN

51%

Schéma 2-9 Schéma de synthése conduisant a I'addition radiead@iodé fluoré I(CE)el sur 'amide3.

Malheureusement, l'utilisation d’AIBN ou méme de dAost comme initiateur n’'a
apporté aucune amélioration a la réactivité duddiituoré I(CFE)gl sur 'amide intermédiaire
2 sur des périodes prolongées au reflux du solvant.

Nous avons ensuite voulu vérifier que I'additiodicalaire de I'acide buténoique sur
I'lodoperfluorohexane conduisait bien a la formatide I'acide carboxylique perfluorg
correspondant pour écarter les doutes sur la flitéate la réaction (Schéma 2-10).

RFR FRF /\)?\ Na;S;04/NaHCO;3 _ RFRFRF I O
g . - W
W' Z OH  CHCNH,0 (41) OH
F FFFFF 64% FFFFF 4

Schéma 2-10 :Schéma de synthése de 'acide carboxylique pe#lgior

Pour cela, nous avons mené I'expérience avec Ipleoaducteur N&,O4/NaHCO
comme initiateur de la réaction dans un mélangeGBi#H,O (4:1). Apres seulement 2 h de
réaction et le traitement du milieu réactionnehtérmédiaire iodé perfluorg a pu étre isolé
avec un rendement de 64% et identifié par son piettidéblindé du CHI caractéristique
(Figure 2-14).

Ce résultat démontre clairement la différence dactiété qui existe entre les
composeés perfluorés monoiodéFl et diiodé I(CRk)sl. A I'heure actuelle, aucune
explication logique de cette absence de réactilitéérivé diiodé ne peut étre fournie hormis
un défaut de réactivité vis-a-vis de l'alcene chais une possible (mais peu probable)
réaction de terminaison par couplage et polyméoisates chaines perfluorées.

D’autre part, malgré leur neutralité électrique bgle, les radicaux centrés sur le
carbone présentent un caractére électrophile oléapitle plus ou moins prononcé en
fonction des substituants présents sur la moléchke. raison du caractere fortement
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électronégatif du fluor la chaine perfluorée doaneradical centré sur le €lkin caractere
fortement électrophile. Or il est admis que ce tgpaadicaux réagit trés rapidement sur des

fonctions vinyle substituées par des groupementselars d’électror?a.

RFRFRF I O
F OH
F FFFFF
3
///,

Figure 2-27 : Spectre RMNH de I'acide carboxylique perfluog®

L’acide buténoique présente une fonction acidecatimue trés proche de la double
liaison qui induit un effet inductif —I. Ceci exqlie la différence de réactivité observée avec
I'acide undécenoique dont la fonction acide carbgug est bien plus éloignée de la fonction
vinyle, qui en raison de la longueur de chaine gppm effet inductif +1 donneur d’électrons

qui exalte la réactivité de I'oléfine vis-a-vis thdical électrophile R

Pour cette raison, nous avons donc décidé de @meiliser d’abord le dérivé diiodé
fluoré par lallylbenzéne dont les propriétés éleatiractrices du noyau aromatique sont

moins prononcées que celles d’'un acide carboxyl{§ehaéma 2-11 et Tableau 2-5).

Initiateur
P RS RS RS | RFRFRF
+ | —— |
| Solvant
FFFFFF Conditions FFF FF F
4

Schéma 2-11 Schéma de synthése du dérivé iodé hémifldoré

%3 B. Giese, H. Horler and M. LeisinGhem. Ber.1986 119, 444,

64



Chapitre 2 : Synthése du lipide hémifluoré et aflgation 2D sur film lipidique

Essai Initiateur Solvant Conditions Résultat

1 Zn dust, 4 éq CiCl, Reflux, 24 h Echec
2 AIBN, 0,2¢ég/2h CBCN  Reflux, 10 h 43%

3 AIBN, 0,2 ég/4h CBECN  Reflux, 24 h 51%

Tableau 2-5 :Essais d'addition radicalaire du diiodé fluoré I1ggFsur I'allylbenzéne.

Nous avons voulu essayer une derniere fois deditoams utilisant le Zn dust comme
initiateur mais cet essai s’est encore révélé atfreux, ce qui nous a conduit a écarter de

facon définitive des conditions opératoires avedrggateur pour des essais futurs.

D’un autre c6té, I'ajout répété de petites quastit&IBN dans le milieu réactionnel a
intervalles réguliers au reflux du GEN pendant 10 h a permis de former le produit de
monoaddition4 avec un rendement de 43%. La synthése du dé&ia méme pu étre
ameéliorée avec un rendement moyen de 51% en étddsnintervalles d’addition de
I'initiateur sur une période plus longue de réattio

Ce résultat montre bien que I'effet mésomere —M'atd@de carboxylique sur l'acide
buténoique affecte fortement la réactivité de €ake en appauvrissant la double liaison en
électrons et inhibe la réaction lors des essaiglditians radicalaires. Le groupement
aromatique de I'allybenzéne ayant lui un effet ictdu-I bien moins important que celui d’'un
acide carboxyliqgue autorise I'addition du radicatrfiuoroalkyle R" sur linsaturation

suffisamment riche en électrons.

Malgré cette supposition, nous avons tout de mémuv effectuer des essais
d’addition radicalaire supplémentaires de I'adidéenoique avec le produit de monoaddition

4 au cas ou la réactivité serait changée dans ocdecfigure (Schéma 2-12 et Tableau 2-6).

RFRFRF | O
| FEFE FE F /\)J\ Inltlateur
OH Solvant OH
| FFFFFF
FFFFFF Conditions
4

Schéma 2-12 :Schéma de synthése de I'acide carboxylique héonélasymétrique.
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Essai Initiateur Solvant Conditions Résultat
NaS;04, 0,2 éq ) 17%
1 NaHCO, 3 éq CH:CN/H,O (5:1)  TA, 22 h
2 AIBN, 0,2 ég/2 h) CHsCN Reflux, 24 h,  22%

3 AIBN, 0,2 ég/8 h. Acide buténoique Reflux, 4 pur

Tableau 2-6 :Essais d’addition radicalaire de I'intermédiadreur I'acide buténoique.

La réaction a été menée dans un premier temps #&ecouple réducteur
NapS,04/NaHCQ; pendant 22 h. Le produit souhaité a pu étre iawk un rendement de
seulement 17% en raison des difficultés de sépargtar chromatographie sur colonne de
silice du produit formé et de I'acide buténoiqua sonsommeé.

Le rendement a pu étre légerement amélioré a 22utikksant I'AIBN au reflux du
CHsCN mais nous avons été confronté au méme probléammudfication lié a la mauvaise
réactivité de l'acide buténoique qui se retrouveerces en fin d’expérience. Un tel résultat
semble corroborer notre hypothése initiale incraminle défaut de réactivité de l'alcéne
choisi.

Nous nous sommes donc orientés vers la synthese diléfine terminale riche en
électrons apte a réagir plus efficacement aveeddyit de monoaddition hémifluo#e Pour
cela, nous avons choisi I'allylamine qui a dangtemier temps, été protégée pour une raison

de commaodité de purification dans les étapes stégan

FRFRFRF |
Boc,O/Et3N
/\/NHZ 2 3 /\/NHBOC Na28204/NaH003 . NHBoc
- CH,Cl, . | FFF FF F
6
68% CHsCN/H,0
EFEEE F (1) BusSnH/AIBN

. 68%
| 59% CH4CN, A
| FFFFFF
4 FFRFR F
NHBoc
FFF FF F

7

Schéma 2-13 Séquence réactionnelle conduisant a I'amine pretégénifluorér.
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On a donc synthétisé dans des conditions classigugsc-allylamine5 qui a pu étre
ensuite greffée sur I'intermédiaire hémiflugrén présence du couple $$30,/NaHCGQ; pour
donner le produit hémifluoré diiodé asymétriguavec un rendement satisfaisant de 59%.

Ce résultat confirme une fois de plus I'importades effets électrodonneurs dans les
réactions de couplage radicalaire de radicaux dkiosur les oléfines. Le produl a
finalement été réduit par voie radicalaire en présed’AIBN et du réducteur B8BnH au
reflux du CHCN pour donner I'amine protégée hémifluatéavec un rendement de 68%
(Schéma 2-13).

D. Condensation des synthons A et B

Pour relier le synthoid a la partie polaire NTA, nous avons envisagé dsngremier
temps le greffage par une liaison amide. Pour Eetdisation de I'acide glutamique doté
d’'une chaine latérale acide protégée par un esteayhque nous a semblé appropriée.

Dans un premier temps, nous avons protégé la famarcide principale du Boc-
Glu(OBn)-OH par un ester éthylique. La protectioocBle I'amine a ensuite été traitée en
milieu acide pour obtenir 'amine déprotégée soasfdrme d'un sel trifluoroacétate
d’ammonium. Plusieurs essais de N-alkylation de icgtrmédiaire ont été réalisés pour
obtenir le dérivé triester (Schéma 2-14 et TabRa.

1) DCC/HOBt ® o Base COE
NHBoc 78% NHs  CFCO; Solvant N~ >CO,Et
BnO COH o Bno CO,Et > BnO
o CHZ(?Z/E;OH o Conditions I CO,Et
: OEt
2) TEAICH,Cl, B Y
(2:9) ©

Schéma 2-14 :Schéma de synthéese utilisé pour préparer le symitadrivé de I'acide glutamate.

Bien entendu, nous avons voulu reproduire les tiomdi utilisées avec le dérivé de la
lysine mais I'expérience s’est soldée par un éategous n’avons récupéré aucun produit
correspondant a celui attendu. Pensant que la dtagetrop forte (pKa ~16), nous avons
voulu utilisé une gamme de bases plus ou moing fetfou encombrante. Dans toutes les
expériences, excepté pour le DABCO, il semble damihe réagisse mais on obtient a
chaque fois un mélange complexe dans lequel noasons jamais pu obtenir le produit

attendu.
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Bromoacétate

Essai 2 Base Solvant Conditions Résultat
d’éthyle
1 5 éq MeONa, 7 éq GBN  Reflux,24h  Echec
2 4,5 éq DABCO, 3,5 éq GEN Reflux 20h -
3 3éq DBU, 3éq CiCN Reflux 22 h Echec
4 3 éq tBuOK, 3,5 éq CHCN TA, 18 h Echec
. . Mélange
5 3eq EiN, 3,5 éq CHCN TA, 18 h complexe

Tableau 2-7 :Essais de N-alkylation a partir du trifluoroacét@#mmonium intermédiaire.

Nous avons donc décidé d’associer les aminesyidsons A et B préparés via une
liaison urée en réalisant des additions nucléoplsémuencées des deux intermédiaires sur le

CDI et le carboxyimidazole intermédiai& formé pour conduire a l'urée dissymétrique

hémifluoréed (Schéma 2-15).
W\OJ\:OMe
ZHN N/\n/OEt

RFRFRF
NHBoc 1 Oﬁ) o
FFFFF F OFEt

7 1) Hp, Pd/C 10% | 2) CDVDMAP __
l TFA/CH,C, MeOH CH,Cl,
2:8
(2:8) Os_OMe
)()J\ /\/\J\:
RFRFRF ® OEt
NH, N7 N N N
FFFFF F S 8
CF3CO;

‘ OEt

Et;N, pH 9-10 | DMAP/CH,Cl,
69%

Ox_OMe
RFRFRF j\/\/\j
OEt
N7 N N
N N /\n/

FFFFFF o o)

9 OE

—

Schéma 2-15 Schéma de synthése du triester hémifl@odtenu a partir des synthons A et B.
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Dans un premier temps, le triesterest déprotégé par hydrogénolyse pour former
I'amine libre intermédiaire qui est mise directemen réaction sans purification avec un
exces de CDI et de la DMAP pour donner le carboidéole8 avec un rendement de 59%.

En parallele, le dérive hémifluoiest déprotégé avec un mélange TFAJCH (2:8)
pour former un sel de trifluoroacétate interméeiaire sel est alors solubilisé dans le,CH
en ajustant le pH de la solution a 9-10 avec deHA et I'amine est mise en réaction in situ
avec le carboxyimidazolg en présence de DMAP pour donner le triester héorél9 avec
un rendement de 69%.

Le triester9 a été obtenu pur, et a été caractérisé en RMN?C, °F, DEPT 135,
COSY et HMQC (voir Annexe 1). La présence des protaromatiques (7,1-7,4 ppm) et des
protons des fonctions ester éthylique (quadrupdst@H a 4,2 ppm et triplet des Gh 1,3

ppm) indiquent que le couplage entre les parti¢mingoet apolaire est bien effectif.

Ox_OMe
A gL
OEt
N" N N
FFEFFFF H H Oﬁ’) o
9

OEt
KOH/MeOH
0,5 M
99%
Oy _OH
RFRFRF Q
L OH
NT N N
FFFFFF H H OY 0
10 OH
CHCly/Tampon Tris pH 8 NiCl,.6H,0
(2:1) o)
o
NCRARS H H |:| N//, / s\\HZO
< 1ONIE
N
FFFFFF \[(])/Wj//\/o/\ H,0
11 © °

@]

Schéma 2-16 Schéma de synthése du lipide hémifluoré PhHFENTZA-NL

Le triester hémifluoré9 a ensuite été saponifié avec une solution de g®tas
méthanolique a 0,5 M pendant 16 h a TA. Apresemnaéint acide avec HCI 1N et purification
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par chromatographie d’exclusion de taille dans d@amge MeOH/ChLCI, (1:1), on récupére
le lipide hémifluoré NTALO avec un rendement de 99%. Nous avons pu confipareRMN

'H du produit 10 dans le DMSO la disparition des signaux a 1,3 p@m3,6 ppm
caractéristiques respectivement des groupementsylegtdes esters éthylique et méthylique
prouvant que la saponification des fonctions estetotale.

Le ligand NTA du lipide hémifluord0 a ensuite été complexé a des ion&" Nn
utilisant un systéme biphasique CHThmpon TRIS pH 8 (2:1) en présence de sels dehick
NiCl,.6H,O. Apres seulement 1 h d’agitation, la phase omgsnicommence a devenir
légérement verte montrant bien que la complexatemions Ni* sur le ligand NTA du lipide
hémifluoré10 se produit. On laisse la réaction se prolonger péur s’assurer de la fixation
du NP* sur tous les ligands NTA disponibles. La phasemiqgue est séparée et concentrée
pour donner sans étape de purification le lipidmifidoré fonctionnel PhHFNTA-N{ 11

sous l'aspect d’'une poudre verte (Schéma 2-16).

E. Caractérisation du lipide hémifluoré PhnHENTA-Ni**

En raison de la présence de I'ion métalliqué”Ne lipide hémifluoré PhHFNTA-N{
contenant plusieurs électrons non appariés esespece paramagnétique. De ce fait, il n'a
pas été possible de caractériser précisément |ERFA-Ni** par spectroscopie RMM.

Le PhHFNTA-Nf* (856 g/mol) a donc été analysé au spectropole deséille par
spectrométrie de masse aprés ionisation chimiquelemtrospray (ESI-MS). Le spectrométre
de masse Qstar Elite (Applied Biosystems SCIEXjsétiest équipé d’une source d’ionisation
a pression atmosphérique (API) assistée pneumatigpte Le produit a été ionisé en mode
electrospray positif dans les conditions suivanteension electrospray (ISV) = 5500 V;
tension orifice (OR) = 80 V ; Pression du gaz dbutiéation (air) = 20 psi. Le spectre de
masse haute résolution a été obtenu avec un analysmps de vol (TOF). 4 mg de
I'échantillon sont dissout dans 5QQ. de dichlorométhane puis dilué au 1¥ifans une
solution de méthanol & 3 mM d’acétate d’ammonium.

Cependant, lI'analyse n’a donné aucun ion caratitgres de la présence du
PhHENTA-N?* mais plusieurs ions intenses ont été détectész &8, m/z 808, m/z 822 et
m/z 836. Il est logique de penser que les conditiianalyse conduisent a la décomplexation
de I'on métallique Ni* au centre de la sphére de coordination du complBee cette
maniere, les ions m/z 794 et m/z 836 ont pu étribaés respectivement aux adduits [M-Ni-
2H,0+2NH, +4H']** et [M-Ni-2H,0+4NH; +2H%".
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Afin de déterminer la quantité exacte de nickel paxé, nous avons décidé de les
doser par spectroscopie d’absorption atomique (AMBun spectrometre AAnalyst 400 avec
une flamme formée par flux d’air (10 L/min) et déagléne (2,5 L/min).

Le principe de la spectroscopie d’'absorption atamiqonsiste a mesurer I'absorption
de la radiation électromagnétique correspondant&lenent a doser (ichni = 252 nm) par
I'échantillon a doser.

D’un point de vue pratique, la raie monochromatigl@mission de I'élément est
fournie a l'aide d’'une lampe a cathode creuse cotapbl’élément a doser. En appliquant
une différence de potentiel a l'intérieur de la jpe@rdans un vide poussé et en présence d’un
gaz rare, les molécules gazeuses sont ioniséesrdiaodent la surface de la cathode creuse.
Cela a pour effet d’'arracher les atomes de I'élémenstituant la cathode creuse qui en
passant a un état excité conduisent a I'émissmmigtie de I'élément.

L'échantillon a analyser en solution est aspiré yparnébuliseur qui par un effet
Venturi pulvérise I'échantillon en un aérosol camgt de fines gouttelettes. Apres le passage
dans la chambre de nébulisation, le brouillard hgéne ainsi formé passe dans un brlleur
puis une flamme air-acétylene (T = 2500°C) danisuliede transformer les fines gouttelettes
en particules solides qui une fois fondues sonbria@es puis atomisees.

La radiation électromagnétique caractéristique 'éiérhent passe dans le nuage de
vapeur atomique de I'échantillon & doser et I'istn d’absorption est mesurée par un
détecteur relié a un amplificateur et un disposdiatquisition.

L'intensité de I'absorption dépend directement olobire de particules absorbant a la
raie d’émission de l'atome étudié selon la loi deeB Lambert ou l'absorbance est
proportionnelle a la concentration. Pour se trow@ns la gamme de dosage ou la droite
d’étalonnage est quasi linéaire, il est nécesddiirdliser des échantillons dilués dans une
gamme de concentrations généralement comprises Hitet 10* M.

Pour préparer la solution & doser de PhHFNTA:Nious avons d’abord suivi une
procédure de minéralisatinpour décomposer le complexe et relarguer en solués ions
Ni* (voir partie expérimentale).

A partir d'une solution mere de concentration ~Bg/L préparée avec des sels de
NiCl,.6H,O (MM = 237, 69 g/mol), nous avons constitué unmmge de solutions étalons
pour lesquelles nous avons mesuré I'absorbancguiceous a permis de tracer la courbe
d’étalonnage (Tableau 2-8 et Figure 2-15).

64 E. Montargés-Pelletier, V. Chardot, G. EchevartiaMichot, A. Bauer and J.L. MorelPhytochemistry
2008 69, 1695-1709.
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[Ni%"] (mg/L) Absorbanc®
Solution mére 68,03 -
6,8 0,441
Solutions étalons 34 0,247
0,68 0,044

Tableau 2-8 : Mesure de I'absorbance des solutions étalons &e Na valeur d’absorbance correspond a la
moyenne de 3 mesures.

0,5 7 Absorbance
0,4 -
y = 0,0664x
0,3 - R®=0,9929
(o]
0,2 -
0,1
[Ni*]
0 ‘ ‘ | solution étalon
0 2 4 6 8

Figure 2-29 : Courbe d'étalonnage de I'absorbance fonction dli4] établie par spectroscopie d’absorption
atomique.

Nous avons ensuite passé la solution & doser deFNRAFNi** préparée par
minéralisation sur le spectrometre qui a mesuré uabeur expérimentale d’absorbance de
0,555. En reportant cette valeur sur I'équationlaledroite d’étalonnage, on calcule une
concentration expérimentale de 8,36 mg/L qui cgaad a un taux de complexation de 99%
si I'on compare & la concentration de la solutioéotique de PhHFNTA-Ni préparée égale
a 8,41 mg/L.

Cette analyse par AAS nous a permis de lever taotbiguité sur la présence et la
quantité d’ions Ni* complexée au lipide hémifluoré NTXO.

Par ailleurs, le PhHFNTA-Ki (6,85% de Ni) a subi une microanalyse au CNRSaqui
révélé la présence de 8,83% de Nickel dans I'édlmantce qui confirme pleinement nos
mesures d’absorption atomiguges résultats accréditent I'idée qu’effectivemenstles sites

NTA sont bien complexés au nickel
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IV. Etude de cristallisation 2D sur un film de PhHENTA-Ni 2*

Avant d’envisager des études de cristallisation 2ys avons effectué des tests de
stabilité¢ des films de tensioactifs & l'interface-eau des composés PhHFNTAZNiet
CsF13SOTHAM vis-a-vis de tensioactifs hydrocarbonés.

Le principe de la méthode consiste a former un @ibrtensioactifs fluorés a I'interface
air-eau, de mesurer sa tension interfaciale auscourtemps et d’injecter dans la sous-phase

un détergent hydrocarboné (Figure 2-16).

Plaque d Anneau de Injection d'une solution de
Wilhemly du Nouy détergents hydrocarbonés

Film de
tensioactifs fluorés

’ 3
ﬁPJ\ o/ :\.k\o} ¢ .\\ of— ::

Y
~o d
~e

|

Concentration en détergents < CMC

Concentration en détergents > CMC

Figure 2-31 :Principe de la technique consistant a mettre esteéagie la stabilité du film de tensioactifs fluorés.

Il existe plusieurs facons de mesurer la tensigesicielle d’'un liquide dont les plus
courantes sont la méthode de la plaque de Wilhelmgncore celle de I'anneau de du Nouy.
Cette notion sera clairement détaillée dans lesitmie chapitre de ce manuscrit mais
brievement, la technique consiste a immergereat tiors du liquide une plaque ou un anneau
tout en mesurant la force exercée. Selon la lardgeua plaque ou le périmétre de I'anneau, la
valeur ainsi obtenue peut étre facilement trarseéritelle de la tension superficielle. Siil y a
interaction entre le film fluoré et le détergentacse traduit par un changement de la mesure
de la tension interfaciale.

Les mesures de tension de surface on été réaksgasn tensiometre Kriss K10T
(Hamburg, Allemagne) équipé d’'un anneau en allRgie. Des solutions de PhHFNTA-Ni
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a 18 mM dans un mélange CH@IHexane (1:1) et dedE;3SOTHAM a 50 mM dans 'eau
ont été préparées. La synthése @B;§SOTHAM® qui posséde une CMC de 0,37 mM a déja
éte décrite dans la littérature et le produit éteponible au laboratoire.

3 yL de la solution de §F13SOTHAM ont été étendus a la surface d’'une solutien
20 mL d'H,O pour obtenir une concentration finale de 0,75 rodfrespondant a une
concentration environ 2 fois supérieure a celléadeEMC. La tension de surface mesurée est
de 21,5 mN/m. Aprés des additions successives déM DBMC 0,17 mM) a des
concentrations de 0,5CMC et 6CMC, aucune modificatie la tension de surface n’est
observée indiquant que le film constitué de terdditsaafluorés est stable en présence de
détergents.

200 pL de la solution de PAHFNTA-RIi (CMC 0,1 mM) sont étendus a la surface de
20 mL d'une solution tampon (NaCl 250 mM, Tris 20MmpH 8) pour avoir une
concentration finale de 0,2 mM correspondant aaomeentration environ 2 fois supérieure a
celle de la CMC. La tension de surface mesuréeal@s3,8 mN/m. Etant donné que cette
valeur est comparable a la valeur de la tensioerfiglle limite du DDM en solution (34,9
mN/m), l'addition de ce dernier ne devrait pas aquer de modifications drastiques et
significatives de la tension de surface méme \&tilait & perturber la monocouche en surface
de la solution.

De ce fait, le DDM a été substitué par le-FIAC, un tensioactif télomere dérivé du
TRIS ayant une CMC de 0,5 M dont les propriétésméntes ont déja été démontPéeka
tension de surface mesurée duy,-FIAC est de 39,3 mN/m lorsqu’il est étendu seul en
solution a une concentration de 4CMC. Le-HAC a donc été injecté dans la sous-phase du
film de PhHFNTA-Nf* & des concentrations finales de-FIAC allant de 0,5CMC & 3CMC
et nous n'avons observé aucune perturbation dudilieque la tension de surface du liquide
est restée constante a une valeur de 33,8 mN/m.

Ces 2 expériences préliminaires montrent bien ges {lensioactifs fluorés
PhHFNTA-N?* et GF1sSOTHAM forment des films stables qui ne sont pasupeés par la
présence de détergents dans la sous-phase couramitiieds dans la solubilisation des
protéines membranaires tels que le DDM ou {¢ FAC, et ceci méme a des concentrations
pouvant atteindre 6CMC.

Un autre facteur important réside dans la fluidiéfilm constitué par la monocouche

de tensioactifs. En effet, celui-ci doit resterfagement fluide pour faciliter la diffusion

% p. Barthélémy, J.C. Maurizis, J.M. Lacombe ané@cci,Bioorg. Med. Chem1998 8, 1559-1562.
% B. Pucci, J.-C. Maurizis and A.A. PavEayr. Polym. J.1991, 27, 1101-1106.
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latérale des tensioactifs et des protéines fix@agla favoriser leur cristallisation. La fluidité
du film peut étre mesurée par une balance de Lamgiraiméthode consiste a fabriquer un
film de tensioactifs sur lequel va étre exercée pmession latérale. La mesure de la tension

interfaciale au cours de la compression indiquat’de I'organisation du film (Figure 2-17).

: ‘ air

eau

Pression de surface croissante

Aire moléculaire décroissante

<€

Figure 2-33 :Isotherme de compression typique d'un acide grassdmprimant la monocouche, les molécules
passent successivement d’'une phase gazeuse (@¢ phase liquide expansée (LE) puis a une phasildiq
condensée (LC). A plus haute compression, on attétat solide (S) puis I'effondrement de la mooache
(collapse).

Dans une phase gazeuse les molécules ne sont gasseées, tandis que dans une
phase liquide expansée les tensioactifs sont @@amans une phase qui laisse libre cours a
leur diffusion latérale. C’est cette phase la cuit étre recherchée pour obtenir les meilleures
chances de cristallisation d’'une protéine a l'ifstee air-eau. L'isotherme de compression
sera donc caractérisé par une montée progressisdeveollapse sans passage par des paliers
de compression intermédiaires.

Pour rendre compte de la fluidité du film de PhHRNYIi**, la mesure de l'isotherme
de compression a été réalisée avec une balancandgnluir (Nima technology Ltd Coventry,
Angleterre). La cuve utilisée est constituée d'ptegue de teflon recouvrant une surface de
525 cnd.

3puL du PhHFNTA-Nf* & 18 mM dans un mélange CH@IHexane (1:1) a été

dispersé a l'interface a une température de 20°@e#\ 15 minutes, le solvant s'évapore
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naturellement et le procédé de compression dugiuot débuter & une vitesse de 5¢/ommn
(Figure 2-18).

Tension de surface
appliguée (mN/m)
45
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Figure 2-35 :Courbe isotherme de la tension de surface en fande I'aire occupée du lipide PhAHFNTAZN

Le graphique montre clairement qu’aucune transitierphase du film ne se produit
indiquant que celui-ci se trouve dans une formeidig expansée fluide jusgu’au collapse. Le
film est stable jusqu’a une tension de surfacee2ga38 mN/m ou a cet état de compression
maximal, I'aire occupée par les molécules de PhH&NT?" est de 43 A.

Les tests réalisés en mélange avec le tensioatiildtion, le GF13SOTHAM n’ont
pas permis de mettre en évidence de courbe d’'isnthde compression. Il semble que le film
de lipides fluoré et hémifluoré ne soit pas stable.

Des essais de cristallisation 2D ont cependant rétdisés au laboratoire de
Biophysique Moléculaire a I'Université d’Oxfomhr le Dr Catherine Vénien-Bryan.

La protéine membranaire qui a été étudiée est ceptéur de sulfonylurée SUR1
comportant 3 sous-unités transmembranaires SURciassa une petite protéine Kir 6.2.
L’association des 4 sous unités forme un canatjismix K essentiel a la sécrétion d’insuline
dans les cellules du pancréas. Son fonctionnenstrgresore mal connu et sa mutation est

I'une des causes principales du diabete (Figurg@)2-1
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Sulphonylurea recaptor Pare subunit
SURA1 Kirg.2
]

Figure 2-37 :Représentation de la protéine membranaire SUR& sésl 4 sous-unités qui la composent.

Les essais de cristallisation ont été realisésdssrplaques comportant six puits en
teflon de 4 mm de diametre et d’'une capacité dgl56u 70uL. Chaqgue puit est connecté a
un canal permettant l'injection de la solution det@ine dans la sous-phase sans perturber la

monocouche présente a I'interface (Figure 2-20).
Plaque vue du dessus
O O O OO
P alelelelele g
/ ™\ Canal

Puit d’injection

\\\7

Plague vue de coté

Figure 2-39 : Schématisation des plaques comportant les putisflem de cristallisation.

La soluton meére du lipide hémifluoré PhHFNTAZNia été préparée a une

concentration de 500M dans un mélange CHgh-Hexane (1:1).
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Dans un premier temps, les plaques de puits emntsfint remplies entierement avec
une solution tampon bien précise (50mM TRIS pH8nBONaCl, 2,5% sucrose, 10mM
TCEP, 10uM Glibenclamide et 0,001% Fos16). Le Gidemide permet d’organiser et
maintenir la protéine dans sa conformation activeFos 16 est I'abréviation donnée a un
détergent ayant une structure similaire a un phalgptle, c’est lui qui sert a solubiliser la
protéine membranaire. La solution tampon contigy@ément de I'azoture de sodium pour

inhiber la croissance bactérienngu¥mL).

Ensuite, 5ul de la solution de lipides fluorés @néle GF13SOTHAM + PhHFNTA-
Ni?") dissous dans le chloroforme sont étendus & facide la goutte tampon et la solution
est incubée pendant 24 h a 20°C dans une chamtPétdepour stabiliser le film lipidique.
Apres cette période d’incubation, un mélange lifpdeéine est injecté via le canal a un ratio
L/P variant de 0,5 a 0,8 (w:w) et la solution estrdbuveau incubée a 20°C pendant 24 h. Le

lipide de reconstitution utilisé est le DOPC.

Des perles de biobeads sont ensuite introduitedepaanal d’injection au fond du
puits de teflon pour éliminer les molécules de mitet.

Apres 24 h d’incubation, une grille carbonée derasicopie électronique est déposée
au contact de la goutte pendant 5 minutes, leddnboné de la grille tourné vers la couche de
lipides. La goutte déposée sur la grille est séelvée un papier adsorbant de type Wattman et
on ajoute une goutte d’'une solution d’acétate diviaa 1% dans I'eau pour « colorer »
I’échantillon..

Cette méthode de contraste permet d’observer tagipes reconstituées a l'intérieur
de la bicouche sur les projections de MET souspéeas d’objets blancs. La goutte de
coloration a l'acétate d'uranyle est laissée quedgminutes puis séchée avec du papier
adsorbant et les grilles sont ensuite prétes avéttmlisées sur un microscope électronique
haute résolution CM 120 Philips FEI.

Suivant cette procédure, différentes conditions aestallisation 2D ont été
expérimentées en faisant varier la concentratiofipitie PhHFNTA-Nf*, la constitution du
film et le ratio avec le lipide diluants€:SOTHAM, les concentrations finales de la protéine
en solution et du lipide de reconstitution DOPGsaque leur ratio L/P entre eux, ceci dans le

but de trouver des conditions optimales de cristibn 2D (Tableau 2-9).
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Essais [PHHFNTA-N*] Ratio [Protéine}nae  [Lipide]snae Ratio L/P
(UM) CeF1:SOTHAM/PhHFNTA-NF* (ng/mL) (ng/mL) (w:w)
1 33 PhHFNTA-N?* Pur 50 35 0,7
2 33 PhHFNTA-NF* Pur 100 80 0,8
3 45 PhHFNTA-NF* Pur 100 60 0,6
4 45 PhHFNTA-N?* Pur 90 63 0,7
5 500 PhHFNTA-NF* Pur 43 30 0,7
6 33 1.2 157 100 0,7
7 33 1.2 157 100 0,7
8 33 1:2 57 40 0,7
9 33 1:2 43 30 0,7

Tableau 2-9 : Conditions opératoires des essais de cristallisa?D effectués sur la protéine membranaire
SURL.

Cette série d'essais n'a cependant pas permis dwefodes zones denses de
cristallisation de protéines. Il a tout de mémeépre identifiées des particules isolées de

protéines mais leur nombre reste limité a 10-12sdahaque quadrillage de la grille
(Figure 2-21).

Figure 2-41 :Images de particules isolées de SUR1 vue du ddsssiprotéines apparaissent blanches sur fond
ombré (Grossissement x 45000).
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Les particules isolées disposent de la méme otientaur le film lipidique en raison
de leur fixation identique sur le film lipidique plintermédiaire du segment his-tag et du
lipide PhHFNTA-NF* organisé dans le film de Langmuir. Il est possilgetraiter les images
de chaque particule individuelle correctement aéerpar le logiciel informatique d’analyse
d'images SPIDER. Ce logiciel est capable d'analyser 'ensemble diehés et d’en faire

une moyenne. Dans cette expérience un ensembldedelithés a pu étre étudié et moyenné

grace a ce logiciel (Figure 2-22).

Figure 2-43 :Les 136 images de protéines isolées qui ont seitaldir une moyenne par le logiciel SPIDER.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence une steidiitype tétramere de la protéine
SURL1. On peut observer la présence d’'un canalalestcupé probablement par la sous unité
KIR 6.2 (Figure 2-23).

277 A

Figure 2-45 : Image moyenne obtenue par traitement informaticqué3b images de microscopie électronique
de particules isolées de la protéine SUR1.

87 http://mww.spidersoftware.com
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Le traitement de I'image laisse également apparaitzones occupées par les trois

sous-unités de la protéine SUR1 (Figure 2-24).

Sulphonylurea receptor Pare subunit

Figure 2-47 :Topologie de SUR1 d’'aprés I'image moyennée pandiclel SPIDER.

Les essais préliminaires effectués par CatherimeeviéBryan a Oxford nous amenent

a faire plusieurs constatations :

Quelles que soient les conditions mises en ceuvre fe ces essais de
cristallisation de la protéine SUR1, aucune expégen’a permis I'obtention de
cristaux 2D.

Cependant, comme on peut le voir dans le table@ué&tapitulatif des essais de
cristallisation, tous les essais ont été réalisesc aune concentration de
PhHFNTA-N?* située en dessous de la CMC du lipide & I'excepimiiessai 5. Il
serait peut étre donc préférable a I'avenir deditker a une concentration de lipide
PhHENTA-N?* égale voire Iégérement supérieure & la CMC duidacsf pour se
placer dans une situation ou linterface est cotepient saturée par des
molécules de tensioactifs et disposer ainsi d’'unime maximal de ligands NTA a
la surface.

Il est possible que le faible nombre de protéime®mbinantes fixées sur le film
soit lié a un défaut de complexation du segmentagsié a SURL1 par les ions
Ni?* positionnés & l'interface du film. Si tel étaitdas il faudrait, pour améliorer
la fixation, éloigner la partie hydrophile de largga hydrophobe du lipide par un
bras de liaison hydrophile de type tétraéthylenaglyCette modification pourrait
permettre d'immerger plus profondément le ligandANNi%** dans la solution et
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d’avoir une meilleure reconnaissance moléculaire piotéines sur le film de
lipides, ce qui est primordiale pour espérer leetiiiypement de cristaux 2D.

* On peut également avoir le raisonnement inverqeerser que c’est la séquence
his-tag de la protéine qui est difficilement acdassauquel cas la cristallisation

2D n’est pas favorable avec cette protéine.

* Les problemes de mesure lors de la déterminatiofistéherme de compression
du composé EF1:SOTHAM doivent étre résolus afin de savoir si casteactif
peut étre utilisé efficacement comme lipide detdtlulors de la cristallisation 2D
des protéines membranaires. Il pourrait étre agausement remplacé soit par
son homologue supérieurgz;SOTHAM, soit par le monoadduit du THAM
CgF13THAM qui sont tous les deux préparés au laborateirebeaucoup plus
hydrophobes donc plus aptes a s’organiser en surfac

V. Conclusion

En conclusion, ces premiers résultats montrent déjeement l'importance de l'aide
que peut apporter la cristallisation 2D pour comegnret orienter des protéines sur un film
lipidique. Elle constitue notamment une bonne a#gve a la cristallisation 3D classique qui
peine a former des contacts favorables entre lembh®s extramembranaires hydrophiles de
micelles de protéine membranaire, pourtant néaessau développement et a la croissance
de cristaux 3D.

Cependant, la technique de cristallisation 2D pte$éines membranaires sur un film
lipidique présente des inconvénients en raisoradarésence indispensable de détergents en
solution qui déstabilisent la couche de lipidespt@bléme a pu étre contourné en concevant
des lipides hémifluorés mais les exemples dangtémdture sont rares et la synthese de ces
composeés est souvent difficile.

Nous avons introduit ici une voie de synthése basde la fonctionnalisation
successive d'un cceur fluorocarboné KJeF via des additions radicalaires séquencées
d’oléfines terminales. On a pu voir que l'additiagait grandement facilitée lorsque
I'insaturation se situait a proximité d’'un grouparélectrodonneur alors qu’un groupement
électroattracteur, en appauvrissant en électrodsuble liaison, diminuait considérablement
les rendements de couplage de la chaine fluorée.

Nous avons mis en place une stratégie de synthiéée donnant acces au lipide

hémifluoré PhHFNTA-Ni* que nous voulions tester avec un rendement glid@%.Nous
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avons également mis en évidence et quantifier ésemce des ions Nicomplexés aux
ligands NTA du lipide hémifluoré par spectroscogibsorption atomique.

On a pu voir que le film formé & l'interface pas lides fluorés PhAHFNTA-KT était
parfaitement fluide a 20°C et qu'il n’était pas @ddlisé par I'ajout de molécules de détergent
H.-TAC a des concentrations égales a 3CMC lors desiras de tension de surface.

Le lipide PhHFNTA-Nf*a été testé seul ou en combinaison avec gfusSOTHAM
pour évaluer sa capacité a orienter et cristalliaeprotéine recombinante his-tag SURL.
Quelle que soient les conditions de cristallisgtibrsemble que les protéines s’adsorbent
difficilement a la surface du film. Il n'a pas pured observé de réseaux cristallins de la
protéine mais seulement des particules isoléesrogipe ayant la méme orientation. La
moyenne des images de particules isolées a tombéiee permis de cartographier SURL.
Celle-ci forme un tétramere. Sur chaque unité maraque, on peut distinguer les trois
domaines transmembranaires de SURL1.

On peut envisager dans des essais futurs d’amélierprocessus de fixation des
protéines membranaires en modifiant la structurépide hémifluoré par l'introduction d’un
bras de liaison hydrosoluble plus ou moins longreerid queue hémifluorée et la téte
hydrophile NTA:NF* (Figure 2-25).

Cette modification a pour but de rendre plus disiple les ligands NTA:Ni" vis-a-vis
de la fixation des résidus histidines de la pr&&tR1 his-tag.

Enfin, il serait également préférable d’utilisereuroncentration de lipide fluoré égale
ou légérement supérieure a la CMC pour saturdetiace et disposer d’'un nombre maximal
de ligand NTA.

o
N o) - / NiQ
FFFFFF H 4 0 o\ Tho
0] YO

Figure 2-49 : Lipide hémifluoré envisageable pour améliorer lessibilité du ligand NTA:Ni" via un bras
espaceur de type tétraéthylene glycol.
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[. Introduction

A. Les premieres générations d’amphiphiles « linéaegs »

Parallélement aux nombreuses recherches qui onmété&es sur les tensioactifs
monocatenaires, notamment sur leur comportemeleues propriétés physico-chimiques en
solution aqueuse, d’autres types d’architecturgshgphiles un peu plus sophistiquées ont été
congues et développées souvent en essayant de oh@sienolécules amphiphiles naturelles
(Figure 3-1).

® o o0

Amphiphile monocaténaire Bolaforme simple chaine

Amphiphile bicaténaire Bolaforme double chaine W

m Amphiphile gemini

Bolaforme pseudomacrocyclique

Figure 3-1 : Différents types d’architectures d’amphiphiles stiques apparus dans la littérature.

C’est le cas notamment des amphiphiles bicatéstaite reproduisent la structure des
lipides constitutifs des membranes biologiques. téasioactifs synthétiques possédant une
téte polaire reliée a deux queues hydrophobes wrétne utilisés pour former des vésicules
sphériques ou des liposomes dans le but d’encayteseprincipes actifs

On a ensuite vu apparaitre les tensioactifs bipdaamphiphiles couramment appelés
« bolaformes » ou encore « bolaamphiphifedls sont caractérisés par la présence de deux
tétes polaires identiques ou non (bolaforme syopétrou dissymétrique) espacées par une ou

! N. Nakashima, SAsakuma, T. Kunitake]. Am. Chem. Sqc1985,107, 509-510 ; A. Terjung, K.-H. Jung and
R.R. SchmidtCarbohydr. Res1997 297, 229-242.

2 J.-H. Fuhrhop and J. Mathietingew. Chem. Int. Ed. Engl984 23, 100-113.

% J.-H. Fuhrhop and D. FritscAcc. Chem. Res1986,19,130-137 ; B. Schuur, A. Wagenaar, A. Heeres, E.H.J.
HeeresCarb. Res.2004 339, 1147-1153 ; S. André, B. Liu, H-J. GabiusRRy,Org. Biomol. Chem2003 1,
3909-3916 ; C. Prata, N. Mora, A. Polidori, J-Mcbanbe, B. PucciCarb. Res.1999 321, 15-23.
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deux chaines carbonées suffisamment longues. Qrapssi rencontrer dans la littérature des
molécules bolaformes de type « pseudomacrocycle »

La encore, les plus importantes sources de bolaaimfgs sont les lipides naturels
constituant les membranes biologiques des arch&gles: L'organisation de ces bolaformes
en monocouches ultra fifesrés résistantes confére & ces organismes lacyartté de
survivre et de pouvoir proliférer dans des condgiextrémes de salinité, de température et de
pH de leur environnement d’origine. Ces structucedg trouvé plusieurs applications
potentielles notamment pour la perméabilisatioméenbranes via un mécanisme d’insertion
ou le bras espaceur des molécules bolaformes apkcité de s’incorporer dans la bicouche
lipidigue en formant un U, qui induit la déstakili®n voire la rupture de la bicouche
membranairé

Les bolaformes permettent également la formatiorvégcules de tailles variables.
Ces architectures supramoléculaires ont été miggsf en thérapie génique dans le cadre
des bolaformes dissymétriques portant a la foigpaie glucidique spécifiguement reconnu
par les récepteurs membranaires et un second aiidaicue de type ammonium quaternaire,
pour complexer des substrats chargés négativerabngtie les acides nucléigfiest ceci
dans le but d’introduire de 'ADN dans le noyaulaklire via le phénoméne de transfection
de géne$

En 1991, une nouvelle classe d’amphiphile appe&Fesidactif « gemini » a été
proposée. Ces composeés ont une structure corremmoada jonction de deux tensioactifs
monocaténaires « classiques » (c’est a dire compomine chaine hydrocarbonée et un
groupe polaire) par un bras espaceur apolaire derendrés variable (aliphatique ou
aromatique) plus ou moins court et pouvant éteefais rigide ou flexibl&.

La communauté scientifique s'est beaucoup intéeegd@&tude du comportement que
peut adopter les tensioactifs « gémini » et comnaent aux tensioactifs conventionnels, ils
sont capables d’adopter plusieurs conformatiorimiziface air-eau (linéaire, en fer a cheval
ou a plat). Le type d'orientation choisie a l'iftare est souvent relié directement aux

4 J.N. Bertho, A. Coué, D.F. Ewing, J.W. Goodby/|Btellier, G. Mackenzie and D. Plusquell&@arbohydr.
Res, 1997, 300, 341-346.

® A. Gliozzi, R. Rolandi, M. de Rosa and A. Gamb#agal. Membr.Biol., 1983 75, 45-56.

® G.H. Escamilla and G.R. Newkom&ngew. Chem. Int. Ed1994 33, 1937-1940.

"N. Jayasuriya, S. Bosak and S.L. Rege®ym. Chem. Sqcl99Q 112, 5844-5851.

8 J.H. Fuhrhop and H. Tanghem. Phys. Lipid4987, 43, 193-213.

° AJ. Kirby, P. Camilleri and J.B. Engberfsygew. Chem. Int. EQ2003 42, 1448-1457.

19 F M. Menger, C.A. Littau). Am. Chem. Sqc1991, 113, 1451-1452 ; F.M. Menger and C.A. LittduAm.
Chem. So¢1993 115, 10083-10090 ; F.M. Menger and B.N.A. Mbadydh Am. Chem. Sq001, 123, 875-
885.
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propriétés particulieres d’'auto-assemblages et andaphologie des agrégats formés en

solution aqueuseé (Figure 3-2).

. ' ) o~
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Figure 3-3 : Morphologie des agrégats susceptibles d'étre foenéslution par les tensioactifs « gémini ».

Cette architecture particuliere leur confere untevié€ de surface élevée et leur permet
de former des agrégats a des concentrations centplias faibles que leurs homologues
monocaténaires. En raison de leur capacité aca@usoldbilisation vis-a-vis des substances
organiqgues dans l'eau, le domaine d’applicatioplles étudié réside dans leur aptitude a

encapsuler des molécules d'intérét biologigue

B. Les amphiphiles faciaux

hY

En 1992, Kahne et ses collaborateurs ont été lemiprs a introduire la notion
d’amphiphilie «faciale » ou « contrafaciale » qigsigne des molécules possédant une
structure rigide plane contenant des parties hydrbes et hydrophiles localisées sur les faces

opposées d’'un plah(Figure 3-3).

On retrouve dans la nature plusieurs cas de m@gqossédant ces caractéristiques.
Par exemple, des peptides, possédant une conformiadlicoidale, sont connus pour avoir
une amphiphilie faciale qui leur permet de se fixgécifiguement aux interfaces
membranaires afin de cibler une séquence peptidpggeise sur des récepteurs liés en

surfaceé,

1 M.J. RosenChemtech1993 23, 30-33.

12E M. Menger and J.S. Kiepekngew. Chem. Int. EQ200Q 39, 1906-1920.

13y, Cheng, D.M. Ho, C.R. Gottlieb, D. Kahne and MBxuck,J. Am. Chem. Sqcl 992 114, 7319-7320.
143.D. Lear, Z.R. Wasserman and W.F. DeGr&tience1988 240, 1177-1181.
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Face Face
hydrophobe hydrophile
P
!I
p J
I o Amphiphile Architecture comportant
52:225332 i Amphiphile facial en plusieurs unités
facial forme de pince d’amphiphiles faciaux

Figure 3-5 : Schématisation de la structure des amphiphileadaatomparé a un amphiphile « classique ».

lls peuvent aussi provoquer la fusion membrahdireendre les membranes
perméable€ et agir comme agents antibiotiques dans le caspefitides cationiques
amphiphiles synthétiqu¥s

1. Les amphiphiles faciaux dérivés de I'acide chajue

L’exemple le plus populaire est certainement celeil’acide cholique ou de son
isomére l'acide allocholique. Ce sont des acidiaitgis synthétisés naturellement dans notre
foie & partir du cholestérol, qui révélent un degdjegmphiphilie facial d0 a I'orientation axiale

des trois groupes hydroxyles sur la face inférielwr@oyau stéroide (Figure 3-4).

Face

hydrophobe Face

hydrophobe

hydrophile ] OH OH

hydrophile

Acide cholique Acide allocholique

Figure 3-7 : Structures des acides biliaires naturels présart ldefoie possédant une amphiphilie faciale.

155, TakahashBiochemistry199Q 29, 6257-6264.

°J.D. Lear, Z.R. Wasserman, W.F. DeGra8cience1988 240, 1177-1181.

'y. Hamuro, J.P. Schneider and W.F. Degradéym Chem Soc, 1999 121, 12200-12201 ; E.A. Porter, X.
Wang, H.-S. Lee, G. Weisblum and S.H. Gellmdature 200Q 200, 565-566.
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L’acide cholique reste cependant modérément ampipimais les chercheurs ont
tout de méme continué d'utiliser cette platefornggde peu codteuse, disponible a grande
échelle et ayant déja une ségrégation faciale gaéisée’. Ils ont donc utilisé les fonctions
hydroxyles axiales disponibles sur la molécule cenpuints d’ancrage pour introduire des
groupements plus polaires afin d’augmenter I'amipitigp faciale de la molécule et son
hydrosolubilité (Figure 3-5).

e ®
CO; K

i % " fﬁ - ;il

NMe O~ "OH

Figure 3-9 : Exemples d’amphiphiles faciaux dérivés de I'acitteliue ou I'amphiphilie et la solubilité sont
améliorées par l'introduction de groupements petagur les hydroxyles axiaux du noyau stéroide.

On peut trouver dans la littérature des dérivésapordes sucré® des ammoniums
quaternaires, des carboxylaté$ ou encore des sulfonafdésLa plupart des amphiphiles
faciaux dérivés de l'acide cholique s’auto-assdciafifferemment des tensioactifs
conventionnels téte/queue. Il est tout de mémeilpesd’observer un comportement plus
typigue notamment avec le dérivé portant les t@esnonium quaternaire ou la CMC
diminue tout a fait régulierement avec l'allongemédn bras espaceur (m) et/ou de la chaine
ester (nj”.

Ces amphiphiles faciaux constitués d’'un noyau g&lérgimilaire au cholestérol ont
trouvé bon nombre d'applications. Leur structurenpe de déstabiliser les membranes

biologiques en promouvant le flip-flop des phosjgides et le transport des ions chlordres

¥ M.J. Armstrong and M.C. Carey, Lipid Res.1982 23, 70-80 ; A. Roda, A.F. Hofmann and K.J. Myséls
Biol. Chem, 1983 258, 6362-6370 ; A.F. Hofmann and K.J. Mysélslloids Surf. 1988 30, 145-173.

¥y, Li, J.R. DiasChem. Rey1997 97, 283-304 ; X.X. Zhu, M. NichifoAcc. Chem. Res2002, 35, 53946 ;
E. Virtanen and E. KolehmaineBur. J. Org. Chem2004 3385-3399.

2y, Cheng, D.M. Ho, C.R. Gottlieb, D. Kahne and MBxuck,J. Am. Chem. Sqcl992 114, 7319-7320.

2l p.B. SavageEur. J. Org. Chem.2002 759-768 ; H.M. Willemem, A.T.M. Marcelis, E.J.Budholter,
Langmuir 2003 19, 2588-2591 ; Z. Zhong, J. Yan and Y. ZHamgmuir, 2005 21, 6235-6239.

2. Taotafa, D.B. McMullin, S.C. Lee, L.D. Hans&hB. Savage, Org. Le200Q 2, 4117-4120.

237. Zhong, J. Yan, Y. Zhadangmuir, 2005 21, 6235-6239.

24y, del Amo, L. Siracusa, T. Markidis, B. BaragaRall. Bhattarai, M. Galobardes, G. Naredo, M.N. d%ér
Payan,. A.P. Davi€rg. Biomol. Chem2004 2, 3320-3328.

2> B.D. Smith, T.N. LamberChem. Commun2003 2261-2268.
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Les cholates polycationiques sont capables euxniteer des peptides bactériens et sont

d’efficaces agents antibiotigufés

2. Les amphiphiles faciaux non stéroidiens

Des amphiphiles faciaux non stéroidiens ont égateégté synthétisés (Figure 3-6).

~ N g
| S — | A d T
T N\ 0OSOsNa NaOs SO

CO,X

2| £ .
SCRUN | I
9 cozx D O %
(S

q

8

$
COX ?}

Na=as!

Figure 3-11 :Exemples d’amphiphiles faciaux non stéroidiens.

Ces amphiphiles faciaux révelent des propriétés higférentes des amphiphiles
classiques qui incluent leur capacité accrue abddar différents types de molécules
spécifigues mais une faible tendance a s’agrégsoleion agueuse.

Les composeés de type et B sont basés respectivement soit sur un noyau riaphta
ou un squelette 1,6-méthano-[10]-annuléne pournibtme topologie d’amphiphilie faciale.
Ces composés abaissent significativement la tend@msurface a l'interface air-eau mais
I'auto-assemblage de ces composés est tres fdibke mroduit de maniére progressive. Seuls

les composés de tygese sont montrés capables de solubiliser un contpaséphob#’.

%6 Ding, N. Yin, Y. Liu, J. Cardenas-Garcia, R. EvamsT. Orsak, M. Fan, G. Turin and P.B. SavaheAm.
Chem. So¢2004 126, 13642—-13648 ; Y. Ishitsuka, L. Arnt, J. Megki, S. Frey, M. Ratajczek, K. Kjaer, G.N.
Tew and K.Y.C. Lee, J. Am. Chem. So2006 128, 13123-13129; G.N. Tew, D.H. Liu, B. ChenJ.R
Doerksen, J. Kaplan, P.J. Carroll, M.L. Klein and WV DeGrado, Proc. Natl. Acad. Sci. US%02,99, 5110-
5114 ;

W.H. Chen, X.B. Shao, R. Moellering, C. Wennerstei, RegenBioconjugate Chen2006 17, 1582-1591 ;
B. Ding, Q. Guan, J.P. Walsh, J.S. Boswell, T.Wni#l, E.S. Winter, S.S. Boyd, C. Li, P.B. SavageMed.
Chem, 2002 45, 663-669.

2 D.T. Mcquade, D.G. Barrett, J.M. Desper, R. Hayask S.H. Gellman). Am. Chem. Sqcl995 117, 4862-
4869.
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Le composéC a été synthétisé grace a des cycloadditions [2#2]4+2] de
norbornadiénes. En raison de sa large surface plydb®, ce composé amphiphile s’organise
difficilement a l'interface air-eau, et diminue pda tension de surface d'une solution

aqueuse. |l s’est avéré en revanche tres efficace gtabiliser des émulsions d’huile dans
leauf®,

Le dérivéD constitué d’'un corps hydrophobe rigide polyaromadiet de trois chaines
latérales flexibles tri(éthyleneglycol) peut fornaas vésicules stables grace a I'empilement

facial des corps aromatiqiés

3. Les amphiphiles faciaux en forme de pince

Quelgues amphiphiles faciaux ayant une structuappsirentant a la forme d'une

pince ont aussi été préparés (Figure 3-7).

CH; R
% ON CHj
glycoluril
L OCH;
CHS R = groupement
= polaire

2Cl
X = contre ion

Figure 3-13 :Exemples de structures d’amphiphiles faciaux adapéaforme d’'une pince.

Leur topologie particuliere composée d’'une fentdroghobe située entre deux parois
opposées polyaromatiques donne a ces molécules pdgxiétés d'auto-association
difficilement prévisibles si bien que ces composésont fréequemment retrouvés a produire
des agrégats de formes trés inhabitu#lieen forme de lames de rasoir, rectangles, cigares)

Dans tous les cas, la force motrice favorisanttéaassemblage de ce type de structure dans

%8 FE M. Menger and J.L. Sorrell3, Am. Chem. Sq2006 128, 4960—4961.

S H. Seo, J.Y. Chang and G.N. Teé\mgew. Chem. Int. Ed. EngR006 45, 7526—7530.

%0 J.N.H. Reek, A. Kros and R.J.M. Nol&hem. Commun1996 245-247 ; J.A.A\W. Elemans, R. de Gelder,
A.E. Rowan and R.J.M. Nolt€hem. Commun1998 1553-1554 ; J.A.A.\W. Elemans, A.E. Rowan andNR.J.
Nolte,J. Am. Chem. Sq@2002 124, 1532-1540.
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les solvants polaires est la formation de diméoeteient associés (K 10" MY, dans
lesquels les cavités des pinces hydrophobes s'¢emb@intre elles.

4. | es architectures portant plusieurs motifs d’amgiphiles faciaux

On a vu ensuite apparaitre des architectures cdaamtode multiples sous-unités

d’amphiphiles faciaux qui sont la plupart du temfimmées a partir de résidus d’acide

H
Yt SANBOECIRPNEC
y HO H O-{R o) HO &1 OH

cholique (Figure 3-8).

OH HO
H  HO B R= principe actif
H HO
H H H OH
H HO H
oH O~h Ho H HE—OH
HO i H H H
HIN N[ H H H H
QH HN j
A NH NH HIN H
NH
N
L--..-' 4 D
C q
R

Figure 3-15 :Exemples d’architectures comportant plusieurs smitges d’amphiphiles faciaux.

Le choix de la plateforme centrale et/ou des jamsti pour relier les motifs
amphiphiles faciaux confere des propriétés paitices qu’il est impossible d’obtenir a partir
d'un seul motif. Ce type de structure va la plupduttemps s’adapter a la nature de son
environnement et établir les changements confoomaéls nécessaires a l'agrégation
intramoléculaire de la molécule en orientant lesdués d’acide cholique de fagcon a exposer

au contact du solvant les faces possédant la métagtg.

Par exemple dans un solvant apolaire tel que @afdrme, la molécul& adopte une

conformation «fermée » dans laquelle les deuxduésid’acide cholique s’auto-associent

%1 JLAAW. Elemans, A.E. Rowan and R.J.M. Nolle,Am. Chem. Sqc2002, 124, 1532-1540 ; J.AAW.

Elemans, R.R.J. Slangen, A.E. Rowan and R.J.M.elN&ltOrg. Chem.2003 68, 9040-9049 ; L. Isaacs, D.
Witt and J. LagonaQrg. Lett, 2001, 3, 3221-3224 ; F-G. Klarner, B. Kahlert, A. Nellesd. Zienau, C.

Ochsenfeld and T. Schraddr,Am. Chem. Sq006 128, 4831-4841.
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ensemble par des liaisons hydrogene. Mais, cetttgnation peut facilement étre basculée
vers une forme « ouverte » par I'addition de médhan I'élévation de la températdfe

Cette capacité de changement conformationnel de&lug d’acide cholique a
notamment été mise a profit dans la conceptionnui@gculesB de type « parapluie ». Il est
bien connu que la membrane biologique joue le déldarriere sélective en limitant I'entrée
de beaucoup de classes de molécules hautementphildsoet/ou chargées tels que certains

principes actifs, les oligonucléotides, 'ADN, lptéines ou encore certains peptides

Ce type de molécules amphiphiles contenant un ipenactif R greffé de maniere
covalente peut en fonction de la polarité de I'emuhement adopter la encore une forme soit
« protégée » ou « exposée » du principe actif gragedifférentes faces de I'acide choligfie
En plus d’améliorer la solubilité et la stabilité des principes actifs d’intérét thérapeutique
dans 'eau, ces composés se sont révélés treaaffiqgoour perméabiliser et promouvoir le
transport ainsi que la délivrance de principedsattis que le glutathion a travers la bicouche
lipidique™.

La structureC possédant une moitié tétraamino capable de chélatenétal en plus
des résidus d’'acide cholique posséde des propriBtéégo-assemblage variant suivant la
présence ou non d'ions métalligtfes

La molécule de typ® comportant quatre résidus d’acide cholique préosgs sur
une plateforme de type calix-[4]-arene a été dé&sgmomme molécule « basket ».
L’agrégation intramoléculaire des acides choliggesproduit & la fois dans les solvants
apolaires via les faces hydrophiles et dans legastd polaires via les faces hydrophobes.
Cette caractéristique permet a la molécule d’étremime unimoléculaire a la fois d’'une
micelle et d’'une micelle inverse, ce qui la rengatde d’encapsuler des molécules dont la

polarité est opposée a celle du sol¥ant

%2C.J. Burrows and R.A. Saute,Incl. Phenom.1987, 5, 117-121.

%5, Akhtar and R.L. Juliand;rends Cell. Biol.1992 2, 139-144 ; S. Akhtar, S. Basu, E. Wickstrom &nd.
Juliano,Nucleic Acids Res1991, 19, 5551-5559 ; A. De Mesmaeker, R. Haner, P.tilaH.E. Moser,Acc.
Chem. Res 1995 28, 366-374 ; E. Uhlmann, A. Peyma&hem. Rey 199Q 90, 543-584 ; P.S. Burton, R.A.
Conradi and A.R. Hilgers\dv. Drug Deliv, 1991, 7, 365-386.

3. Janout, M. Lanier and S.L. RegenAm. Chem. Sqcl997, 119, 640—647.

% V. Janous, L-H. Zhang, I.V. Staina, C. Di Giorgied S.L. Rgen). Am. Chem. Sq&001, 123, 5401-5406.

% F. Werner and H-J. Schneiddr,Incl. Phenom. Macrocycl. Cheri001, 41, 37—40.

3" E-H. Ryu and Y. ZhadQrg. Lett, 2004 6, 3187-3189 ; E-H. Ryu and J. Yan, Z. Zhong ¥n#@hao,J. Org.
Chem, 2006 71, 7205-7213 ; Y. Zhao and E-H. RyuQOrg. Chem.2005 70, 7585-7591.
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5. Les dendriméres possédant une amphiphilie facel

Quelques dendrimeres possédant une amphiphilialéacint également été reportés
dans la littérature comme par exemple des rése@ude lipides amphiphiles nommés
« spider-web ». Ces dendrimeres sont préparésegizalplages peptidiques séquencés d’'une
unité répétitive amphiphile d’'un tripeptide Lys-E§8u possédant des queues hydrophobes
sur la position C-terminale et une téte polairelayosition N-terminaf®&.

Dans le méme ordre d’idée, une classe de molédeledrimeres dont la structure est

basée sur un noyau biaryle a été découverte dagsdies chaque unité répétitive contient a
la fois des fonctionnalités hydrophiles et hydrdpésy’ (Figure 3-9).

HOGC

Figure 3-17 :Dendrimére amphiphile facial basé sur un noyawhldamphiphile.

La plupart des dendrimeres atteignent une formbulire a des poids moléculaires
élevéd® dans laquelle le coeur est hydrophobe et la péighest composée de fonctions
hydrophiles pour optimiser la surface de contaatcale solvarit. Il a notamment été
démontré que la taille des agrégats en solutioeuwsgipouvait étre contrdlée en modulant le
degré de courbure des dendrimeres. Ceci a étgaéati modifiant la distance séparant les

fonctions hydroxyles sur le noyau biaryle qui seconstruire le dendriméfe(Figure 3-10).

K. Ariga, T. Urakawa, A. Michiue and J.-I. Kikughiangmuir 2004 20, 6762-6769.

%P, Bharathi, H. Zhao and S. Thayumanamy. Lett, 2001, 3, 1961-1964.

“OD.A. Tomalia, A.M. Naylor and W.A. Goddardngew. Chem. Int. Ed. Engl99Q 29, 138-175.

“1'M.J. Laufersweiler, J.M. Rohde, J.-L. Chaumette,Sarazin and J.R. Parquetfie,Org. Chem.2001, 66,
6440-6452 ; D.K. SmithChem. Commun2006 34-44

“2 AV. Ambade, S.V. Aathimanikandan, D. van der Roltl S. Thayumanava, Org. Chem.2007, 72, 8167-
8174.
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Auto-association
en milieu aqueux

o
=X " ON

Ho)@o O OCyHy| Ep

OH Petit aggrégat
Dendrimere
courbé
0
0 OCyoH o= i
HO)K/ O 107721 433 Auto-association
A33Q8 )\ en milieu aqueux \ [
03 / ! r\ I::I \ \
HO OH - 'irP » (o) T l'-‘ SQBS -
O YR e | =
148 M7 d_rf/ \ oy
s
OH — A\ ‘5 o=
Dendrimére
tendu Gros aggrégat

Figure 3-19 : Représentation du contréle de la taille des auterablages grace a I'agencement des fonctions
hydroxyles sur le noyau biaryle amphiphile.

6. Les amphiphiles faciaux basés sur des moléculbétes utilisées en
chimie supramoléculaire

Les calix-[n]-arénes représentent, avec les étbausonnes et les cyclodextrines, 'un
des trois groupes majeurs de molécules hotes simibé en chimie supramoléculditeui
ont été largement étudiées pour leur capacité gplexar de petites molécules et des ions a
linterface air-ealf. Cette plateforme a également été utilisée danscdaception

d’amphiphiles faciaux (Figure 3-11).

Par exemple, la série gmra-acylcalix-[4]-arénes de typA forme des films stables
bien que l'aire occupée par ces molécules a lfater soit pratiquement invariable en
fonction de la longueur des chaines alkylés Re résultat est dailleurs en contradiction
avec ceux obtenus sur des cyclodextrines amph#philé montrent, elles une aire occupée
dépendante de la longueur des chaines hydrophodféseg®.

43 H.-J. Schneider and A. YatsimirskyP«inciples and Methods in Supramolecular Chemistryohn Wiley &
Sons, Chicheste200Q

4P, Shahgaldian and A.W. Colem&angmuir 2001, 17, 6851-6854.

4P, Shahgaldian, M. Cesario, P. Goreloff and A.\8le@an,Chem. Commun2002, 326-327.

6 p. Zhang, H. Parrot-Lopez, P. Tchoreloff, A. Bazk.-C. Ling, C. De Rango and A.W. ColemanpPhys.
Org. Chem.1992 5, 518-528.
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/
OH OH QH HO

R=CHs(CH,), n=4,6,810

A

Figure 3-21 : Amphiphiles faciaux basés sur une plateforme de tglix-[4]-aréne.

Cette base rigide a aussi été utilisée pour prépamendro-calixaréne amphiphie
possédant des tétes polaires chargées stériguemeninbrantes et une partie hydrophobe
considérablement plus petite en volume. Cette caitippn structurale lui donne la forme
d'un T qui suivant les hypothéses de IsraelacHyitonduisent & la formation de petits
agrégats micellaires fortement courbés plutét qigalarges auto-assemblages faiblement

courbéé®,

[1. Objectif du travail

Nous avons vu que les tripodes amphiphiles syrstb&tpar le groupe de Gellman
étaient capables de maintenir en solution efficargnes protéines membranaires sous une
forme native pendant plusieurs semaines, ce quidfix des candidats tres prometteurs a la
cristallisation 3D des protéines membranéftésigure 3-12).

La longueur réduite de ces trois groupements hydrops permet d'éviter les
interactions dénaturantes de la molécule tripode d& protéine, tandis que la multiplication
des motifs apolaires conduit a une liaison efficacedomaine transmembranaire tout en
diminuant les degrés de liberté (et donc d’insartitans la protéine) de chacun des bras
hydrophobes. Cette approche nous semble partienigmt prometteuse. Dans cette optique,

47 J.N. Israelachvilli, ¢ntermolecular and Surface Forces Academic Press, New York985

“8 M. Kellermann, W. Bauer, A. Hirsch, B. Schade,iidwig and C. BéttcherAngew. Chem. Int. Ed2004
43, 2959-2962.

“9P.S. Chae, M.J. Wander, A.P. Bowling, P.D. Ladne S.H. GellmarChemBioChen2008 9, 1706-1709.
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nous nous proposons de synthétiser de nouvellescoies amphiphiles multifonctionnalisées
par des groupements polaires et apolaires a traVatdisation d'une plateforme

OHoH
e
o (0) OH
O o  oH

OH

aromatique telle que le benzéne.

‘ Groupement Q Groupement
hydrophile hydrophobe

Figure 3-23 : Schématisation de la structure des tripodes amibbéph

Il est bien connu maintenant que I'hexaéthylbenz@H&B) adopte un réseau
conformationnel préférentiel visant a minimiser lederactions coopératives entre les
groupements éthyles vicinaux de fagon a les oneste les faces opposées du noyau
aromatique de maniere alternée. Il en résulte ukgrégation faciale 1,3,5/2,4,6 des

substituants par rapport au plan du cycle aromefiq&igure 3-13).

Figure 3-25: Représentation de la conformation alternée powsxBéthylbenzéne et un noyau aromatique
persulfuré. Notez la ségrégation faciale alterreéestibstituants par rapport au plan de la molécule.

Il a dailleurs été démontré en RMN que la confaiora alternée kB était
prédominante en solution a des concentrations mupés a 99%. Cette observation a

également été vérifiée dans le cas de noyaux aiqueatpersulfurés,

0 D J. Iverson, G. Hunter, J.F. Blount, J.R. Damewvaad K. Mislow,J. Am. Chem. Sqc1981 103, 6073-
6083.
1 D. Michalski, M.A. White, P.K. Bakshi, T.S. Camerand |. SwainsorCan. J. Chem1995 73, 513-521.
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Les benzenes persubstitués ont pour cette raigbrntgnsément utilisés dans des
applications de reconnaissance moléculaire ou conmbioe de construction pour la
conception d’auto-assemblages en chimie suprameléga.

Dans un contexte visant a stabiliser des prot@mesibranaires en solution aqueuse
sous leur forme native, nous proposons de synénétise nouvelle classe d’amphiphiles
baptisée « tripode amphiphile facial » (Figure 3-14

X
‘ téte hydrophile |
X, X, &
R = chaine hydrophob
chaine hydrophobe « xj
/ R

R

Figure 3-27 :Représentation schématique de la structure dexlzgoamphiphiles faciaux .

La plateforme rigide du noyau aromatique sera naiserofit ici pour apporter
I'amphiphilie via une ségrégation faciale en intris@nt sélectivement des tétes hydrophiles
sur les positions 1,3,5 et des parties hydrophsbekes positions 2,4,6.

Pour limiter les phénomenes d’encombrement stérgyuwele cycle aromatique, une
ségrégation des substituants situés sur les posifi8,5 et 2,4,6 entre les deux faces du plan
de la molécule doit en effet s’opérer.

Ces substituants étant de nature hydrophile etopydibe, cette ségrégation va
conférer a la molécule des propriétés amphiphilagnultiplication des parties hydrophobes
permet de plus, de limiter la longueur des chaimgdrophobes tout en préservant les
capacités amphiphiles du composé. Cette propristéée@idemment essentielle pour les
applications en protéomique, les tensioactifs mmsedes chaines carbonées moins longues
auront 'avantage, comme on I'a suggeéré, de neapas de caractere intrusif vis-a-vis du
domaine transmembranaire de la protéine et seoytt choins dénaturants.

L'utilisation d’'un cycle aromatique central perméwune part, d’apporter via sa
structure plane la ségrégation faciale et d'autest,ples six carbones du benzéne

2P, Prinz, A. Lansky, T. haumann, R. Boese, M. &ktyer, B. Knieriem and A. de Mejerengew. Chem.
1997 109, 1343-1346 ; G. Hennrich, V.M. Lynch and EAfslyn, Chem. Commun2001, 2436-2437 ; M.
Mayor, J.-M. Lehn, K.M. Fromm and D. Fenskeygew. Chem1997, 109, 2468-2471 ; H.A.M. Biemans, A.E.
Rowan, A. Verhoeven, P. Vanoppen, L. Latterini,Fdekema, A.P.H.J. Schenning, E.W. Meijer, F.C. de
Schreyver and R.J.M. Noltd, Am. Chem. Sqd 998 120, 11054-11060.
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théoriguement tous fonctionnalisables vont génétar multiplication fonctionnelle
indispensable a la synthése de ces tripodes faaiapkiphiles.

Le travail a donc consisté a mettre au point urie de synthese efficace permettant
une modulation et une fonctionnalisation aiséefdess hydrophiles et hydrophobes de ces
molécules amphiphiles tripodales. Nous avons almsssi d’introduire des tétes non ioniques
en raison de leur caractére moins dénaturant l@slad manipulation des protéines
membranaires.

Les propriétés d’association des tensioactifs séfli en protéomique ayant une
influence considérable sur les propriétés foncttles ou structurelles des protéines
membranaires, nous nous efforcerons donc d'étuderpropriétés amphiphiles de cette

nouvelle famille de composés amphiphiles dansaisiéme chapitre.

[1l. Synthese des tripodes amphiphiles faciaux

A. Stratégie de synthese basée sur le phloroglucino

L’étape clé pour obtenir les benzenes persubstitiédacon alternée consiste a
fonctionnaliser de maniére séquencée un précusseuratique adapté. Nous avons choisi le
phloroglucinol (1,3,5-hydroxybenzene) comme préeurscar il présente I'avantage d’étre
peu colteux, disponible a grande échelle, potéerieint trés réactif vis a vis des
électrophiles car fortement enrichi en électrons g&s trois groupements hydroxyles, et
évidemment idéalement fonctionnalisé en positi@5lsur le noyau aromatique pour obtenir
les amphiphiles tripodes cibles.

La forte réactivité potentielle de ce type de cosgmopolyphénoliques ouvre donc la
voie a une grande polyvalence de réactions susdesnets libres de 'aromatique. Les trois
fonctions hydroxyles sont susceptibles d’accuelds chaines hydrophobes par des liaisons
éther. Les sommets 2,4,6 peuvent réagir pan Sour intégrer les tétes polaires
(Schéma 3-1).

OR

o, . OR OH
Substitution électrophile .
E E aromatique P O-alkylation
RG OR > R
E SEp RO OR HO OH
E = électrophile R = chaine alkyle Phloroglucinol

Schéma 3-1 Analyse rétrosynthétique basée sur une réacticuldstitution électrophile aromatique.
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L’étape clé repose ici sur I'addition de trois dudis électrophiles identiques sur les
positions libres du noyau aromatique via une réactle Sk, (Schéma 3-2) sur un dérivé

trialkoxybenzéne.

® ® E E E E ® E
Oz | — OO = -
H pr— ‘\®,’ —_—
étape ® ® oo étape
lente Intermédiaire rapide

de "Wheland"

Schéma 3-2 Mécanisme de la réaction de substitution électteromatique (SE).

Le mécanisme de cette réaction débute par I'attdgaaloubletst de I'aromatique sur
I'électrophile E (une espéce comportant une charge positive oupdie)l pour donner un
intermédiaire positivement chargé appelé ion aréngui se délocalise sur le cycle par
résonance. Les formes tautomeéres de l'ion arénium ieprésentées par l'intermédiaire de
Wheland qui tient compte de la répartition globdé¢ela charge sur le noyau aromatique. La
deuxieme étape correspond a I'élimination d'un @mopour que le cycle récupére son
aromaticite.

Les fonctions éthers du trialkoxybenzéne favoridaitaque sur E d’'une part en
enrichissant le noyau aromatique en électrons gsieffets mésoméres’Mt d’autre part en
stabilisant I'ion arénium intermédiaire avec leaublets non liants des atomes d’oxygéene
(Schéma 3-3).

R. o R.®
o . R\O.v 0
E @ e E

Schéma 3-3 Stabilisation de I'ion arénium intermédiaire pasaBance avec les fonctions éthers.

Avec la présence d’'une fonction modulable adéqeate’espéce électrophile, cette
stratégie permet de produire des points d’ancrageles cycle pouvant conduire par des
modifications ultérieures a la formation des t§tekires neutres. Le dérivé trialkoxybenzéne
peut étre synthétisé quant a lui par la méthodssajue de O-alkylation selon la réaction de
Williamson a partir du phloroglucinol.
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1. Alkylation du phloroglucinol

Dans un premier temps, nous avons réalisé desegssdiminaires de O-alkylation du
phénol assistés par micro-ondes dans le but de feougiariser avec cette technique
d’activation et de l'utiliser pour d'autres étapde la synthése des tripodes amphiphiles
faciaux.

Depuis sa découverte en 1990, le champ électrigaeatiiations micro-ondes situées
entre 0,3 et 300 GHz a été utilisé pour activeaatélérer considérablement la vitesse des
réactions organiques en chauffant les composésmigésolvant et/ou réactifs) dans le milieu

réactionnet’,

Le chauffage est provoqué par l'induction d’'un aéighent des dipbles des molécules
avec le champ électrique des micro-ondes. La vamiatonstante de I'orientation du champ
électriqgue provoque une différence de phase eptrehbmp électrique et les dipbles des
molécules qui empéche les molécules de se réarienteectement si bien que les molécules
n'ont jamais le temps de se relaxer.

Cet état dynamique forcé provoque l'augmentationlalesitesse de rotation des
molécules et des forces de friction entre elles,sgutraduit par un chauffage diélectrique
interne trés important. On peut noter que ce chgefilépend donc de la polarité ainsi que de
la constante diélectrigueedes molécules (solvant et réactifs).

Cette technique présente I'avantage de pouvoirigupgl et contrler un chauffage
localisé dans le milieu réactionnel plutdt que diawn gradient de température entre le coeur
de la solution et les parois extérieures de laevierdors d’'un chauffage traditionnel avec un

bain d’huile, qui peut conduire dans beaucoup dedda décomposition des composes.

On a donc essayé quelques conditions de O-alkgladio phénol par le bromure

d’octyle avec I'assistance des micro-ondes (Schgwhat Tableau 3-1).

OH RBr OR
Solvant
—_—
Base
Conditions g - octyle

Schéma 3-4 Schéma de synthése de I'alkylation du phénol avderdmure d’octyle.

*3R. Martin,Org. Prep. Proced. Int1992 24, 369-435.
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Essai Base Solvant Conditions Résultat
1 K. COs 1.26q DMF TA, 16 h ?ngék%'ag‘:g
3 K,COs 1.26q DMF ifa'g“v’f'édrﬁfﬁ Pho(;'le;hOR
2 KsCOs 1,26q CHCN Micro-ondes, g5,

150 W, 20 min
4 KOH,1éq  EtOH %W_igdrﬁ?ﬁ 94%

Tableau 3-1 :Essais d’alkylation du phénol avec le bromure d/lect

Le premier essai a été réalisé dans des condititassiques de SNdans des
proportions équimoléculaires de phénol et de brendlwctyle avec du DMF comme solvant
aprotique apolaire et le carbonate de potassiunt pgéprotoner le phénol (pKa ~ 10),

cependant la réaction s’est révélée incompléetesalén de réaction a TA.

Nous avons ensuite conserveé ces conditions maasterant le milieu réactionnel par
des micro-ondes, ce qui a donné un meélange de pbe&ddctyloxybenzéne (1:1, mol/mol)
aprés 5 minutes d’irradiation a 100 W.

Le remplacement du DMF par du gEN et une puissance du générateur de micro-
ondes de 150 W a permis d'obtenir le produit sdeéhan seulement 20 minutes avec un
rendement de 82%. La réaction a pu étre encorei@éelet le rendement atteindre 94% en
utilisant une solution de potasse méthanoliquesap@éminutes d’irradiation a une puissance
de 10W.

Apres ce résultat positif, on a donc utilisé cesne€ conditions en multipliant par
trois les quantités de réactif pour effectuer iplér O-alkylation du phloroglucinol mais cet
essai a conduit a la formation d'un mélange complgxil nous a été difficile d’interpréter
(Schéma 3-5 et Tableau 3-2).

OH

Solvant /@\
HO OH  Base /H‘o 2y
Conditions

Schéma 3-5 Schéma de synthése de la triple O-alkylation doniglucinol avec le bromure d’octyle.
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Essai RBr Base Solvant Conditions Résultat
, , Micro-ondes,
1 3eq KOH,3éq EtOH 10 W, 30 min Echec
2 3éqg KOH,3éq EtOH TA,1h Echec

3 6eq KkCO; 4éq DMF TA, 6 jours 71%

Tableau 3-2 :Essais d’'alkylation du phloroglucinol avec le bramd'octyle.

On a donc ensuite essayé de simplement reprodegreconditions sans I'utilisation
des micro-ondes mais on observait déja la formatian mélange complexe de produits par
CCM en seulement 1 h de réaction a TA. Ce deuxiedseltat laissait supposer une
incompatibilité de la potasse avec le phloroglucinfdous nous sommes donc contentés
d’effectuer la réaction dans les conditions class®f avec un excés de bromure d'octyle et
4 éq de KCO;s, ce qui nous a permis d’obtenir le 1,3,5-trioctyloenzene deésirg2 avec un

bon rendement de 71% en effectuant 'expérienceiseipériode de temps prolongé a TA.

2. Alkylation de Friedel-Crafts

A partir du dérivél2, on a tenté de réaliser une s5Hu type alkylation de Friedel-
Crafts®. La réaction nécessite un catalyseur et l'utigsatsoit d’'un halogénure d'alkyle,
d’'une oléfine ou d’'un alcool. Le catalyseur peutéin acide de Brgnsted du type HF ou
H.SO, mais la plupart du temps c’est un acide Lewis egti utilisé pour générer I'espece
électrophile lors de la réaction dont I'ordre daatévité global est AIGI> FeCk > ZnCh >
SnCl > BFR; (Schéma 3-6). Le solvant utilisé est souvent dereatpolaire et aprotique (éther
de pétrole, CGl CS,...) pour accentuer la réactivité de I'especetépbile et favoriser la
réaction.

©
RX + AICl; ——> R@ + XAICI;

Schéma 3-6 Formation d'un carbocation électrophile a parturdhalogénure d’'alkyle en présence de AICI

Dans ce cas de figure, il est a noter que les ilmmeethers OR et esters gOpeuvent

ralentir ou inhiber la réaction en coordinant léabmeur sur les doublets non liants des

* G. Ulrich, S. Bedel and C. Picarflet. Lett, 2002 43, 8835-8837 ; A. Scopton and T.R. KelBrg. Lett,
2004 21, 3869-3871.
%5 QOlah, «Friedel-Crafts Chemistry, Wiley, New York,1973
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oxygenes si bien que nous avons fait varier leditions de I'expérience en utilisant a
chaque fois un large excés d'acide de Lewis. Cegpandjuelles que soient les conditions de
I'expérience, nous n‘avons observé aucune réaetdut dérivél2 en faisant varier la nature

du solvant, de l'acide de Lewis ou de la tempéeatiur milieu (Schéma 3-7 et Tableau 3-3).

7
S Y o
/@\ Acide EtO,C CO,Et
OFEt de Lewis 2 2
Br 7 7
. ;e BT X
4o o N o) Solvant Ao O/H\
12 CO,Et

Schéma 3-7 : Schéma de synthése de la réaction de Fridel-Crddtsbromoacétate d’éthyle sur le
1,3,5-trioctyloxybenzéng2.

Essai Brornoacetate Solvant Acide de Lewis Condition&Résultat
d’éthyle
1 3€éq Ether de pétrole  AlgI12 éq 0°C puis
TA,1h
2 3éq Ether de pétrole Algn2 éq  Reflux,2h -
3 3 €éq Ccd AICl3, 12 éq TA, 22 h
4 3 éq Ccd BF.EO,10ég TA,18h -

Tableau 3-3 :Essais d’alkylation de Fridel-Crafts du bromoa&t#éthyle avec le dérivie2.

On a voulu modifier I'espéece électrophile en rematda le bromoacétate d’éthyle par
le trés réactif bromure d’allyle mais la encore,ndm observé aucune réactivité du dérhag
en solution dans le GBI, en présence de SnQlu de AIC} (4 éq) vis a vis de I'addition du

bromure d’allyle.

3. Addition conjuguée sur un composé carbonylé,B-insaturé

Cette premiere tentative infructueuse nous a cor&dtéster une version particuliere
de la réaction de Fridel-Crafts. Le dérivé triétlest utilisé ici pour effectuer une addition
conjuguée de type Michael sur un accepteur adaptutun acrylate d’alkyle comme cela a

déja été démontré avec des aldéhyd@sinsaturés ou des nitrooléfiré§Schéma 3-8).

6 D. Almasi, D. Alonso and C. Njerderahedron Asym2007, 18, 299-365.
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@ 6

@f\ @OR WOR W @M
e e e

Schéma 3-8 Mécanisme de I'addition d’un éther aromatique sumaarylate d'alkyle catalysée par un acide de
Lewis (AL).

Nous avons effectué ici la réaction du déra: un analogue du déri portant des
chaines décyles au lieu de chaines octyles, avdadglate de méthyle dans différentes
conditions mais la réaction a conduit exclusiveneetd formation des produitd et/oul5
dans des proportions variables. L'expérience seshaque fois déroulée sous atmosphére
d’argon dans un solvant distillé et en désactitantatalyseur en fin la réaction par ajout
d’H.O (Schéma 3-9 et Tableau 3-4).

Acrylate Acide

Essai de méthyle Solvant de Lewis Conditions Résultat

1 6 éq Ccd BF;.E,O, 10€q TA, 18 h 74% dE5

2 6 éq CCj BF:.EtO, 10éq TA, 48 h 89% dk>
0,

3 3 6q ca AICIs, 4 éq TA, 4 h 513/‘2,231;?

4 3éq Ccd ZnCh, 4 éq TA, 24 h -

5 3 éq Co AlCl3, 4 éq TA,4h Idem que I'essai 3
0,

6 6 éq cs AICI3, 8 éq TA, 3h 422‘; Ezﬁgt

. Acrylate . Produitl5
! 60€d 4o méthyle BFsELO,9€q  TA, 18h majoritaire
8 4 éq Cs HsPO, 85%,3éq TA,12h -

Tableau 3-4 :Essais d'addition conjuguée du dér@sur I'acrylate de méthyle dans différentes condgi
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9
OH Acide
de Lewis CO,Me
/@\ /\H/OMe - . /@f\/ 2=, /H\O
9 9 +
/HO o AN o Solvant /H\ o
13 Conditions MeO,C CO,Me

Schéma 3-9 Schéma de synthése de I'addition conjuguée dud&geur I'acrylate de méthyle.

Le premier essai réalisé dans le £@Vec un excés de BEtO (10 éq) a donné
exclusivement la formation du dériié portant deux adduits geminés sur [¥ @vec un
rendement de 89%. Le prodults a pu étre identifié facilement a partir de plusseu
informations. Tout d’'abord, le composé posséde ignas tres déblindé a 188 ppm sur le
spectre RMN'3C dans le CDGI caractéristique d’une fonction carbonyle ainsi ales

protons éthyléniques & 5,6 ppm sur le spectre RMIKFigure 3-15).

o)
9 9 (
AR o~
MeO,C CO,Me
15

2.1

Figure 3-29 : Spectre RMNH du produitl5 dans le CDG

De méme, les intégrations entre les protons Ar@&R,8 ppm et C&CHz a 3,6 ppm
sont de 4H et 6H respectivement, ce qui indiguprésence du méme nombre de chaines
alkyles et de fonctions ester méthylique. Enfieffét de toit entre les signaux des protons
méthylénes ArChlet CHCO,Me a 2 ppm et 2,2 ppm respectivement indiquentedgaiht la
présence d’'un axe de symétrie sur la molécule.

Apres ce résultat inattendu, qui a d’ailleurs @téélioré en prolongeant le temps de
réaction a 48 h (89%), nous avons utilisé I'Al€bmme acide de Lewis. Cette modification
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n'a pas permis d’obtenir le produit résultant d’uriple addition mais a donné un mélange
des produitd4 et15avec un ratio molaire de 6:4.

Le produit 14 a été aussi facilement caractérisé par son sp&ite 'H dans le
CDCl; qui posséde des protons sur le noyau benzénigeeskaent plus déblindés a 6,1 ppm
comparés aux protons éthyléniques du prod6itmais aussi des intégrations des protons
ArOCH; a 3,9 ppm et C&Hsz a 3,7 ppm de 6H et 3H respectivement montrantestaent

que I'on a effectué I'addition d’'un seul résiduahdate de méthyle (Figure 3-16).

%——-
——
A
=

2.000

~
[
|

Figure 3-31 :Spectre RMNH du produit de monoadditiak4 dans le CDGI

Le remplacement du catalyseur par le chlorure de au de I'acide phosphorique n’a
donné aucune réaction tandis que l'utilisation dwulide de carbone comme solvant a
conduit a des résultats assez similaires a ceusnabtprécédemment. Pour finir, I'acide
acryligue n’est pas du tout réactif vis a vis duvd13 en présence d’AlGI8 éq) et de CS

comme solvant.

A ce stade, ces premiers résultats nous ont cbadutiliser des conditions similaires
d’addition conjuguée sur l'acrylate de méthyle maiiectement avec le phloroglucinol, ce
qui a conduit selon les conditions a un mélangepdeduits16, 17 et un dérivé lactonique

dans des proportions variables (Schéma 3-10 etaald-5).
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OH
OMe
. Y
HO OH o
Acide_ Solvant
de Lewis | Conditions
o) OH O o) OH O i i i
MeO OMe MeO OMe Meo ove
HO OH + HO o) " "o o
0 O
(@]
dérivé OMe OMe
O~ OMe lactonique
. 17

Schéma 3-10 Schéma de synthése de I'addition conjuguée du @llacinol sur I'acrylate de méthyle.

Essai Acry!ate Solvant AC'de. Conditions Résultat
de méthyle de Lewis
Acrviate 19% del6, 13% du
1 18 éq de myéth le BFs.EtO, 3,5 éq TA, 18 h dérivé lactonique et
y 29% del?
2 4 éq Co BF:.Et0, 8 éq TA, 18 h Echec
3 356q THF AIC), 6 éq TA, 15 h 17 majoritaire
4 356q THE  BEELO,7éq 0°C puis TA, 14n -/ Majoritaire
6% du dérivé
. Acrylate . o . lactonique et 28% d&7
5 30 éq de méthyle BF.ELO, 7éq 0°CpuisTA,4h Eormation del6
puis consommation
6 3,5 éq THF APTS, 1 éq TA, 16 h -
7 35éq THF APTS, 1 éq 60°C, 8h Mélange
complexe

Tableau 3-5 :Essais d'addition conjuguée du phloroglucinol &grlylate de méthyle.

Le premier essai a été realisé avec l'acrylatendthyle comme solvant et 3,5 éq de
BFs.ELO a TA. Apres 18 h de réaction, on a pu isoledeniifier les produitd 6, 17 et le

dérivé lactonique avec des rendements respectif9ue 29% et 13%.
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Le produit16 est caractérisé sur son spectre RMNdans le CDGl par un singulet
fin fortement déblindé a 8,1 ppm intégrant 3H cgpandant aux fonctions phénol et un autre
singulet a 3,7 ppm intégrant 9H correspondant lux @rotons des esters méthyliques
(Figure 3-17).

(@] OH (@]
MeO OMe (
HO OH
(e} OMe
16
. b,

Figure 3-33 :Spectre RMNH du produitl6 dans le CDGI

La correspondance du signal a 8,1 ppm avec les @litsi été confirmée en réalisant
un spectre RMNH du produitl6 dans le MeOD ol I'on retrouve un signal trés fitte fois

a 4,9 ppm qui s’élargit et devient plus déblind&dpie I'on ajoute quelques gouttes de TFA.

Le dérivé lactonique est lui caractérisé sur seecsp RMN'H dans le CDGI par
deux singulets a 8,4 ppm correspondant aux deuxtims phénoliques qui ont un
environnement Iégerement différent. On retrouveosnde singulet des esters méthyliques a
3,7 ppm intégrant pour 6H et un multiplet complext¢re 2,7 et 3 ppm regroupant les protons
méthylenes ArChlet CHCO.

Le spectre RMN'H du produit17 dans le CDGlressemble a celui du produif
(Figure 3-18). On retrouve un effet de toit enwe bkignaux situés a 1,9 ppm et 2,3 ppm
correspondant respectivement aux protons méthyl&@¥esH, et CHCO,Me ainsi qu’un
singulet fortement déblindé a 9 ppm correspondarit fanctions phénols. Cependant, on
observe deux singulets d’esters méthyliques a g @t 3,7 ppm indiquant qu’ils sont dans
un environnement différent. Le spectre RMIS du produitl7 dans le CDGlcomporte aussi

un signal fortement déblindé a 187 ppm caractdustde la fonction carbonyle.
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O O 0]
MeO OMe
HO OH
@) O ’
OMe OMe
17
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Figure 3-35 :Spectre RMNH du produit17 dans le CDG

Apres ce premier résultat, nous avons donc faieréa nature du solvant et celle du
catalyseur mais cela n’a pas permis dans tousaesle reformer le produli6 correspondant
a la triple addition de l'acrylate de méthyle. Leaction a eu plutdt tendance a former le

produit17 majoritairement.

De maniére intéressante, les conditions de I'éssaiec 7 éq de BFEELO ont permis
de voir I'apparition en CCM du composé souhdif® mais nous avons aussi observé sa
disparition ultérieure lorsqu’on laissait la réaatise prolonger pour donner majoritairement
le produitl7. A noter que l'utilisation d’APTS n’a rien donnéTéA mais a conduit a la
formation d’un mélange complexe a chaud dans le HdFcontenant pas le proddib

attendu.

Nous avons également tenté une alkylation du coénpbsavec les conditions déja
mises au point utilisant le KXO; dans le DMF et du bromure d’octyle mais cette aepée
ne nous a pas permis d’isoler le produit attendtridikylation. Il semble donc que le produit
de O-alkylation du phloroglucinol ne soit pas ssdfnment réactif vis-a-vis des électrophiles
de Friedel et Crafts mais que les conditions réantlles acides conduisent a la déalkylation
partielle du phloroglucinol et la formation de puitd de diaddition en para de la fonction

phénol déalkylée.
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4. Réaction de diméthylaminométhylation

Compte tenu des difficultés rencontrées pour nsaitlia formation du prodult6, nous
avons voulu suivant la méme logique utiliser leid®d.,3,5-trioctyloxybenzén&2 pour faire
une réaction de diméthylaminométhylation qui estéalité un cas particulier de la réaction
de Mannich. La réaction s'effectue a partir d'ungpexe appelée iminium issu de la
condensation du formaldéhyde avec une amine setendans des conditions acides
(Schéma 3-11).

. HO_H
’ R O@ échange OH ® 4 2 H R
)\/:\ R \.)\ H de proton HH)\ R H AR H,0 @N,
(-\ N~g— H NeR = N N =— =N
(@) H H H @I | | H R
R R R

iminium

Schéma 3-11 Mécanisme de la formation d’un iminium.

L’iodure de N,N-diméthylméthyleneammonium dénomne} d’Eschenmoser est
utilisé tel quel avec des composés aromatiqguevéactsans nécessiter au préalable une
activation par un acide de LewisDans la littérature, la réaction de Mannich aé&me
réalisée sur des noyaux aromatiques activés telsegphéndf ou encore le pyrrole qui dans
ce cas permet de concevoir des macrocycles depiymshyring®. Nous avons donc voulu
tirer partie des fonctions éther du proddi?2 pour effectuer I'addition sur le sel
d’Eschenmoser (Schéma 3-12).

. R. R.
R\OD Ho, o P% ® 1
/\>——N | N/ -H N/
+ = — —
H O H \

sel
d'Eschenmoser

Schéma 3-12 Mécanisme schématisant I'assistance d’une fondtbar sur un cycle aromatique pour faire une
addition nucléophile sur le sel d’Eschenmoser.

A partir du dérivé comportant trois substituantmélihylaminométhyle, on pouvait
tres bien envisager la perméthylation des aminesnskires pour former les ammoniums

quaternaires correspondants. Cet intermédiaire rpibuainsi permettre l'introduction de

®"J. Schreiber, H. Maag, N. Hashimoto, A. Eschenma@seggew. Chem. Int. Ed1971, 10, 330-331.

%8 C. Mannich,Arch. Pharm, 1917, 255, 261-276 ; M. TramontinBynthesis1973 703-775 ; M. Tramontini ;
A. Luigi, Tetrahedron199Q 46, 1791-1837

*¥D. Fan, M. Taniguchi, Z. Yao, S. Dhanalekshmi drfél LindseyTetrahedron2005 61, 10291-10302.
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différents types de nucléophiles via une réactiertygpe SN qui serait fortement favorisée
par I'élimination de la triméthylamine (Schéma 3:13

Réaction
de Mannich Me,N NMe, Perméthylation MesN NMe; SN,
_____________ . T Ro or &
RO OR RO OR NU
R =CgHi3 Me,N Mes%
12

Schéma 3-13 Séquence réactionnelle envisagée sur la base cBanton de Mannich.

Nos premiers essais se sont basés sur une méthgueséalective qui utilise un
systéme basique &t/MgCl, dans le CkCl, & TA® (Schéma 3-14 et Tableau 3-6).

7 7
ot N
. /@\ - :N/G) © MgCl,/EtsN . /@f\NMez
\ iti !
MO OX/\)\ Conditions /k\)\o Ok\)\
12 Solvant 18

Schéma 3-14 Réaction de Mannich entre le 1,3,5-trioctyloxybemeE3 et le sel d’Eschenmoser.

Essai MgCl Sel dEschenmoser Et;N  Solvant  Conditions Résultat

. . . TA 16 h puis -,
1 6 €q 6 €q 7,2eq GAHI; Reflux 2 h 30% del8
2 - 6 éq 5éq Dioxane Reflux, 48 [28% del8
17%
3 6 €q 4 éq 7 €q PhGH 80°C, 22 h conversion
del?

Tableau 3-6 :Essais de la réaction de Mannich du protiRisur le sel d’Eschenmoser.

Cependant, de telles conditions méme apres un felgguiu reflux pendant 2 h ne
donnent pas le produit attendu mais seulement delytr de monoadditiorl8 avec un
rendement de 30%. Nous avons obtenu un rendemertais® lorsque I'on réalise
I'expérience au reflux du dioxane pendant 48 h’abskence de MgGl Dans le toluene au

reflux, seul 17% du produit de dépa&test consommeé aprés 22h de réaction.

80 H F. Anwar, L. Skattebgl and T.V. Hans@etrahedron2007, 63, 9997-10002.
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Etant donné les difficultés rencontrées pour effecefficacement la réaction sur les
trois positions libres du cycle aromatique, nousnavtenté d’effectuer 'aminométhylation du
phloroglucinol, plus réactif que son produit de-Qralkylation. Lorsqu’on solubilise le
phloroglucinol dans un mélange MeOH/&Hb (1:1), on observe la précipitation du produit
attendul9 apres seulement 10 minutes en présence du sathd@Bsoser (3 €q) avec un
excellent rendement de 91% (Schéma 3-15).

7

7

OH OH /NBI’ OM

MeOH/CH,CI
/O (1.1)2 2 >N N~ Solvant Me,N NMe
+ =N\@I S e/ A | XK /(/\}7 /62\)\7
HO OH 91% HO OH Base O (@)
\N Conditions Me,N
| 19

Schéma 3-15 Schéma de synthése conduisant a la formation dwedEd.

Le composél9 solubilisé dans le DMSO deutéré est caractérisBMN *H par les
singulets a 2,7 ppm et 4,3 ppm correspondant réspeent aux méthyles et aux protons
méthylénes des substituants S#¥e,. De méme sur le spectre RMRC, la présence des
signaux situés a 100 ppm et 159 ppm attribués céspment aux @CH, et GyOH
confirment également I'obtention du produit.

Cependant, nous n’avons pas réussi a obteniroldufirattendu résultant de la triple
alkylation du dérivél9. Quelles que soient les conditions réactionneltésées, nous avons
constaté la disparition des signaux caractérissiqies substituants diméthyaminométhyle

méme en se placant dans les conditions classiGaésegu 3-7).

Essai CgHq3Br Base Solvant Conditions Résultat

1 6 éq KCO;, 4 éq DMF TA, 18 h Echec

Micro-ondes,

2 3eq  KCOs4eq  DMF 45500 10 min

Echec

3 3 éq EN, pH 9-10 DMF TA, 18 h Echec

Tableau 3-7 :Essais d’alkylation du produlfo.
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5. Réaction de halométhylation

Nous nous sommes alors orientés vers une réactiamldrométhylation qui permet a
partir de formaldéhyde ou d'un précurseur tel quetribxane ou du paraformaldéhyde et
d’HCI gazeux en présence d’'un acide de Lewis (Zn®hC} ou BFR.Et,O) de former l'ion
hydroxycarbénium électrophile et d’introduire desupements ChCI®.

On peut également réaliser la chlorométhylationatéses activés en présence d’autres
agents de couplage comme le chlorométhyl méthyiétlee bis(chlorométhyl)éthés; le
chlorure de méthoxyacétoyfeou le 1-chloro-4-(chlorométhoxy)butafieLa réaction est
efficace avec les composés aromatiques activégjteldes alkoxybenzénes mais difficile a
controler sur les dérivés du phénol qui ont tendanpolymériser pour donner des polyméres
bien connus de type bisphénol appelés Bak8&lites

Il est aussi possible de synthétiser les analoduwemomeéthylbenzenes selon une
méthode similaire avec du paraformaldéhyde ettdBri'dans I'acide acétiqd® Dans ce cas,
le sous-produitbis-bromométhyléther trés toxique n’est pas synthétisétrairement a la
préparation des chlorométhylbenzénes ou le bis@iméthyl)éther connu comme produit
carcinogéne et dangereux peut se foffer

Cette méthodologie donne acces a des chlorométigdbes polyvalents en chimie
organigue ou les atomes de chlore servent de pdiaterage pour l'introduction d’autres
élément®. Elle a notamment permis la modification chimigieepolysilanes aromatiqufés
la bis-chlorométhylation sélective d’'un dérivé kdh]-arene avec du chlorométhmgi-
octyléther en présence de Sp&l— 40 °C° ou encore la préparation de cavitands utilisés en

chimie supramoléculaifé

1 M. Gerisch, J.R. Krumper, R.G. Bergman and T. Ddley, Organometallics2003 22, 47-58 ; R.C. Fuson
and C.H. McKeever, @rganic Reactions, 1, John Wiley, New Yorki943 63-90.

®2H. Suzuki,Bull. Chem. Soc. Jpril97Q 43, 3299-3304.

% A. McKillop, F.A. Madjdabadi and D.A. Londet. Lett, 1983 24, 1933-1936.

® G.A. Olah, D.A. Beal and J.A. Olah, Org. Chem.1976 41, 1627.

% G. Casiraghi, G. Casnati, A. Pochini, G. PugliaURgaro and G. SartoiBynthesis1981, 143-145.

® A.W. van der Made and R.H. van der MadleQrg. Chem.1993 58, 1262-1263.

6" B.L. Van Duuren, B.M. Goldschmidt, C. Katz, L. lgaeth, G. Mercado and A. Sivakich. Environ. Health
1968 16, 472-476 ; W.G. DaubeBds. Org. React1972 19, 422.

8 5. Ott, M. Kritikos, B. Akermark, L.C. Sun and Fomoth, Angew. Chem. Int. E2004 43, 1006-1009 ; N.
Grag and T.R. Le&ynlett, 1998 310-312.

% H. Ban, K. Sukegawa and S. TagaMacromolecules1987, 21, 304-309 ; T. Seki, T. Tamaki and K. Ueno,
Macromolecules1992 25, 3825-3826.

0 3.-D. van Loon, A. Arduini, L. Coppi, W. Verboor, Pochini, R. Ungaro, S. Harkema, D.N. Reinhoudt,
Org. Chem.199Q 55, 5639-5646.

""F. Hamada, S. Ito, M. Narita and N. Nashirozalet, Lett, 1999 40, 1527-1530.
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Nous avons donc tenté d’effectuer uris-chlorométhylation du 1,3,5-trioctyloxyben-
zénel2 avec le chlorométhyl éthyléther comme agent derohiéthylation en présence d’'un

acide de Lewis dans différentes conditions (Sch&rh@é et Tableau 3-8).

7
7
o oK
Acide |
de Lewis C
7@ e o . A A
CH,C
A (@) OH\ Chlorométhyl éthylether 272 o o
Conditions
12 Cl
produit de

bis-chlorométhylation

Schéma 3-16 Schéma de synthése de la chlorométhylation du-1rjddyloxybenzend 2.

Acide de

Essai Chlorométhyléthyléther : Conditions Résultat
Lewis
1 6 €q SnGl 3 éq -1$AC3phU|s Bis-chlorométhylation
2 6 &q SnGl 3 éq '#% Clgﬂs Polymérisation
3 12 éq SnGl 3 éq 'T4A0 gﬁg‘g Polymérisation
4 24 €q SnGl 1 éq Ti\o %%’;2 Bis-chlorométhylation
5 24 éq AlC4, 1 éq T,ZAO B%F;rt:ilﬁ Polymérisation
6 24 éq SnGl 2 éq T,ZAO B%F;rt:ilﬁ Polymérisation
-20°C puis
7 24 €q SnGl 1 éq T':‘/iigg)_rg':dggls Polymérisation
250W, 100°C, 30 sec
-20°C puis
8 24 €q SnGl 1 éq T/,?,iifg)_rg':dzg's Polymérisation
10W, 40°C, 10 sec
-40°C puis
9 24 éq FeGl 1 éq TA, 3 h 30 puis Polymérisation

Reflux, 30min

Tableau 3-8 :Essais de chlorométhylation sur le 1,3,5-trioctylmenzéeri2 dans différentes conditions.

Nos premiers essais ont été réalisés dans unéosotle SnCj dans le CHCI, a basse

température en raison de la meilleure solubilitécde acide de Lewis dans ce solvant
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comparée a celle du ZnQhais aussi pour son caractére plus doux qui lé nesins propice
a la production de réactions secondaires telles lgudouble condensation d’aromatiques
conduisant ainsi a des sous-produits de type digtylanes.

Lors du suivi de I'expérience par RMIHi, le constat de tous ces essais est que I'on
forme proprement et rapidement selon les conditid®s min environ), le produit dbis-
chlorométhylation correspondant du dérh&xFigure 3-19).

N
|
e o~
Cl

bis-chlorométhylation

J
:

Figure 3-37 :Spectre RMNH du produit debis-chlorométhylation du dérivé2 solubilisé dans le CDgI
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Mais on observe inévitablement la production d’uélange d'oligomeres de 1,3,5-
trialkoxybenzénel2 pontés par des segments methyléenes, lorsquedaoréae poursuit sur
un période de temps trop longue. Ceci se traduitesgpectre RMN'H par I'apparition de
signaux élargis. Nous n'avons en aucun cas réudsimer le produit attendu dgis-
chlorométhylation que ce soit en activant la ré@actpar des micro-ondes, en utilisant des
acides de Lewis plus forts tels que le Re&lI'AICI; ou en variant le nombre d’équivalents
du catalyseur et/ou du chlorométhyléthyléther.

Le produit debis-chlorométhylation en solution dans le CRE$t caractérisé en RMN
'H par son singulet & 6,3 ppm intégrant pour ungoraorrespondant & la position libre du
CHar et par le singulet a 4,7 ppm intégrant 4H qui gpond aux deux substituants £CH
Les deux triplets a 4 ppm et 4,1 ppm d’intégratiéhet 2H respectivement correspondent au
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protons méthylénes ArOGHespectifs se trouvant dans des environnemenfératits soit

entre les deux substituants &H ou a proximité d’un seul.

Ces résultats infructueux nous ont conduit a erpEmier la réaction de
bromométhylation du dérivé2 dans un tube scellé en présence de formaldéhyd&aims
solution de HBr a 33% dans l'acide acétique (Sché+ha).

4’9\
/(\)\ HBI/ACOH 2 33%

Conditions

Schéma 3-17 Schéma de synthése de la bromométhylation du d&zivé

La encore, nous avons été confronté aux problé@esrencontrés qui conduisent soit
a la formation du produit deis-bromomeéthylation du dérivé2 ou a un meélange complexe

lors d’une activation aux micro-ondes (Tableau 3-9)

Essai Formaldéhyde HBr Conditions Résultat
1 3,5 éq 6 €q 7T0Litée ggerlrlﬁn Bis-bromométhylation
2 3,5 éq 6 éq T;JOb(,GC’S%eHé Bis-bromométhylation
s aser e femones  weme

Tableau 3-9 :Essais de bromométhylation du dérhZavec le formaldéhyde et un mélange HBr/AcOH a 33%.

Cependant, il a été montré dans la littératurelgue 3,5-triméthoxybenzene pouvait
conduire a la formation du produit dds-bromométhylation20 correspondant avec du

formaldéhyde et un mélange HBr/Ac®H

Nous avons donc envisagé d'utiliser cette appracmeme point de départ dans une
séquence réactionnelle pouvant amener a la fomalsation séquencée du noyau

aromatique (Schéma 3-18).

"2H. Li, E.A. Homan, A.J. Lampkins, |. Ghiviriga aflK. CastellanoQrg. Lett 2005 7, 443-446.
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Schéma 3-18 Séquence réactionnelle envisagée a partir du can@fos

Le compos&0 n’a pu cependant étre synthétisé dans le meillesrods qu’avec un
rendement de 19% en modifiant Iégérement les donditd’origine puisque celles-ci
donnaient le compos#) avec un rendement de 15 % seulement alors qaitl @écrit a 37%
(Tableau 3-10). A noter que lors de l'ajout du 83;8iméthoxybenzéene, on observe la
formation d’'une gomme dans le milieu réactionnginei qu’il se produit un réaction de

polymérisation.

Essai Formaldéhyde HBr Conditions  Reésultat

Tube scellé

1 3,6 éq 3969 eSS 15%
2 3 éq 3 éq T?gfcscgeue’ 10%
3 3,6 6q 6 &q 7Tgobce ZCEI§O 19%

Tableau 3-10 :Essais de brométhylation du 1,3,5-triméthoxybenzene

Le 1,3,5-tris(bromométhyl)-2,4,6-triméthoxybenze2@ a tout de méme été utilisé
pour réaliser une réaction de type ,S&Nec du KCN dans le DMF pour donner le dérivé
nitrile 21 correspondant avec un rendement moyen de 50%.

(QCN

Q NaCN Br — » Polymérisation
-Br
- MeCN

Schéma 3-19 :Mécanisme possible de la déprotection des group&kaxy conduisant a la formation de
cétonesn,B-insaturées et leur polymérisation.
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Ce rendement médiocre laisse supposer que lesci@mures pourraient déprotéger
les groupements méthoxy et conduire a des dérioggpartant des cétones-insaturées,
bien que nous n'ayons pas isolé ce type de prqduyiispeuvent induire des réactions de

polymérisation du milieu réactionnel (Schéma 3-19).

Finalement, la déprotection du dérivé nit2le dans le CHCI, & — 78°C en présence
de BBg ne nous a pas permis d'isoler le dérivé phénolajtendu aprés 4 h de réaction a TA
(Schéma 20).

OMe OH
NC CN BBr;  NC CN
MeO OMe CH,Cl, HO OH
-78C
CN puis TA. 4 h CN
21

Schéma 3-20 Schéma de synthése de la déprotection du rittile

6. Réarrangement de dérivés du phloroglucinol

Les résultats obtenus démontrent donc que lesiodactie Sk multiples sur les
dérivés O-alkylés du phloroglucinol semblent exteément délicates a réaliser. Nous avons
donc tenté une stratégie différente basée surélegtions de réarrangement des dérivés du

phloroglucinol.

a. Réarrangement de Fries

Le réarrangement de Fries peut étre effectué ssirddevés acylés du phénol. Ce
réarrangement conduit a une acylation directe desrets ortho ou para du phénol selon les
conditions réactionnelles utilisées. Apres trangposdes groupements acétyl, il est possible

d’accéder par la réaction iodoforme aux fonctiorides puis alcool (Schéma 3-21).

L'étape clé de la stratégie de synthése consigteparer le compose a partir du
1,3,5-tris(acétoxy)benzer®? via un réarrangement de Fries.

Dans un premier temps, nous avons donc acétyl@lteqglucinol dans un mélange
Ac,O/Pyridine (1:1) a 0°C. Aprés 2 h de réaction & DA, obtient le triesteR2 apres
recristallisation a chaud dans I'EtOH avec un remeiet de 94%.
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OH
Réaction
RO OR Reducnon lodoforme
HO

OR OH OR OH
A B c
O
Réarrangement
O-alkylation HO OH de Fries AcO OAc
— >
o
O OH OAc
22
D

Schéma 3-21 Analyse rétrosynthétique basée sur un réarrangesechties.

Dans la littérature, le réarrangement de Fries a#srs phénoliques est réalisé par
chauffage en présence d’un acide de Lewis, la piuhatemps du chlorure d’aluminium en
exces pouvant atteindre jusqu’a 25% en mole. tear@ntré que I'utilisation du nitrobenzene
comme solvant réduisait la température nécessaitl08°C pour effectuer la transformation
si bien qu'il est possible de réaliser la réactar24 h & TA ou bien en 1 h & 66°C

La réaction conduit souvent a un meélange aeet p-hydroxycétones dont la
proportion varie en fonction des conditions et notent de la température. Le mécanisme
n'est pas encore completement élucidé méme s’adsiis que I'acide de Lewis AlCénére
la formation d’'un ion acylium intermédiaire, mai® séaction ultérieure est encore
controversée selon un mécanisme dea SiBtramoléculaire, intermoléculaire ou une

combinaison des de(f(Schéma 3-22).
o ©

o CC:) O (6} /O@ ®OQ|40
Y [ <>
R R
©
0 Coo - H A0
e ©/ +| ® | > Il @;( @iﬂ/
ion acyl|um

stabilisé par résonnance

Schéma 3-22 Mécanisme du réarrangement de Fries.

"*W. Barch,J. Am. Chem. Sqdl 935 57, 2330 ; F. Mauthner, J. Prakt. Chet934 139, 293.
™ F. Krausz and R. MartirBull. Soc. Chim. Fr.1965 2192-2197 ; Y. Ogata and H. Tabuchgtrahedron
1964 20, 1661-1666 ; A. Warshawsky, R. Kalir and AdPatnik,J. Am. Chem. Sqd 978 100, 4544-4550.
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En tenant compte de ces considérations, on a dgnérimenté quelques essais de
réaction de Fries a partir du phloroglucinol ac&P2 (Schéma 3-23 et Tableau 3-11).

O
Ac,O/Pyridine

HO OH 1) AcO OAc Catalyseur  HO OH
\©/ 0T puis TA Solvant o
OH 04% OAc Conditons ¢ OH
22 D

Schéma 3-23 Schéma de synthése conduisant au dé¥igélon un réarrangement de Fries.

Essai Catalyseur Solvant Conditions  Résultat
1 AICl3, 4 éq Nitrobenzéne 60°C, 2 h Echec
2 AICl3, 4 éq Chlorobenzéne TA, 24 h Echec
3 AICl3, 4 éq CHCl TA, 24 h Echec
4 AICI3/ZnC_I2 (2:3) 100°C, 7 min Mélange

sur SiQ complexe

Tableau 3-11 :Essais de la réaction de Fries sur le dé&®éans différentes conditions.

Malheureusement, nos essais utilisant un excéCiiAlans différents solvants ont
conduit a la formation de mélanges complexes destpikls apres élimination du solvant sous
pression réduite ou par distillation, il nous a i@@ossible par chromatographie sur gel de

silice d’isoler un produit confirmant la structude compos®.

Nous avons également testé des conditions outé enéntré qu’'un mélange d’acides
de Lewis AICKZnCl, (1:3) supportée sur un gel de $i@tait un moyen efficace de
promouvoir le réarrangement de Fries de phénylmtgdans solvant par chauffage
diélectrique aux micro-ondes en seulement 7 min

Dans ces conditions, nous formons un mélange compdéficile a interpréter. En
raison des difficultés rencontrées, nous avonseinant été contraint d’abandonner cette

stratégie de synthese.

5 F.M. Moghaddam, M. Ghaffarzadeh and S.H. Abdi-@ski Chem. Research999 574-575.
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b. Réarrangement de Claisen

Dans le méme état d’esprit, nous avons envisagéutie stratégie basée également
sur un réarrangement. L'analyse rétrosynthétiqueritéédans le schéma 3-24 traduit un

passage éventuel par cette voie de synthese.

OR X OR X OH
Oxydation O-alkylation
HO,C CO,H
RO OR RO OR HO OH
CO,H |
A g | o
4 (@) OH
Réarrangement | _
de Claisen O-allylation
C
> —
O (0] HO OH
o
23

Schéma 3-24 Analyse rétrosynthétique basée sur un réarrangetee@taisen.

Le triacideA peut étre formé par addition oxydante des insaturade I'alcénds, lui
méme obtenu de maniére classique par O-alkylatiodérivé phénoliqu€. L'étape clé de
la stratégie repose ici sur la formation du pro@ua partir du 1,3,5-tris(allyloxy)benzenz3
via le réarrangement de Claisen.

Nous avons donc préparé le prod2@ de tris-allylation du phloroglucinol selon des
conditions décrites dans la littérat(fratilisant le bromure d’allyle dans le DMF en prése
de K;CO; mais cette procédure expérimentale conduit a uangé de six composés parmi
lesquels on isole le dériv&3 avec un rendement de seulement 25% contrairemeatua
attendu de 88%. Il est bien connu que selon lexathwisolvant, on peut observer la formation
a la fois de produits de C- et O-alkylatidnLe fait de mener la réaction & température
ambiante plutét qu’a 65°C n’a rien changé et a méamauit & un rendement moins bon de
20%. Il existe pourtant d'autres méthodes donnacésa des éthers aromatiques comme le
traitement de phénols avec un alcool en présendQi&® ou I'utilisation de Zn en poudre
comme catalyseur et d'un halogénure d’alkyle dari3MF avec l'assistance des micro-ondes

S H. Li, E.A. Homan, A.J. Lampkins, |. Ghiviriga afiK. CastellanoQrg. Lett 2005 7, 443-446.

T E. Wenkert, R.D. Youssefyeh and R.G. LewisAm. Chem. Sqcl96Q 82, 4675-4680 ; N. Kornblum, R.
Seltzer and P. Haberfield, Am. Chem. Sqcl 963 85, 1148-1154.

8 E. Vowinkel,Chem. Ber.1966 99, 1479-1484.
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sans base inorganigiie Toutefois, nous nous sommes contentés de ce Iisateralement
dans un premier temps pour étudier la faisabilité déarrangement multiple de Claisen sur
le phloroglucinol O-allylé.

Classiquement, la réaction de Claisen correspound eéarrangement sigmatropique
[3,3] dans lequel un allylvinyléther est convertietmiqguement selon un processus
pericyclique intramoléculaire concerté pour donner composé carbonylé insattféLe
réarrangement s’accompagne d’'une réaromatisatisque la réaction est effectuée en série

aromatique sur des allylphényléthers (Schéma 3-25).

+

X OH
7, [g )

H —_—
(3.3]

Schéma 3-25 Mécanisme du réarrangement de Claisen sur uphéylyléther.

Depuis sa découverte en 1912, la réaction estnemilement étudiée pour améliorer
I'efficacité du réarrangement dans des conditiotgs pdouces si bien qu’on trouve
aujourd’hui un bon nombre de substances catahgiquezmettant d’accélérer la réaction et
d’éviter les réactions secondaires compétitivda décomposition du produit de départ et/ou
des produits formes.

Parmi elles, on retrouve I'utilisation des acidesLaéwis tels que BGl', BR:.ELO a
basse températdfeou AICI; en solution dans le GBI®. Il existe également des exemples
employant des complexes métalliques du Pi(tu encore avec des acides de Brgnsted tels
que la TFA ou 'HSO,*.

La réaction peut étre aussi conduite sous irradiatie micro-ondes en présence ou
I'absence de solvant (DMF, N,N-diéthylaniline,.ll)a d'ailleurs été montré que la vitesse

était considérablement accélérée dans un solvaair@aprotique tel que le DMF, qui

S, Paul and M. Guptdet. Lett, 2004 45, 8825-8829.

8 . ClaisenChem. Ber.1912 45, 3157.

8 U. Widmer, J. Zsindely, H.-J. Hansen and H. Schirilv. Chim. Actal973 56, 75-105.

8 H.Y. Godage and A.J. Fairbanket. Lett, 2003 44, 3631-3635 ; G. Lai and W.K. Andersdmetrahedron
200Q 56, 2583-2590.

8 D.K. Bates and M.W. Janed, Org. Chem.1978 43, 3856-3861 ; K.C. Majumdar and B. Chattopagthya
Synth. Commun2006 36, 3125-3133.

8 L.E. OvermanAngew. Chem. Int. Ed. Engll984 23, 579-586 ; J.L. Baan and F. Bickelhaufs. Lett,
1986 27, 6267-6270.

8 .M. Harwood,,J. Chem. Soc., Chem. Commu983 530-532.
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absorbe plus d’énergie des micro-ondes et génese an chauffage plus important pour

promouvoir le réarrangement dans un court tempgateiori®.

Toutes ces considérations nous ont donc amenéea eséarrangement de Claisen du
produit 23 dans des conditions utilisant les micro-ondes ssoigsant (Schéma 3-26 et
Tableau 3-12).

O/ﬁ OHN OHS OH OH
| Catalyseur
( —_— | + + +
o) o Solvant HO OH HO OH HO OH HO OH
\) Conditions = — = X

23 Mélange d'isoméres

Schéma 3-26 Schéma de synthése du réarrangement de ClaiseB,8ttris(allyloxy)benzéng3.

Essai Catalyseur Solvant Conditions Résultat
1 i i Micro-ondes, 55%
200°C, 30 min Mélange d'isoméres
i - 0
5 i DME Micro-ondes, 71%

80 W, 220°C, 15 min  Mélange d’isomeres
Mélange d'isomeres
Micro-ondes, 12% d’oléfine (2)

3 - DMF 80 W, 190°C, 2 min  21% d'oléfine (E)
66% d’'oléfine terminale

4 A|C|3, 3,5 éq CH20|2 TA, 24 h -

5 - N,N-Diéthylamine Reflux, 4 h Mélange d’isomeres

Tableau 3-12 :Essais du réarrangement de Claisen sur le praduit

A noter que le dérive3 a été caractérisé en spectroscopie RiiNlans le CDGlpar
I'apparition d’un singulet a 6,2 ppm intégrant p8tt correspondant aux protons aromatiques
et un doublet situé a 4,5 ppm intégrant pour 6Hesmondant aux méthyléenes ArOLKDN
retrouve également les multiplets caractéristiqles signaux éthyléniques a 5,4 ppm et 6,1
ppm intégrant respectivement pour 6H et 3H qui stinbués aux fonctions oléfine CH=gH
et CH=CH.

% R.J. Gignere, T.L. Bray, S.M. Duncan and G. Mafefiet. Lett, 1986 27, 4945.
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Le premier essai a été conduit sous irradiationrmaicxo-ondes sans solvant a 200°C.
Apres 30 minutes de réaction, on observe la digparides signaux des protons aromatiques
et ceux des méthylénes erde I'oxygene signe que le produit de départ a@bésommé.

Cependant, ces conditions nous ont seulement peaprés purification par
chromatographie sur gel de silice d’isoler 55% dmélange d’isomeres du produit attendu.
En effet, il nous a été difficile d’isoler efficanent le produit souhaité qui semble subir des
modifications chimiques lors de la purification $aicolonne de silice Iégerement acide.

Nous suspectons les insaturations terminales m®nseriser d’apres le spectre
RMN *H du mélange dans le MeOD qui présente des doublef4 ppm et 2,5 ppm pouvant
laisser penser respectivement a des groupements/legtadjacents a une insaturation de
configuration (Z) et (E).

Les deux autres essais menés dans le DMF sousatroadaux micro-ondes ont
conduit a des résultats similaires ou on obserya si#ns étape de purification la présence
d'un mélange d’isomeéres lorsqu'on effectue le speBMN *H du brut réactionnel dans le
MeOD aprés traitement. On a notamment pu quantdieissierement la proportion des
oléfines (2), (E) et terminales sur 'ensemble nedécules présentes dans le brut réactionnel
d’apres les intégrations respectives des doubl&t4 ppm, 2,5 ppm et 3,4 ppm.

Pour finir, 'essai utilisant 'AIC n’a donné aucune réaction alors que I'expérience
réalisée dans les conditions classiques en utilisanchauffage thermique au reflux de la
N,N-Diéthylamine a conduit Ia encore a un mélarigauheres.

7. Réaction de dérivés organométalliques du phlordgrinol

Suite a tous ces résultats insatisfaisants, noossadécidé de revoir encore notre
méthodologie de synthése pour accéder aux strgctilvkes des tripodes amphiphiles faciaux
selon une séquence réactionnelle basée sur largti@pade composés organométalliques
(Schéma 3-27).

A partir du phloroglucinol, nous pouvons effectugre réaction de bromation suivie
d’'une O-alkylation pour aboutir a un dérivé 1,3jalkoxybenzéne tribromé de type Cet
intermédiaire permet ensuite d’accéder a un compagnométalliqud (ArMgBr ou ArLi)
selon une réaction d’insertion ou d’échange halegastal respectivement. Ce type de réactif
peut étre utilisé pour préparer les structures yjee C portant des fonctions acides

carboxyliques ou thiols via une réaction d’additiarcléophile sur le C£Qou de sulfurisation.
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Br Br
HO OH  Bromation HO OH O-akylation RO OR
---------- > e =
Br Br Br Br
OH OH OR
25 A
M X
m étallation RO OR RO OR
------- > TR
M M X X
OR OR
M = MgBr ou Li X =CO,H ou SH
B C

Schéma 3-27 Séquence réactionnelle basée sur la préparatidarieés organométalliqués

Nous avons donc effectué la bromation du phloragaicselon une procédure décrite
dans la littératuf® avec du tribromure de benzyltriméthylammonium dams mélange
CH.CIly/MeOH (2:1) qui a conduit a la formation du 1,3;#omophloroglucinoR4 avec un
rendement de 98% apres recristallisation dans uangé MeOH/HO (Schéma 3-28).

7
7
CH,Cl,/MeOH r 5 5
HO OH (2:1) HO OH Base ' '
>F> 7 7
® © B Br Solvant A3 ) O/H\
PhCHzNMe3 y Brg .. B
OH OH Conditions r
98% 24 25

Schéma 3-28 Schéma de synthése de la préparation du pra8uit

Essai Base SolvantConditions  Résultat
1 CsCO; 3éq DMF - Dégradation
2 KoCOs; 3 €q DMF - Dégradation
3 KOH,3éq EtOH - Dégradation

Tableau 3-13 :Essais d'alkylation du phloroglucinol tribror2é.

873, Kajigaeshi, T. Kakinami, H. Tokiyama, T. Hirakaand T. OkamotdChem. Let}.1987 627-630.
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Cependant, il n'a pas été possible de réalisekyation du dérivé24. En milieu
basique ce composé se dégrade quelle que soiséauddisée pour déprotoner les fonctions
phénols (Tableau 3-13).

Ceci nous a conduit a effectuer la réaction de htmn sur le 1,3,5-
trioctyloxybenzénel 2 activé dans les conditions précédemment décrités an a seulement
pu former le produit résultant d’une dibromatiomesp6 h de réaction a TA. Nous avons donc
utilisé des conditions de bromation plus drastiggresonduisant la réaction dans de l'acide
acétiqgue a 50°C en présence d'un exces de dibramueldé (5 €q), ce qui nous a permis

d’obtenir le produit attendu de tribromatiah avec un rendement de 85% (Schéma 3-29).

7 7
oON AOH o
/@\ Br, Br Br
7 7 > 7 7
/é\)‘o O’H\ 50C /é\)‘o O’H\
12 85% Br
25

Schéma 3-29 Schéma de synthése deBmmation du 1,3,5-trioctyloxybenzede.

Une méthode convenable permettant la préparatidhioéthers aromatiques avec des
rendements variant de 71 a 96% a été décrite sanfaiéagir des thiophénates de lithium sur
une large gamme d’halogénures d'alk§fese thiophénate de lithium est génémésitu via
une réaction d’échange halogene-métal entre urvé@éh bromobenzéne et leBuLi a
—78°C dans du THF, suivi d’'une étape d’insertioataines de soufre sur les liaisong-O
en présence de la forme allotropiqued8 soufre.

Nous avons donc adapté cette méthode au d@Bvgour former un trithioéther en
faisant réagir I'organolithien intermédiaire sur 8ten poudre puis le thiophénate de lithium

formé avec du bromoacétatetéet-butyle (Schéma 3-30 et Tableau 3-14).

OtBu .
O/HZ _ O/%\)Z o)\ ok o
B B n-Blu,Iélllg/ll'HF ¥ X 1) Sg -78CT S s \)J\OtBu
/H7O O/?\)Z THF, -78C X\)jo O/d\? /H7O O)(/\)\7

(0]
2) Br
Br Li ) /\([)]/ j< SJ\
25 Conditions o

Schéma 3-30 Schéma de synthése de la sulfurisation du détiviéti correspondant au comp@e

OtBu

8 J. Ham, I. Yang and H. Kang, Org. Chem.2004 69, 3236-3239 ; J. Ham, S.J. Cho, J. Ko, J. @hih H.
Kang,J. Org. Chem.2006 71, 5781-5784.
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Essai n-BulLi Ss BrCH,CO,tBu Conditions Résultat
. . . — 78°C puis s
1 3 éq 3 éq 6 éq TA. 1 h Pas de réaction
. — 78°C puis o
2 45eq 4,5¢€q 9 éq TA, 16h Pas de réaction
. . — 78°C puis L
3 4.5 eq 9eq 9 éq TA. 16h Pas de réaction
. — 78°C puis o
4 45¢éq 9¢éq TA. 1h Pas de réaction

Tableau 3-14 :Conditions des essais de formation du dérivé tréthier.

Cependant, ces conditions ne nous ont pas pernm¢radiuire les substituants
disposant de fonctions estdest-butyliques sur la molécule puisque apres le madtat du
milieu réactionnel, on observe sur le spectre RMINdu brut réactionnel aucun signal
caractéristique du groupemeatt-butyle a 1,4 ppm.

On a tout de méme pu remarquer la présence deusigmamatiques du proton a 6,1
ppm montrant bien que la réaction d’échange halgéétal a lieu sur le déri& mais que
le dérivé organométallique intermédiaire ne réagis avec I'électrophile et conduit aprés
hydrolyse a la protonation des sommets halogénés.

Suite a ce résultat, nous avons essayé d’augniemembre d’équivalents en réactifs
et/ou le temps de réaction mais ces changementg danné lieu a aucune amélioration.
Enfin, le dernier essai a été réalisé dans le edbaner simplement le thiol sans additionner
le bromoacétate dert-butyle mais la encore, aucune réaction n’a pudiservée. Tout ceci
nous laisse a penser que I'environnement stérigueodjanolithien empéche I'approche et
I'insertion du soufre.

Suite a ces expériences infructueuses, nous avouk \essayer de préparer les
organomagnésiens du deri2b dans l'idée de faire réagir le composé organoniial avec

du CQ pour former le triacide carboxylique correspond&uhéma 3-31 et Tableau 3-15).

7 7
N ot
HO,C CO-H
Mg, |2 cat. BrMg MgBr7 CO, 27 2 ;
7 %%
/?\)\ Solvant A% O O’H\ Conditions /HO O/H\
MgBr COzH

25

Schéma 3-31 :Schéma de synthése d’'un triacide carboxylique airpdn produit 25 en passant par un
organomagnésien.
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Essai Solvant CO, Conditions Résultat

Reflux, 3 h puis
1 EtO Gazeux TA, barbotage C@ 1 h Produit de dépa&5

Reflux, 22 h puis
TA, barbotage C@ 2 h

Reflux, 22 h puis
TA, 4 spatules C®), 2 h

Reflux, 22 h puis Echec
-78°C, barbotage C02 h Addition partielle

2 THF Gazeux 1,3,5-trioctyloxybenzeng?2

3 THF  Carboglace 1,3,5-trioctyloxybenzeng?2

5  THF  Liquéfié

Tableau 3-15 : Essais de carboxylation du dérivé tribroR%via le composé organomagnésien intermédiaire.

Dans un premier temps, la formation du composénangetallique intermédiaire a été
effectuée au reflux de I'éther en initiant la réactavec de I'iode. Cette réaction ne se produit
pas puisque apres hydrolyse on récupeére le provchromé de dépag2s.

On a ensuite utilisé le THF comme solvant pour paughauffer a une température
plus élevée. Cependant, le composé organométallitjeemédiaire formé apres 22 h de
reflux ne s’additionne pas sur le g@pres 2 h de barbotage a température ambiantes Apre
hydrolyse on récupére le dériveé trietl& preuve que la formation du magnésien s’est bien
produite dans le THF a ébullition. Ce résultatifiesta formation du réactif de Grignard mais
montre également la difficulté du composé organafhgtie a réagir sur le GOa I'état
gazeux.

L’addition de CQ sous la forme de carboglace (C$olide) dans le milieu réactionnel
conduit au méme résultat. L'utilisation de £@az liquéfié en le faisant barboter dans la
solution refroidie a —90°C avec un bain/&tétone a donné une addition partielle du
magnésien au COLa encore, méme en maintenant la températur®aC8endant 2 h, nous
isolons toujours du triéther2 dont la quantité nous indique qu'il y a eu 68% dawersion

du compose tribrom25 en magnésien.

B. Stratégie de synthese basée sur des précurseusomatiques
polyhalogénés

Suite a toutes ces stratégies infructueuses basiges phloroglucinol, nous avons
donc décidé de réorienter nos recherches sur éesrgeurs aromatiques polyhalogénés dans
le but de trouver une combinaison appropriée detigks associant des couplages de

Sonogashira et/ou des réactions dg,2Nec des thiolates d’alkyles (Figure 3-20).
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F F
Br Br | |
F F F F
Br |
26 28

Figure 3-39 : Précurseurs aromatiques polyhalogénés envisagés qumeevoir les tripodes amphiphiles
faciaux.

1. Réaction de substitution nucléophile aromatique

La réaction de SN se déroule selon un mécanisme comportant dewestaji
ressemble beaucoup a celui d'uneaS&u I'on forme un ion arénium intermédiaire. Un
nucléophile attaque le noyau aromatique en créast liaison avec le centre portant un
groupe partant et il se forme un intermédiaire gharégativement se délocalisant sur le cycle
par résonance qui est appelé complexe de Meiseehdimnsqu’on tient compte de la
répartition globale de la charge sur le cycle (§w8-32).

X S)

Dy o o X X X % Nu
OENPSNPLIPS NI N I
lent o S) N rapide

Complexe
Meisenheimer

Schéma 3-32 Mécanisme de la substitution nucléophile aromatique

La vitesse de la réaction déterminée par |'étapddition va dépendre du solvant, de
la nature du nucléofuge X du nucléophile Nu et surtout de la présence de groupements
électroattracteurs en position ortho ou para dléofiege sur le cycle.

Ainsi, selon la force de l'effet inductif —I du réofuge, la densité électronique plus
ou moins importante du centre carboné portant tééfuge va donc gouverner la facilité du
nucléophile a s’additionner. On retrouve donc desivpirs nucléofuges inversés des
halogénures en série aromatique (F > Cl > Br »Urpune SI;.

Le raisonnement est identique lorsque le noyau atigoe porte des groupements
électroattracteurs qui abaissent également laitdedigctronique du cycle, et ont pour effet
de favoriser l'attaque nucléophile en stabilisentdmplexe de Meisenheimer intermédiaire.

Les anions thiolates qui ont été beaucoup étudéssont montrés particulierement

efficaces pour réaliser les persubstitutions de pom@s aromatiques polyhalogénésHC
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CsBrs, CsClg) avec des solvants hautement polaires dans deitions douce¥. Bien que les
thiolates soient des groupements électrodonnearsédction de polysubstitution par ces
derniers est possible grace a 'augmentation dubnerme substituants thioalkyles sur le cycle
qui ont un effet stabilisant de la charge négativa des atomes de soufre et donc de I'état de
transition.

La nature du solvant est primordiale pour mener giétament a bien ce type de
réaction. Ainsi, les solvants moins polaires tals tp pyridine, ou les solvants protiques tel
que l'éthanol, conduisent souvent a la substitutpamtielle des composés aromatiques
perhalogénés par des thiolates d’alkyle en dondastrendements médiocres qui de plus
nécessitent I'utilisation de températures életées

D'un autre coté, I'utilisation des solvants polairaprotiques comme le DM le
DMSO?, la N-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP¥, le HMPT* ou encore le 1,3-diméthyl-2-
imidazolidinone (DMI®> comme substitut du HMPA toxique, permet la substitution des
halogénures d’aryles aussi bien actives que desacpar les anions thiolates dans des
conditions douces de température (20°C).

Dans ce contexte, plusieurs cavitands ont été cosgula base de structures dérivées
de noyaux benzéniques persulfurés mixtes issus adepersubstitution sélective des
halogénures de l'intermédiaire clé 1,3,5-tribromé;@-trifluorobenzén®. Le déplacement
chemiosélectif des atomes de Br par rapport a té @xploité grace a des arylthiocuprates a
140°C dans le DMF. L'intermédiaire formé est eresuitis en réaction avec des anions
thiolates appropriés pour conduire aux dérivés @eiqres persulfurés mixtes.

Nous avons donc préparé le 1,3,5-tribromo-2,4ftsniobenzéne 26 avec un
rendement de 94% en réalisant la bromation du-iri8ikorobenzéne avec un excés de 8r
en présence d'une quantité catalytique d’aluminpmor générein situ I'acide de Lewis
AlBr3 (Schéma 3-33).

8 F. Maiolo, L. Testaferri, M. Tiecco, M. Tingoli. Org. Chem.1981, 46, 3070-3073 ; D.D. MacNicol, P.R.
Mallinson, A. Murphy and G.J. SynTet. Lett, 1982 23, 4131-4134 ; R.D. Chambers, M.J. Seabury, HD.L.
Williams and N. Hughes]. Chem. Soc., Perkin Trand988 1, 255-257 ; G.G. Yakobson and V.M. Vlasov,
Synthesis1976 652-672 ; L.S. Kobrina, Fluorine Chem. Rev., 19741-114..

°0'S.D. Pastor and E.T. Hessdll,Org. Chem.1985 50, 4812-4815 ; M. Kulkal. Org. Chem.1959 24, 235-
237 ; M.E. Peach and A.M. Smith, Fluorine Chem.1974 4, 399-408.

L. Testaferri, M. Tiecco, M. Tingoli, D. Chianeind M. MontanucciSynthesis1983 751-755.

923.S. Bradshaw, J.A. South, and R.H. Hale©rg. Chem.1972 37, 2381-2383.

% A.J. Caruso, A.M. Colley and G.I. Bryadt,Org. Chem.1991, 56, 862-865.

% M. Testaferri, M. Tingoli and M. Tieccd, Org. Chem.198Q 45, 4376-4380.

% D.D. MacNicol, P.R. Mallinson, A. Murphy and GSym, Tet. Lett, 1982 23, 4131-4134.

% H. Suzuki, H. Abe and A. Osuk&hem. Lett.198Q 1363.

" T.D.P. Stack, J.A. Weigel and R.H. Holmorg. Chem.199Q 29, 3745-3760 ; T.D. P. Stack and R.H. Holm,
J. Am. Chem. Sqcl 987, 109, 2546-2547.
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F F
/@\ Br, Al cat. Br Br
_—
F F 50T F F
94% Br
26

Schéma 3-33 Schéma de synthése de la bromation du 1,3,5-rithenzéne.

En paralléle, nous avons préparé le thiocuprgk& SCu au reflux dans EtOH a partir
de I'octane thiol et de 0,5 éqg de dioxyde de cuarresuspension (Schéma 3-34).

EtOH, A
C8H17SH — C8H17SCU
CUZO

95%

Schéma 3-34 Schéma de synthése de la formation du thiocuprgie,ECu.

Apres 5 jours de reflux, on observe la disparitden I'octane thiol dans le milieu
réactionnel et récupére le thiocupraGSCu directement par filtration sans traitement avec
un rendement de 95%.

Cependant, le compo2é en présence de 4,5 éq dgHSCu a 140°C dans le DMF
n'a donné aucune réaction méme aprés un chauffaggngé sur une période de 5 jours. On
récupére majoritairement le disulfure RSSR en faxpkrience.

Quelles que soient les conditions utilisées, Isaiesen présence de thiocuprates n’ont
pas conduit au composé désiré. Il semble donc ajuéaktivité des alkylthiocuprates ne soit
pas aussi forte que celle décrite avec des aryltipiates utilisés dans la préparation des
cavitands. Il est aussi probable que la liaisonuSs@it assez importante pour ainsi limiter la
nucléophilie de I'atome de soufre.

Cette hypothese a également pu étre vérifié pulsgous a été impossible de
substituer efficacement tous les atomes de chloré,8,5-trichlorobenzéne commercial par
les thiocuprates §E1,;SCu que ce soit en chauffant le milieu réactio@n&60°C pendant 24 h
ou bien en activant la réaction par les micro-ondes

Ces échecs nous ont conduit a mener la réactioBNie a partir de thiolates de
sodium afin d’avoir une charge nette et une nudidepplus importante de I'atome de soufre.
Les thiolates sont préparés assez aisément esauntiline base appropriée suffisamment forte
pour déplacer I'équilibre acido-basique et dépretde thiol. Les thiols (pKa = 10-11) sont
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plus acides que les alcools (15-17) et leur dépaiton par les alcoolates est donc

théoriquement aisée (Schéma 3-35 et Tableau 3-16).

7

C| C8Hl7SH S/H\
Base
— 7 7
Cl Cl Solvant ﬂ S SH\
Conditions 27

Schéma 3-35 Schéma de synthése de la réaction dg 8 1,3,5-trichlorobenzéne par des thiolates dlecty

Essai CgH.7SH Base Solvant Conditions Résultat
Disulfure
RSSR
1 45¢éq MeONa,45¢eéqg DMF Reflux,40h +
Produit
monosubstitué
, , Micro-ondes,
3 3,5 eq MeONa, 3,5ég DMF 130°C, 20 min Echec
2 4,5éq tBuOK, 4,5 ¢éq DMF 150°C, 24 h 37%
. . TA, 24 h puis
0, ' 0
4 12 éq NaH 60%, 12 éq DMI 50°C, 16 h 97%

Tableau 3-16 :Essais de SN du 1,3,5-trichlorobenzene par des thiolates dlecty

Dans un premier temps, nous avons utilisé du MefdNa générer le thiolate d’octyle
mais sa réaction avec le 1,3,5-trichlorobenzénsefiux du DMF pendant 40 h a produit du
disulfure et le dérivé de monosubstitution. L'aatien de la réaction aux micro-ondes n'a
apporté aucune ameélioration. Nous obtenons un meélasomplexe de dégradation ne
comportant aucune trace du produit atteBdu

Nous avons tout de méme réussi a obtenir le praattéindu avec un rendement
meédiocre de 37% avec tBuOK comme base en chauffant a 150°C dans le DMida
24 h. Ce rendement a pu étre fortement améliorg)®h utilisant un large exces de NaH et
d’octane thiol (12 éq) et en menant I'expériencesdan solvant trés polaire, le DMI avec un
chauffage modéré & 50°C. Concernant le spectre R¥Nu compos@7 dans le CDGJ on
peut noter que les protons ArSgse situent a 2,9 ppm tandis que pour I'analogaéhterl?2,
les protons ArOCklIsont plus déblindés a 3,9 ppm. On observe lespsaromatiques GiH
a 7 ppm ici alors qu’ils sont moins déblindés apjin sur I'analogue triéthdi2.
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Par curiosité, nous avons essayé de faire réagsieuirs électrophiles sur I'analogue
thioéther 27 pour réaliser des réactions deSHans des conditions similaires a celles
effectuées sur le 1,3,5-trioctyloxybenzeh2 La réactivité du dérivé thioéth@7 est bien
plus faible que celle de son homologue éttfepuisque nous n’observons aucune conversion

du produit de départ quelles que soient les cantitde Sk testées (Tableau 3-17).

Essai Electrophile Solvant Acide de Lewis Conditions Résultat

Acrylate de méthyle  Acrylate de

1 méthyle BF;.ELO, 17 éq TA,18h -

2 Acrylate de méthyle, 6 éq eS AIClI3, 7 éq TA, 16 h -

3 BrCH,CO,Et, 3 éq Cs AICl3, 6 éq TA, 20 h -
, . . 0°C puis

4 Bromure d’allyle, 3 éq GS AICl3, 4 éq TA 14 h -

Tableau 3-17 :Essais de SE de différents électrophiles sur le dérivé thioegie

2. Couplage de Sonogashira sur des dérivés aromaies polyhalogénés

Puisque l'introduction des substituants thioalkyées un dérivé polyhalogéné via une
réaction de SN est réalisable dans de bonnes conditions, noussarisagé d'utiliser une
stratégie de polyfonctionnalisation du noyau ardéao@t via un dérivé perhalogéné mixte et

des réactions successives de couplage organométadit de SN (Schéma 3-36).

SR R SR' R Couplage
R Réduction % SNAr de Sonogashlra X X
R'S SR’ R'S SR = E
| ‘
X=Broul

R

Schéma 3-36 :Stratégie de synthése combinant un couplage deg@ehiva et une réaction de SN partir
d’'un aromatique perhalogéné mixte.

A partir d'un dérivé aromatique perhalogéné mixtdydofluoré ou polybromo-
fluoré, nous pouvons envisager d’effectuer séleatient un triple couplage de Sonogashira

d’alcynes terminaux appropriés sur les positioneés ou bromées du noyau aromatique. Les
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positions restantes constituées d’atomes de fluwr reactives vis-a-vis de ce type de
couplage organométallique peuvent étre mises aitppdur introduire les queues
hydrophobes via une réaction de .sN'un alcane thiol. Le systeme conjugué composé du
noyau aromatique et des triples liaisons peut rémeit ultérieurement en phase homogene
avec le catalyseur de Wilkinson RhCI(BRhpour transformer les fonctions alcynes en
segments hydrocarbonés saturés.

La réaction de Sonogashitaest un couplage §psp catalysé par un complexe au
palladium entre un halogénure (ou triflate) vinylkg(ou benzénique) et un alcyne terminal en

présence d’'un cocatalyseur de cuivre et d’'une {&dgema 3-37).

Pd (Il) cat.
R—X + H——R' —_— > R——~R'
_ Cu (l) cat.
R = Ar, vinyl R’ = Ar, alkyl, SiRs Base

X =1, Br, Cl, OTf

Schéma 3-37 Schéma de synthése général du couplage de Sonagashi

La réaction est réalisée en présence d’'une quarattdytique de sels de cuivre Cul
car ils accélerent grandement la vitesse de réaetipermettent d’effectuer la transformation
a température ambiafife D'un autre c6té, la présence de Cul peut parfa/érer
problématique en raison de la formatiarsitu des acétylures de cuivre qui peuvent conduire
a la production de produits d’homocouplage de Viadc terminal selon la réaction de
Glaset®. Beaucoup d’efforts ont été d'ailleurs réalisésipdévelopper des procédures de
couplage fonctionnant en I'absence de Cul ou dansas, le procédé nécessite I'utilisation
d’'un excés d’amine comme base qui peut méme élistatcomme solvant.

L'ordre général de réactivité des espécésvap/liques ou benzéniques est le suivant :
RCH=CH-I > RCH=CH-OTf > RCH=CH-Br > RCH=CH-CI| > Ar> Ar-OTf > Ar-Br >
Ar-Cl. Les fluorures d'aryle ne sont pas réactif® couplage de Sonogashira s’opere
aisément avec les iodures vinyliques ou benzénigu@eut méme étre facilité si le systéeme
halogéné est activé par la présence de groupemeatsoattracteurs sur le cycle qui ont pour
effet d’appauvrir la densité électronique du nogaamatique et notamment de polariser plus

fortement la liaison C-X. Dans ce cas, cela peumpéire de coupler les bromures ou

% R. Chinchilla and C. Najer&hem. Rey2007, 107, 874-922.
%K. Sonogashira, Y. Tohda and N. Hagihdret. Lett, 1975 16, 4467-4470.
10 p sjemsen, R.C. Livingston and F. Diederishgew. Chem. Int. E®200Q 39, 2632-2657.
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chlorures benzéniques moins réalfifsLa présence de fluor électroattracteur en pasitio
ortho d’un iodure peut donc s’avérer particulieratarécieux en terme de réactivité pour ce
type de couplage.

Le mécanisme du couplage de Sonogashira cocatadysé Cu (I) a lieu selon deux
cycles catalytiques indépendants du Pd et du @héf8a 3-38).

R — R' Pd0L2 R—x
élimination addition
réductrice oxydante
L
' . cycle L
- — R |
L-Pd du Pd R-Pd-X
R II_ <)
R3NH, X
. Cu—R'
trans/cis R
isomérisation , . .
L-Pd-L transmétalation R3N
H cycle
du Cu H——FR'
R Cu*, X |
Cu*, X
H———~R'

Schéma 3-38 Mécanisme du couplage de Sonogashira cocatalydé gar (1).

Le cycle catalytique généralement accepté du palladomporte I'addition oxydante
rapide de ArX sur le catalyseur actif®Bgla 14 électrons qui est généré par réduction d’un
complexe initial au Pd (Il). Selon les conditiofes réduction de différents complexes au Pd
(I) peut se faire facilement en présence de ligasmhneurs de doublet a deux électrons tels
que les phosphanes (PRles amines (NRB ou encore les éthers (ROR), utilisés comme
solvant et/ou ligand via ur@complexation, dehydropalladation ou éliminatiodueétrice.

L’étape suivante généralement déterminante detégse connectant le cycle du Pd a
celui du Cu, correspond a la transmétallation deéltylure de cuivre formé dans le cycle du
Cu sur le complexe RPdK pour générer I'espece RP4IC=CR’) qui conduit a l'alcyne
final couplé et la régénération du catalyseufLRdaprés la trans/cis isomérisation et

I’élimination réductrice du complexe au Pd (II).

101 A F. Littke and G.C. FuAngew. Chem. Int. ER2002 41, 4176-4211.
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La formation de l'acétylure de cuivre suppose icgeda base arrache le proton
acétylénique de l'alcyne terminal alors que lesra®ine sont généralement pas suffisamment
basiques pour déprotoner I'alcyne terminal (pKab¥ 2Ainsi, il est admis qu’'un complexe
alcyne/Cu soit impliqué dans le cycle du Cu poudre le proton alcyne plus acide et qu'il
puisse étre capté par 'amifie

La réaction est la plupart du temps effectuée dimssconditions homogénes avec le
complexe Pd (Il) utilisé dans des proportions varde 1-10% mol, le cocatalyseur Cul dont
les quantités peuvent atteindre 20% mol et une @mimlarge excés ou comme solvant. Les
catalyseurs traditionnellement utilisés sont |eFRE),, le tres commun Pd(PBBCI, qui est
a la fois plus stable et plus soluble, ou encoseadenplexes possédant des ligands bidentates
tels que le Pd(dppe)&IPd(dppp)d ou le Pd(dppf)Gl

A noter également que les ligands phosphanes righadectrons et/ou stériquement
encombrés comme letB(); facilitent la dissociation du complexe Pd (Il)tiai pour former
I'espéce active Pt, ainsi que I'addition oxydante de RX, ce qui permiahs certains cas
d’effectuer le couplage & TA sur les bromures darcines benzéniques désactitfés

Nous avons dans un premier temps effectué le agaptle Sonogashira du 1,3,5-
tribromo-2,4,6-trifluorobenzen26 avec I'alcool propargylique ou sa forme protégéetydée
(Schéma 3-39 et Tableau 3-18).

F Catalyseur RO™ ¥ =~ OR
Br Br Cul, Base
OR F F
F F )
Br - | |
Solvant
26 Conditions OR

Schéma 3-39 Schéma de synthése du couplage de Sonogashieamaduit26.

Le premier essai a été réalisé sur l'alcool progapge a 70°C dans le DMF sous
atmosphére anhydre controlée. Dans ces conditianmgactivité est trés faible puisqu’apres
24 h de réaction, le produit de départ n'est pas@mmeé. L'utilisation du dérivé acétylé de
I'alcool propargylique, l'augmentation des propons molaires de catalyseur, de la

température et l'utilisation de base en large extest pas permis d’améliorer de maniére

192p Bertus, F. Fécourt, C. Bauder and P. PNgey. J. Chem2004 28, 12-14.

103 £ Barrios-Landeros and J.F. Hartwij, Am. Chem. Sqc2005 127, 6944-6945 ; T. Hundertmark, A.F.
Littke, S.L. Buchwald and G.C. F@rg. Lett, 200Q 2, 1729-1731.

137



Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

significative les taux de conversion. Dans tousksaucune trace de produit final n’a pu étre

isolée.
Essai Catalyseur Cul R Base Solvant Conditions Résultat
1 PAPPB: o0 mor M 480 EyN 2569  DME 70°C,24n Prodult de départ
1% mol majoritaire

Pd(PPh)4 0 i . Base/PhCH TA, 48 h puis 0 :

2 10% mol 20% mol -Ac, 6 éq EiN (3:1) 40°C, 3 jours 17% Conversion

3 Pd(PPB)s 20% mol -Ac, 4 éq EiN Base Tube scellé, 30% Conversion
10% mol ’ 90°C, 24 h

Tableau 3-18 :Essais de couplages de Sonogashira sur le 1,Brb#trd-2,4,6-trifluorobenzéenzs.

Etant donné les difficultés rencontrées ici supiécurseur bromé, nous avons
décidé d'orienter plutét nos recherches sur sotogna iodé28 qui est théoriguement plus

réactif vis-a-vis des couplages organométalliqualysés par le palladium (Schéma 3-41 et
Tableau 3-19).

Le dérivé mixte perhalogéné est d'abord préparé lpaperiodation du 1,3,5-
trifluorobenzene avec de l'acide orthoperiodiquedd et du Kl dans k5O, selon une
méthode décrite par Mattetff On obtient I'analogue iodé du 1,3,5-tribromo-2;4,6
trifluorobenzén&7 avec un rendement convenable (Schéma 3-40).

F F
H,S0O, conc. | |
_— >
F £ HslOg/KI F F
74% '
28

Schéma 3-40 Periodination du 1,3,5-trifluorobenzeéne.

Les premiers essais ont été réalisés avec l'alpompargylique dans la pipéridine
utilisée a la fois comme base et solvant. Cependasg conditions ont donné lieu a la
formation d’'un mélange complexe de composés danglaous n'avons pas réussi a obtenir
le produit attendu méme en activant la réactionraiexo-ondes.

194 L. Mattern,J. Org. Chem.1983 48, 4772-4773.
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F F F
Catalyseur
y RO % & OR // OR | |
Cul, 20% mol
F Base
F F + F F + F F
| | OR
L = / I I I
Solvant
28 Conditions OR OR OR
‘R= produit produit
29: R=TBDMS de dicouplage de monocouplage
Schéma 3-41 Schéma de synthése du couplage de Sonogashieaaduit28.
Essai Catalyseur R Base Solvant Conditions Résultat

Pd(PPB),Cl,  -H, 6 éq TA, 48 h

1 10% mol Pipéridine Base + PPh, 10% mol Echec

5 Pd(PPB).Cl, -H, 3 éq Pipéridine, Base Micro-ondes,
10% mol 9 éq 70°C, 1 min Echec
Pd(PPh)4 -Ac, 4 éq Mélange complexe

3 5% mol EGN Base TA, 20h 17% de Monocouplage
Pd(PPh), -TBDMS, 4 éq 50% de Dicouplage

4 5% mol EtsN Base TA, 20 h 11% de29

Pd(PPh).Cl, -TBDMS, 6 éq . o Mélange complexe
5 10% mol iPrNH Base 50°C, 20 h 16% de29

Tableau 3-19 :Essais de couplages de Sonogashira sur le 1,®8et2,4,6-trifluororbenzéngs.

L'utilisation de I'acool propargylique acétylé eplution dans la TEA a température
ambiante conduit également a un mélange complexailieu réactionnel mais nous avons

pu isoler 17% du produit correspondant a une r@acte monocouplage.

Le produit de monocouplage solubilisé dans le G¥St caractérisé en RMM par
deux singulets situés a 2,2 ppm et 5 ppm d’intémgratrespectives 9H et 6H correspondant
aux signaux OAc et CHD respectivement. Etant donné que le composé dartdép8
solubilisé dans le CDGJ posséde un signal unique en RMY situé & —69 ppm, on a pu
conclure qu'il s'agissait bien du produit de monaaiage & partir du spectre RMRF qui
comporte lui deux singulets situés a —67 ppm etpgBb d’intégrations respectives 1F et 2F.

L'utilisation de [lalcool propargylique protégé pale groupement tert-
butyldiméthylsilyle (TBDMS) dans la TEA conduit & unélange complexe de composés

dans lequel on a réussi a isoler et identifier tedpit de dicouplage obtenu avec un
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rendement de 50% et le produit atter®iobtenu lui avec un rendement tres faible de

seulement 11%.

Le produit de dicouplage solubilisé dans le CD&it caractérisé en RMM par les
singulets a 4,4 ppm, 0,9 ppm et 0,1 ppm d’intégretirespectives 6H, 27H et 18H qui
correspondent aux protons €b5i, CHSi ettBuSi du groupement protecteur TBDMS. C’est
en réalité la présence des deux singulets différgmtle spectre RMAF situés & —102 ppm
et —84 ppm intégrant respectivement 1F et 2F quinpgent d’affirmer que la structure

obtenue résulte d’un dicouplage.

Le compos&9 solubilisé dans le CDgposséde les mémes signaux que le produit de
dicouplage sur le spectre RMM mais présente seulement un signal en RNVMsitué a
—100 ppm signifiant que les atomes de fluor omh&ne environnement et que I'on a bien la
structure du composé résultant du triple couplag8ahogashira.

Nous avons voulu essayé d’améliorer la préparationdérivé 29 en chauffant le
milieu réactionnel a 50°C pendant 20 h en présetioee quantité plus importante de
catalyseur au Pd (Il) et d’'une base plus forte r&gent encombrée mais la encore, nous
formons un mélange complexe contenant pas moinsixdeomposés dont nous isolons
seulement 16% du produit dési@

Ces résultats peu convaincants nous ont amené rigethda nature de l'alcyne
terminal en utilisant le (triméthylsilyl)-acétylemgi est trés souvent utilisé dans la littérature

lors de couplages multiples de Sonogasfi@chéma 3-42 et Tableau 3-20).

Catalyseur ™S F TMS
F Y AN Z
I I Cul, 20% mol
F F Base F F
| ——TMS | |
28 Conditions TMS
30

Schéma 3-42 Schéma de synthése du couplage de Sonogashiraidé 2igavec le (triméthylsilyl)-acétyléne.

195 G, Hennrich and A.M. Echavarrefiet. Lett, 2004 45, 1147-1149 ; J.E. Anthony, S.I. Khan and YbiRu
Tet. Lett, 1997, 38, 3499-3502 and M. Sonoda, A. Inanba, K. Ithhard Y. TobeOrg. Lett, 2001 3, 2419-
2421 ; G. Hennrich, V.M. Lynch and E.V. Ansly@hem. Eur. J.2002 8, 2274-2278.
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Essai Catalyseur Alcyne Base Solvant Conditions Résultat
Mélange de produits
Pd(PPh)4 o Base/THF (Rf proches)
1 1% mol 4,5eq iPrNH (1:2) Reflux, 48 h +
Produit homocouplage
Pd(PPK).Cl, 3,3 éq Base/DMF Mélange de produits
2 10% mol EGN (1:1) TA, 24h (Rf proches)
] 33% de30
3 PAPPBCL 4eq  gn gase TA, 20 h +

0,
5% mol Produit homocouplage

Tableau 3-20 :Essais de couplages de Sonogashira du dé8waéec le (triméthylsilyl)-acétyléne.

Le premier essai réalisé au reflux d’'un mélaryeNH/THF (1:2) pendant 48 h avec
1% mol de catalyseur a conduit a la formation diuélange de composeés délicats a séparer
qui correspondaient aux difféerents intermédiairésultant de couplages partiels de

Sonogashira du produit triio@s3.

On a aussi observé la formation non négligeabla damposé trés apolaire issu de la
réaction d’homocouplage des alcynes terminaux. Afncompléter les trois couplages de
Sonogashira, nous avons mené I'expérience danselange EfN/DMF (1:1) en augmentant
la quantité de catalyseur a 10% mol avec du Pd)RBlh mais ces conditions ont conduit
également a la formation de mélanges.

On a tout de méme réussi a obtenir le produit SauBA avec un rendement faible de
33% en travaillant directement avec la TEA commieasd. Nous observons toujours dans
ces conditions la formation importante du prodtitodhocouplage de l'alcyne terminal. Le
produit 30 est lui caractérisé par son seul singulet & Of8 pp RMN'H correspondant aux

protons MeSi mais aussi par son singulet & —99 @pRMN*°F.

Cette stratégie de synthése bien que séduisartteéerie a montré toutes ses limites.
Il semble en effet que la polyfonctionnalisatiomm’aromatique par couplage de Sonogashira
se heurte a des problémes d’encombrement stérigyeura. Ceux-ci peuvent notamment
limiter considérablement les vitesses d’insertiarpdlladium dans la premiere étape du cycle
catalytique. Les réactions parasites d’homocouptiigieynes prennent alors le pas sur la
liaison aryle-alcyne. Cette contrainte et les fsbtendements obtenus nous ont obligé a

imaginer une nouvelle stratégie de synthese.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

C. Stratégie de synthese basée sur le mésitylene

1. Préparation du précurseur clé et introduction de chaines alkyles
hydrophobes par SN,

Nous avons donc envisagé de préparer un intermédia@xabromé issu d'un
enchainement de réactions de bromation du méstydeton une méthodologie décrite dans
la littératuré®, & partir duquel nous pourrons introduire facilemedes nucléophiles par
réaction SN sur les positions benzyliques avant d’effectuee sumbstitution nucléophile

aromatique par des anions thiolates (Schéma 3-43).

Br
] Bromation
Bromation  Br Br penzylique Br Br
—————————— > R
Br Br
Br Br
32

Nu Nu

Mésitylene

Br Br SN RS SR
Nu Nu Nu Nu

Br SR

Schéma 3-43 Stratégie de synthése envisagée a partir du marsityl

Dans un premier temps, nous avons effectué la hiomdu mésityléne au reflux du
1,2-dichloroéthane pendant 1 h avec dplBuide en présence d’'une quantité catalytique de
FeCk. Le composé tribrom81 a été obtenu par recristallisation a chaud da@H€El; avec
un rendement de 78%. La bromation benzylique duposéB2 est ensuite effectuée selon un
processus radicalaire. Pour cela, la réaction estuwite au reflux du 1,2-dibromoéthane
(Tep = 132°C) pendant 48 h avec un exces depBur donner apres recristallisation a chaud le

deérivé32 avec un rendement de 83% (Schéma 3-44).

Br
CI/\/CI Br Br Br/\/Br Br Br
Reflux, Br, Reflux, Br, Br Br
FeClj; cat. Br 83% Br
78% 31 32

Schéma 3-44 Séquence réactionnelle conduisant au composé lwerabs.

1% G, Hennrich,V.M. Lynch and E.V. AnslyGhem. Eur. J.2002 8, 2274-2278.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

Le chauffage induit la coupure homolytique des mualés de Br pour former des
radicaux Bt qui viennent ensuite capter les protons des pasitbenzyliques pour générer un
radical stabilisé par le cycle aromatique et libéhe HBr gazeux. L'association des radicaux
benzyliques avec le brome propage la réaction etldb au compos82 constitué de trois
groupements bromométhyles B4, caractérisés en RMM dans le CDGl par un singulet
unique a 4,9 ppm.

Nous avons ensuite fonctionnalisé le cycle parfdestions ester par réaction $Bn
utilisant du mercaptopropanoate de méthyle. Lest&ie83 est obtenu avec un rendement de
57 % via une réaction SNu dérivé hexabrom@2 par les anions thiolates résultant de la
déprotonation du mercaptopropanoate de méthyle dwé8uUOK dans une solution de DMF
chauffée a 80°C (Schéma 3-45).

0

Sf\%J\
2 OMe

Br

O
Br Br MGOJJ\/\SH

Br Br
N 0 0
o s S
Br Br tBUOK MeOJ\MZ T\/)J\ OMe
Br DMF, 80C Br 2
32 S57% 33
0

/H;H s SJ?E:/OMe
Base
~ )O%S? Sgai

DMI MeO OMe
2 2

Conditions SM
7

Schéma 3-45 Schéma de synthése de la formation du tri&3er

Cependant, nous n‘avons pas réussi a substitueroheposé33 par les thiols
aliphatiques dans les conditions habituelles dectigda Aprés 48 h de réaction sous
atmosphere d’argon, nous récupérons uniqguementldfide de I'octanethiol. Nous avons
testé des conditions de réaction réductrices disautt le méme exces d’octanethiol et de
NaBH, (4,5 éq) dans le DMI. Dans ces conditions, nousrans majoritairement du produit
d’oxydation disulfure dissymétriquegi,;S-SCHCH,CO,Me. La structure de ce composé a
pu étre confirmée grace aux expériences RWMNet RMN °C. Sur le spectre RMRH du
dissulfure dans le CDg;lles signaux entre 0,5 ppm et 2 ppm corresporalenprotons de la

chaine alkyle. Les trois triplets entre 2,5 et@& correspondent aux signaux meéthylenes en
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

a des atomes de soufre et de la fonction ester gy Le singulet déblindé a 4,7 ppm

correspond au groupement méthyle de la foncticer éstgure 3-21).

. . KJ&

N

)

. g ey y SN — -
b 5 ) 5 4 3 2 4

Figure 3-41 :Spectre RMNH dans le CDGldu disulfure dissymétriquegB,;S-SCHCH,COMe.

A noter également que la disparition du singulaiésia 4,3 ppm correspondant au
méthyléne ArCHS sur le spectre RMNH et des signaux caractéristiques des carbones
aromatiques situés a 130 et 139 ppm sur le spRétife **C pour le compos83, confirment
bien que le produit ne comporte pas le cycle armmatet que lI'on a le disulfure
dissymétrique.

Pour introduire les fonctions polaires sur l'aroia¢, nous nous sommes alors
orientés vers la fonctionnalisation par des growgrgsmalcool de la position benzylique. Ces
alcools benzyliqgues permettront en effet, de caoupticacement les fonctions polaires des
tripodes amphiphiles via des liaisons glucidiquesies liaisons éther. Pour cela, nous avons
substitué les atomes de Br du dérBZpar des anions acétates a 80°C dans le DMF pour
obtenir le composé 1,3,5-tris(acétoxyméthyl)-2 iffromobenzéne34 avec un excellent

rendement de 96% apres recristallisation a chand BEOH (Schéma 3-46).

Br OAc
Br Br AcOK Br Br
Br Br pwmF,80C  AcO OAc
Br 96% Br
32 34

Schéma 3-46 Schéma de synthése de la formation du composedgéis(xy)34.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

A partir du compos84, nous avons realisé une réaction de,3Mec le méme excés
(6 ég) detBuOK comme base et d’octane thiol & TA pendant lfahs le DMI mais ces
conditions ont conduit a la formation des dérivésus de la substitution nucléophile
aromatique et de la substitution en position begagl des acétates (Schéma 3-47). Il est a
noter que cette réaction n’est absolument pas taédepuisqu’elle entraine également la

déprotection partielle des acétates par transtsadion.

OAC OH OH
S S S S
Br Br DMI, tBuOK _ \6/)/7 \(\/)/7 , \M7 \(\/)/7
S S S OH
AcO OAcC /HYSH \6/77 \b/)/7 \b/)}
S S
s; o, o,
A B

Schéma 3-47 Schéma de synthése de la,Stu dérivé34 conduisant & un mélange des composés A et B.

Le composéA est caractérisé en RMM (Figure 3-22) par le doublet & 5,3 ppm et le
triplet & 3,3 ppm d’intégrations respectives 2Hldtqui correspondent au motif GBIH de la
fonction alcool libre. La substitution de deux grements OAc par des thiolates d’octyle se
traduit sur le spectre par le singulet a 4,6 ppie étiplet a 2,65 ppm tous les deux intégrant
4H qui correspondent aux signaux Arg&Het ArCHSCH, respectivement. Le triplet a 2,9
ppm (6H) correspond aux signaux méthylenes ArgiSsus de la SQ.

m—
w
N
w
o

Figure 3-43 :Spectre RMN'H du composé\ solubilisé dans le CDgI

145



Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

Afin d’éviter ces réactions parasites, nous avamsverti le triacétat84 en triol 35
selon les conditions de Zempthavec du MeOH distillé et une quantité catalytigie
MeONa (Schéma 3-48).

7
OAc
SJ/\)\
Br Br
MeOH Br DMI tBuOK HO OH
cO OAC MeONa cat. 7 7
Br Quantitatif

96% OH

35 36
Schéma 3-48 Schéma de synthése conduisant a la formation all88i

A noter que l'intermédiaire cl85 est facilement synthétisé a grande échelle avec un
rendement global de 59% a partir du mésitylénensefe voie de synthése en quatre étapes
ne nécessitant aucune purification par chromatdggamais uniquement des procédés de
cristallisation et/ou de précipitation. Cette vdie synthése a permis d’obtenir un lot de 90 g
du compos&5.

Le compos&5 solubilisé dans le DMSO deutéré comporte en RiiNleux singulets
a 4,9 ppm et 5,3 ppm correspondants respectiveawentnéthylenes CHDH et aux protons

des fonctions alcools (Figure 3-23).
OH

HO OH

Br
35

J L
Bl e

Figure 3-45 :Spectre RMN'H dans le DMSO deutéré de l'intermédiaire 8%
Le dérivé35 a permis d’accéder au thioéttgg avec un excellent rendement de 96%

via la réaction de SN des thiolates d'octyle générés avectBaiOK dans le DMI. On
retrouve sur le spectre RMN du compos&6 le doublet & 5,3 ppm et le triplet & ~ 3 ppm

107G, ZemplénChem. Ber.1927, 60, 1555-1564.
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correspondant aux substituants LOH ainsi que le triplet a 2,9 ppm intégrant 6H qst
attribué aux trois methylénes ardes atomes de soufre. Les signaux compris ergénepin et

1,6 ppm correspondent aux trois chaines octylau(Eig-24).

AN
HO OH7
g N
OH
36

o
o
e
W
o=

Figure 3-47 :Spectre RMNH du triol 36 solubilisé dans le CDgI

2. Introduction des tétes polaires et création dealségrégation faciale
sur le noyau aromatique

a. Essais de fonctionnalisation a partir du triol &

Nous avons ensuite tenté une réaction de O-alaylatiu triol 36 dans le THF en
présence de NaH a 60% et un exces de bromoacétaest-hutyle (6 €q) pour former le

triester correspondant.

De maniére surprenante, méme aprés un chauffagengéo au reflux du milieu
réactionnel pendant 3 jours, on obtient aprésdiéement usuel un mélange de composés
issus de la substitution partielle du bromoacéiatert-butyle par les anions alcoolates dans
lequel on récupére également une proportion nohgeadple du produi86 n’ayant pas réagi.

A noter que le remplacement du THF par du DMF leauffant la solution a 100°C n’a
apporté aucune amélioration significative de l&tiéa de SN(Schéma 3-49).
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7

oH s ; QCJ)\ SN
r
otBu (BuO OtBu
_ S s
w\ - m7 J«\)E\[C]J/
NaH 60% s s
A, THF ou DMF S/\n/OtBU
o)

Schéma 3-49 Schéma de synthése de la réaction de Williamsdria 86 sur le bromoacétate dert-butyle.

Ce résultat semble indiquer une faible réactig@s fonctions alcool benzylique. Nous
avons cependant testé une réaction de O-glycamyldti triol36 en présence d’acétobromo-
glucose et de Hg(ChYans les conditions de Helfert€h(Schéma 3-50).

Acide

A S R B R

Me Me

anomere 3

Schéma 3-50 :Mécanisme de O-glycosylation selon Koenigs-Knormirent la participation du groupement
acétyle en position 2 conduisant a la formatioriestee de 'anomerg.

Pour cela, nous avons d'abord préparé le bromutétoe O-acétyl-D-glucopyrano-
syle 38 selon une séquence réactionnelle de deux étapagiade D-glucose en réalisant la
peracétylation des fonctions alcools suivi de lantation de la position anomérique avec un
mélange acide HBr/AcOH (Schéma 3-51).

OH OAc OAc
0 HCIO4 & 60% 0] AcOH 0
HO >
OH Ac,0 OAc HBr/AcOH a 30% OACBr
D-glucose 95% anomere B > 95% 89% 38
37

Schéma 3-51 Séquence réactionnelle conduisant a la formatiotétla-O-acétyl-D-glucopyranosyle8.

Nous avons donc mis en réaction le tB6len solution dans I'acétonitrile distillé avec
le méme exces (4,5 éq) du dérivé bromoglucopyrda@8et de catalyseur anhydre Hg(GN)
pendant 24 h a température ambiante. Cependantooe#ions ont conduit a la formation

108 B Helferich, E. Schimitz-HellibrechChem. Ber.1933 66, 378-383 ; B.L. Helferich, S. WinkleBer,
1933 66B, 1556-1558.
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d'un mélange complexe de composés dans lequel rwams seulement pu isoler

difficilement 20% du produit de mono-O-glycosylatigerement impur (Schéma 3-52).

OAc
7 7
AcO,, ~OAC
OH S/W\ MS . R
OAc Hi,,
MeCN
7 OH7 + ACO Q —— 7 © 7 OA
c
A s*N AcO oAb HICN): A N
Br
OH 38 20% OH
36 Produit de mono-O-glycosylation

Schéma 3-52 Schéma de synthése de la O-glycosylation du36ol

En RMN 'H, on retrouve le triplet & 3 ppm des fonction®als CHOH intégrant ici
pour seulement 2H et un doublet tres déblindé @pnT d’intégration 1H ayant une constante
de couplage) = 9,5 Hz caractéristiqgue d’'un proton anomériquepesitiona. On observe
également tous les signaux multiplets caractétiesqu saccharide entre 3,5 et 5,5 ppm, les
singulets a 2,1 ppm des acétyles ainsi que lesgigoorrespondant des chaines octyles entre
0,9 et 1,7 ppm.

A ce stade, il était possible d’approfondir noshexches en faisant varier les
conditions opératoires de la réaction soit en niadlifla nature du catalyseur (BEtO,
ZnCl,, ...), en choisissant une autre méthode de O-gjjyation comme celle utilisant les
trichloroacétimidates de Schmitftou encore en activant la réaction par des ultsasondes
micro-ondes, mais il nous paraissait difficile e réaliser efficacement une triple O-
glycosylation du trioB6.

Nous avons ensuite tenté de faire réagir les fonstalcools du triaB6 par une triple
réaction de Mitsunobu par le couple BBPX:AD et du mercaptopropionate de méthyle mais
ces conditions ne nous ont pas permis de formeiekter39 attendu (Schéma 3-53).

7 7

OH Sk\)\ o Sk\)\
~_-CO,Me 2 2

OH HS _ Meo,c s s™co,me
7 7 7
PPh; DEAD 2
OH * s co,me
36 39

Schéma 3-53 Schéma de synthése de la réaction de Mitsunoble sunl 36.

199 R.R Schmidt and J. MicheAngew. Int. Ed. Engl198Q 19, 731-732.

149



Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

b. L’'intérét inattendu d’'une simple réaction de méglation

Nous avons alors activé les fonctions alcool parsylaion pour effectuer des
substitutions nucléophiles en position benzylig@eur cela, le triol36 solubilisé dans du

CH.CI, distillé est mis en réaction a froid avec du dmterde mésylate en présence de TEA

(Schéma 3-54).

7

on sN o sk
5C, CH 2c:l2 ol
g k\)\ MsCI/EtN /k\ﬂs SJ(/\)\7

83%
cl
40

Schéma 3-54 Schéma de synthése de la réaction du 3iavec du chlorure de mésylate.

Durant I'expérience, on observe rapidement la dispa du produit de dépaB6 mais
il se forme un mélange complexe comportant pas snsix composés plus apolaires que le
triol 36 lors du suivi CCM. Ce mélange se simplifie au sodn temps apres trois jours de
réaction a TA pour conduire de maniére surprenaxtiusivement a un produit treés apolaire

correspondant au composeé trichd@eavec un rendement de 83%.

7
Cl S’P\)\
cl (
Py NN
Cl
40
1 JL_ N .

Figure 3-49 : Spectre RMNH dans le CDGldu composé trichloré40.
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En effet, on s'attendait & voir apparaitre surdectre RMN'H du produit isolé les
signaux caractéristiqgues de groupements mésyled€3@Hs;, c’est a dire le singulet blindé a
2,9 ppm des méthyles ainsi que le singulet débland&8 ppm des méthylenes situés entre le
noyau aromatique et les groupements mésylates @Mbeu de cela, on constate la présence
d’un seul singulet déblindé a 5,5 ppm semblantespondre a des groupes chlorométhylénes
(Figure 3-25).

Ce résultat suppose que l'intermédiaire mésylate gormé dans le milieu réactionnel
subit une réaction de substitution par les ionrcines générés lors de la mésylation
(Schéma 3-55).

OH SR OH SR OH SR

CI—S~CH3
O Et OMs MsO
') — Q' + Et3NH cr®
SR

Schéma 3-55 Mécanisme réactionnel expliquant la formation duveétrichloré40.

Cette réaction « parasite » s’est en fait révetSemielle puisque le dérivé trichlate
ainsi obtenu avec un excellent rendement est éa&if vis-a-vis de toute réaction SNLes
réactions effectuées en présence de plusieurs aminilés s'effectuent rapidement en
seulement quelques heures a TA dans le DMF (ScBenga.

7 7
CN s ol S/@\)\ S/P\)\
NMe;/MeOH ® ®
Cl a 25% MesN NMe;
L M\ “NacN L Y Y A~
91% S S
88% "
Cl €3
41 ®
DMF NaN,
7 AcSK DMF 7
SAc s’w\ 85% 97% N3 S’W\
SAc N
PN W~ T NN
S S S S
SAc N3
42 43

Schéma 3-56 Schéma de synthése de la réaction dedgNdifférents nucléophiles sur le dérivé trichléoé
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c. Préparation des dérivés tripodes faciaux de typeicarboxylate

Suivant cette méthodologie, nous avons substitwité trichloré40 dans le DMF
par les anions thiolates du mercaptopropionate d¢hyle générés a partir dBuOK
(Schéma 3-57).

7
cl sj(\)\7 AN
Cl DMF, tBUOK Meozc“b\lzz:, S/NCZZOZMe
g SJ/\)Z HS/\/COZM(; G SJ/\)J
Cl 40% SHEOZMe
40 39

Schéma 3-57 Schéma de synthése conduisant a la formation ektdr89.

Ces conditions conduisent effectivement & la foionadu produit attend®9 mais
I'étape de purification est délicate pour isolecteamposé bien pur et cela avec un rendement
de seulement 40%. Ce rendement s’explique par lmdion de produits secondaires
d’oxydation du thiol méme sous atmospheére inertgrotée.

Afin de pallier ce probleme, il est possible deliger une thioalkylation en formant
une liaison C-S a partir du thiol protégé sous fode thioacétate RSAc. La méthode consiste
a générer un anion thiolate intermédiaire et diaile réagir « one pot » sur un halogénure
d’alkyle ou un accepteur de Michael tel qu'un cos¥aarbonyléx,B-insaturé, permettant
ainsi de contourner les problemes reliés a I'oxpdades thiols en disulfures.

La réaction nécessite la plupart du temps l'actitume base plus ou moins forte
(EtsN, NaOH, CsCQ;, ...) utilisée en exces pour effectuer la réactiendéacétylation et
générer l'anion thiolate. Cependant dans ces donditbasiques, la formation de pont
disulfure est inévitable. Dans la littérature, etrauve différentes méthodes notamment une
utilisant des conditions réductrices avec du NaBHou une autre combinant & la fois un
réducteur et une base (NaBNaOH) dans EtOH & TA™ La procédure a été simplifiée au
laboratoire en utilisant simplement du NaB¢h solution dans le MeOH anhydre. L’action du
NaBH, génére lors de la réduction du thioester I'anluolate qui peut réagir sur I'accepteur
de Michaet*?,

110 A L. Braga, H.R. Appelt, P.H. Schneider, C.C. 8ita and L.A. Wessjohanifetrahedron Asym1999 10,
1733-1739.

1y, Fall, O. Diouf, G ; Gomez and T. Bolafidet. Lett, 2003 44, 6069-6072 ; Z. Gandara, O. Diouf, G.
Gomez and Y. FallTet. Lett, 2007, 48, 6735-6737.

112\, Abla, G. Durand and B. Pucdi, Org. Chem.2008 73, 8142-8153.
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Suivant cette méthodologie, nous avons effectuédation d’un thioacétate analogue
au composé?2 portant des chaines hydrocarbonées en C12 staaig@dte de méthyle dans
un mélange anhydre THF/MeOH (2:3) en présence Hitge exces de NaBH6 éq) sous

atmosphere d’argon (Schéma 3-58).

11 11
sac 5N THF/MeOH K
(2:3) 2 5
SAc  NaBH, Meoj(“s s OMe
11 11 —>» 11 11
2 _OMe
SAC O s*\)\n/

61% 44 O

Schéma 3-58 :Schéma de synthése conduisant au trie$devia une addition de Michael sur I'acrylate de
méthyle.

Ces conditions ont permis de former et d’isolailéanent le triested4 pur avec un
rendement satisfaisant de 61%. Le compbéé&olubilisé dans le CDglest caractérisé en
RMN *H (Figure 3-26) par la présence d'un singulet agm intégrant 9H correspondant
aux groupes méthyles des fonctions esters ainsipquele singulet situé a 4,6 ppm qui
correspond aux protons ArGSl situés entre le noyau aromatique et les atomesufee. Les
triplets entre 2,6 ppm et 2,9 ppm sont attribués raathylenes ex des fonctions esters ou

des atomes de soufre.

WO
MeO\n/N;n 511 2 _OMe
0 g 51(2\)\ 0 g
S/e\;\n/OMe
44 o

k1

Yl

§.840
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o
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~e
e
I

Figure 3-51 : Spectre RMN'H du composé4 solubilisé dans le CDgI

153



Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

A partir du triesterd4, nous avons voulu effectuer la saponification tesctions

esters dans différentes conditions (Schéma 3-%8ldeau 3-21).

11 11
, S/N\ ) Solvant , S/N\ ,
MeO\[(NS S/P\)\[(OMG Base HO\[((/\)\S Sk\)\[(OH
11 11 > 11 11

O g K © Conditions O g g ©

2 2

OM

o g

44 o 45 o

Schéma 3-59 Schéma de synthése de la saponification du triddter

Essai Base Solvant Conditions Résultat

1 NaOH 1 M, DMF/NaOH,q 1M TA, 24 h puis  Saponification
20 éq (1:1) 50°C, 12 h incomplete

5 KOHO0,5M, MeOH/KOH,q0,5M Micro-ondes,  Saponification
3,3 éq (1:1) 50°C, 20 min incompléte

3 KOH 0,5 M, MeOH/KOH,,0,5 M/THF  Ultrasons, Saponification
3,3 éq (2:2:1) 50°C, 30 min incomplete

4 KOH 0,5 M, KOHaq 0,5 MITHF (3:2) Ultrasons,  Mélange difficile

10 éq 50°C,2h a séparer

Tableau 3-21 :Essais de saponification du prodtétdans différentes conditions.

Le premier essai a été réalisé dans un mélangedwm (1:1) de DMF et de soude
aqueuse a 1 M. Cependant, on constate lors du eni\CCM que la saponification est
incomplete apres 24 h de réaction a TA et mémede ¢hauffage a 50°C.

Cette premiére observation nous a amené a testgréfience avec une solution de
KOH 0,5 M et de MeOH en activant la réaction auxnmiondes. Ces conditions ont conduit
également a la saponification partielle des fomstiesters.

L'utilisation d'un mélange ternaire de solvant Me®RO/THF (2:2:1) pour
améliorer la solubilité de I'ester et I'utilisatiales ultrasons n’ont pas permis d’optimiser la
réaction. On observe toujours la présence d'unatgéade triester nayant pas réagi en fin
d’expérience apres 30 minutes de réaction.

Finalement, nous avons réussi a consommer enti@teleeproduit de départ en

travaillant avec un excés de KOH 0,5 M (10 éq) damsnélange bD/THF sous l'effet des
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ultrasons a 50°C pendant 2 h mais on récupérenetidkpérience un mélange de composés
délicat a séparer.

La réaction de saponification étant difficile a lig&r, nous avons alors choisi de
protéger les fonctions acides par des groupdsbutyle qui peuvent étre clivés en milieu
acide (TFA/CHCI,) (Schéma 3-60).

SAc S%)il THIZN:ISOH NG
SAc  NeBH, tBuo s OBu
/H /M\ /\n/OtBu M
SAC o) OtBu

71%

Schéma 3-60 Schéma de synthése de la réaction de Michael ceantiLa |'estetert-butylique46.

L’addition des thiols sur l'acrylate deert-butyle est réalisée avec un rendement
satisfaisant de 71%. Le triestert-butylique 46 solubilisé dans le CDgbosséde un spectre
RMN 'H quasi identique & celui de son analogdea I'exception du singulet des esters
méthyliques a 3,7 ppm qui est remplacé par un &hdees blindé a 1,5 ppm caractéristique

du groupementert-butyle.

A partir du composé6, nous avons essayé logiquement de cliver les groapts
tert-butyle dans un mélange acide TFA/LH (1:9) mais ces conditions ont conduit a la
formation d’'un mélange de composés. A partir denédange, le triacidd5 a été isolé avec
un rendement de seulement 18 % sous la forme diuihe

En effet, ces conditions acides drastiques (pKa HA,2) permettent bien de
déprotéger les acides carboxyligues en libérantlidebutene gazeux mais il semble
eégalement que le TFA soit capable de protonerriatale soufre des thioéthers aliphatiques
et de cliver la liaison C-S. Son énergie est nedatient faible (272 kJ/mol) par rapport a son
homologue éther (o = 357 kd/mol).

Ce clivage conduit ainsi a la perte des substituaomportant les fonctions acide
carboxylique. Afin de limiter cette réaction patasinous avons utilisé un acide moins fort,
I'acide formique (pKa = 3,8) en solution dans du,CH a TA, ce qui nous a permis d’obtenir
un rendement satisfaisant de 47% tout en simplifiétape de purification (Schéma 3-61).
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1
2 S
s NS H,0
tBuO 2 2 _OtBu o~ o
s S5 o=/ 170
O g KN O o
2
OtBu
S
Sk\)\ﬂ/ S V
46 O /S/,' W

e S_S

CHyCl, H\H/OH S
47% o)
11
Sk\)\

HO 2 2 oH CHClz/Tampon TRIS pH 8
Sl b
O g g © NiCl,.6H,0
S /@\)\F(OH Quantitatif
45 @)

47
Schéma 3-61 Schéma de synthése du triacitfeayant conduit a la complexation d’ions’Ni

L'identification du triacide47 en RMN'H est aisé puisque I'on constate la disparition
du signal a 1,5 ppm correspondant au miaif-butyle et I'apparition d’'un singulet large

fortement déblindé a 9,7 ppm intégrant environ 3tactéristique des protons d’un acide
carboxylique (Figure 3-27).

11

S/P\)\

HO 2 2 OH g
o) o)
/P\)\S Sk\)\
2
OH
Sk\)\m
45 o)

Figure 3-53 :Spectre RMNH du triacide45 solubilisé dans le CDgI
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A noter que le triacidd5 est capable de complexer des ion$ Kh utilisant la méme
procédure que celle du PhHFENTAZNivoir Chapitre 2). De la méme maniére, le complexe
47 a été minéralisé puis dosé par spectroscopie afptisn atomique, ce qui nous a permis
de confirmer la complexation des ions*Npar les trois fonctions acide carboxylique. Cette
complexation du nickel démontre également la distion des trois fonctions carboxylate sur
une face du noyau benzene, et corrobore I'hypottdésaéépart de ségrégation des fonctions

polaires et apolaires sur les deux faces du benzene

d. Préparation de tripodes amphiphiles faciaux déxés de résidus
TRIS

Nous avons ensuite poursuivi notre travail vergi@paration de tripodes faciaux
amphiphiles, en introduisant dans un premier tesypsnotre dérivé trichlord0 des tétes
polaires neutres polyalcooliques dérivées du TRIS.

Pour cela, nous avons décidé d’abord de prépareortgposé48 qui est facilement
obtenu en deux étapes (Schéma 3-62).

OH

H,N
OH
4 OH
b CHyCly, 0T

HS\/\H/O TrS\/\n/OH OH . Trs\/\ﬂ/N\g/OH

o TrCl o) EtOH, 50C o on
94% EEDQ
83%

48

Schéma 3-62 Schéma de synthése conduisant a la formation dLitthylé 48.

A partir de l'acide 3-mercaptopropanoique, on pyetéa fonction thiol par un
groupement trityle en présence de chlorure dddrayfroid dans le C¥Cl,. Le thiol tritylé
qui précipite dans le milieu réactionnel est ispd& une simple filtration et mis en réaction
dans EtOH a 50°C en présence d’'EEDQ et du TRISe#\ga h de réaction, le compak®
est récupéré par précipitation avec un rendeneg86eo.

Nous avons donc déprotégé le groupement trityleoa favec un mélange acide
TFA/CHCI, (2:8). La solution prend rapidement une colorajemme signe de la formation
du carbocation PE*. Aprés 2 h, on ajoute du $&iH jusqu'a décoloration du milieu
réactionnel pour protoner le carbocation et fordeegroupe triphénylméthane. Le milieu

réactionnel est concentré puis repris dans le DM¥Fsolution est tout de suite purgée et
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dégazée avec de l'argon avant d’ajouter un excetBdOK afin de générer les anions
thiolates.

Logiqguement, les conditions de I'expérience ontdeoha la formation d’'un meélange
complexe de composeés difficile a séparer aprés @4 teaction a partir duquel nous n’avons
pas réussi a isoler le produit attendu (Schéma)3-63

H OH
S N
(0]
OH OH

48
OH
TFA/CH,Cl,, 0T HN

(2:8) . OH
puis EtzSiH . HO
cl S/@\)\ o) s S
H ©OH HO M~
HS\/\H/N OH ™ Cl DMF H S
7 7 OH NN TN
o) A g N 7 T tBuok s
OH
Cl
NH
OH
OH OH

Schéma 3-63 Schéma de synthése testé pour préparer un trippgliphile composé de tétes polaires TRIS.

Nous avons alors tenté la stratégie préecédemmiset @m place consistant a realiser
une addition d’'un dérivé thioacétate sur un acecepide Michael. Nous avons donc
expérimenté l'addition 1,4 du thioacétad@ sur un acrylamide. Dans ce contexte, nous
disposons au laboratoire de THAM dont la prépanat déja été reportée dans la
littératuré >,

7
SAC sk\)\
DMF/MeOH
SAC _ @2 _HO s*\)j( OH
v =Y %
S NaBH, OH OH
SAc THAM
42 recristallisé
OH

Difficile a isoler

Schéma 3-64 Schéma de synthése du compé8&ia une addition conjuguée du THAM.

138, Pucci, J. C. Maurizis and A.A. Paviayr. Polym.J1991, 27, 1101-1106.
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bY

Le THAM purifié par recristallisation a chaud dafiStOH est mis en réaction a
température ambiante avec du NaB#h exces (4,5 éq) en présence du thioacdtten

solution dans un mélange DMF/MeOH (1:2) (Schémd)3-6

Aprés 24 h de réaction et traitement du milieu tiéanel, le spectre RMNH du
résidu solubilisé dans le CDLtonfirme bien que la réaction a eu lieu. On olsdey
disparition des signaux caractéristigues des groepés thioacétates SAc situés a 2,4 ppm.

Cependant, il est difficile d’isoler le compo4@par chromatographie sur gel de silice.

Nous avons réussi toutefois a purifier le prodd@ via une chromatographie
d’exclusion de taille Sephadex LH-20. Grace a céttghnique, nous avons pu en effet
préparer le composd9 avec un rendement satisfaisant de 67% en modiégatement
légérement les conditions de I'expérience en regapiasimplement le DMF par du THF
(Schéma 3-65).

7
sac 5N

4 OH  THF/MeOH

SAC N (3:2) HO Sk\)\ﬂ/ OH
7 7+ /\[( OH ——>
A g N ) NaBH, OH OH
OH 67%
SAc
42 OH

Purification par Sephadex LH-20 (MeOH)

Schéma 3-66 Schéma de synthése d’obtention du tripdél@ia une purification par Sephadex LH-20.

Malheureusement, le compo4@ est tres peu soluble dans I'eau méme en chauéant

solution a 50°C et ne mousse pas lorsqu’il eséatans 'eau.

Dans ces conditions, nous avons choisi de racgoulacilongueur des chaines
thioalkyles greffées sur le noyau aromatique suil@méme meéthodologie pour modifier la
balance hydrophile-lipophile de ce type de compostesugmenter leur hydrophilie. Un
tripode constitué de tétes TRIS hydrophiles et Haires pentyles hydrophobes a été
synthétisé et caractérisé en RMIN. Malheureusement, méme avec des chaines pluespur

le composeé reste tres peu soluble en solution agué&igure 3-28).
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Figure 3-55 : Spectre RMNH dans le DMSO deutéré du tripode constitué de fERIS et de chaines pentyles.

e. Synthese des composés tripodes amphiphiles fapiaa tétes
glycosylés

I) Réaction de « click chemistry »

Pour augmenter I'hnydrophilie de ces composés, rawams décidé d'introduire des
tétes polaires de nature saccharidique sur ceg#etiss tripode. Puisque la glycosylation
directe semble poser quelques problemes, nous aromsagé pour cela une stratégie basée
sur le concept de « click chemistry".

La "click chemistry" est un concept relativementer qui met en ceuvre les
potentialités des cycloadditions dipolaires pougecr de facon efficace des liaisons
hétéroatomiques entre unités différentes. Sharm@eamsi défini un ensemble de critéres
stricts devant étre remplis par la réaction porg étilisée dans ce contexte. La procédure doit
donner de trés bons rendements a partir d'une graadété de molécules de départ, étre
insensible aux conditions de la réaction notamngefd présence éventuelle d’'oxygene ou
d’eau, étre simple & mettre en oeuvre et faciiitgurification

La notion de "click chemistry" englobe plusieursmibes de transformations
chimiques dont la réaction de cycloaddition 1,3stijfre de Huisgel® entre un azoture et un

alcyne vrai, qui est de loin I'exemple le plus renité dans la littérature. A l'origine, la

141 C. Kolb, M.G. Finn and K.B. Sharplegsagew. Chem. Int. EQ2001, 40, 2004-2021.
15 R. HuisgenPure Appl. Chem1989 61, 613-628.
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cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen est une méthpermettant d’assembler un composé
insaturé (alcyne, alcéne) avec un composé 1,3dalipoflazoture d’alkyle, diazoalcane, nitrile
oxyde) pour conduire a une grande variété d'hééles a 5 ou 6 atomes.

Dans le cas d'un azoture d’alkyle et d'un alcyras, Ia cycloaddition conduit a un
cycle 1,2,3-triazole disubstitué. Cette réactiom n@giosélective et relativement lente,
nécessite des conditions de températures élevéemmguisent généralement a un mélange
disomeres de triazoles 1,4- et 1,5-disubstituéssdales proportions molaires

stcechiométriques (Schéma 3-66).

/N\ 7 N
NN o+ =R, 2= Rl\N} \(N ¢ FONTON
Rl \N\\ - 2 — —
N /\ /\
H R, R, H
triazole triazole

1,4-disubstitué  1,5-disubstitué

Schéma 3-67 Schéma de synthése de la cycloaddition 1,3-digotérHuisgen par voie thermique.

C’est seulement aprés la découverte simultanée indépendante des laboratoires de
Meldaf*® et Sharpless’, sur I'optimisation de la réaction en utilisanteusource de Cu(l)
comme catalyseur, que la réaction de cycloadddmnre un alcyne et un azoture catalysée par
le cuivre (CUAAC) a retenu l'attention et est dewera elle seule synonyme de « click
chemistry ». En effet, la catalyse par le Cu(l)diha une amélioration majeure a la fois de
la vitesse et de la régiosélectivité de la réactjan donne exclusivement la formation de
isomeére triazole 1,4-disubstitué, permettant égant dopérer la réaction dans des

conditions douces et de s'affranchir du chauff&gpdéma 3-67).

S Cu(l) |I\]:N R,
Rl\/N3 + \\/RZ Rl\/N\/)\/

Schéma 3-68 Schéma de synthése de la réaction de cycloaddit@®xipolaire catalysée par le Cu(l) entre un
azoture d'alkyle et un alcyne vrai (« click chemyist).

La réaction est insensible aux conditions de lati@a tant que le Cu(l) est présent et
peut étre accomplie dans un environnement aquewganique avec une grande variété de

solvants a la fois polaires ou apolaires que deesosolution ou sur support solide.

116 c W. Tornge, C. Christensen and M. MeldalQrg. Chem.2002 67, 3057-3064.
17y V. Rostovtsev, L.G. Green, V.V. Fokin and B.khaBplessAngew. Chem. Int. EQ2002 41, 2596-2599.
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La source de Cu(l) peut étre introduite de diffeeenmaniéres. Une méthode
commune consiste a réduire en sels de Qufjtu des sels de cuivre (Il), apportés soit par du
sulfate de cuivre pentahydrate CuSbBL,O ou par l'acétate de cuivre Cu(OAc)
Généralement, la réaction est réalisée dans unngeiBuOH/H,O en présence d'un agent
réducteur en exces, le plus souvent l'ascorbasodiem, le sel de sodium de la vitamine C.
L'oxydation du cuivre métallique est une autre fagde générer du cuivre (l) par
I'intermédiaire d’'un large exces de cuivre en tamenou en poudre bien que cette procédure
nécessite des temps de réactions plus longs ainsigplus grande quantité de cuit’e.

L'utilisation directe des sels de cuivre () estrité comme étant la méthode la plus
sensible aux conditions réactionnelles en raisanégentuelles réactions d’homocouplage des
fonctions alcynes vraies. Cette approche nécelssipeésence d'une base azotée telle que la
TEA, laN,N-diisopropyléthylamine (DIEA), la pyridine ou eneda 2,6-lutidine et la plupart

du temps l'utilisation de I'iodure de cuivre Culmame source de cuivre(l).

CI:ULn-l
R,—==—H ®
2 -H
[CuL,]* R,—=——Cul,4
®
Ns
N~ R RY Ny, ©
N
NH @
Rl +H
R,
0.0
N R N | |
’, W 4) <’
- oN/\
J\I CuLn_l R/N““‘CULn 2
1 1
R,
N X
I
N.. .CuL
l}l n-2
R1

Schéma 3-69 Mécanisme réactionnel de la cycloaddition 1,3-dipel catalysée par le Cu(l) entre un alcyne
vrai et un azoture d’alkyle.

18\ D. Bock, H. Hiemstra, J.H van MaarseveEny. J. Org. Chem2006 2006, 51-68 ; V.O. Rodinov, V.V.
Fokin, M.G. FinnAngew. Chem. Int. EXR005 44, 2210-2215.
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Un mécanisme réactionnel de la CUAAC a été propms@prenant globalement cing
étapes qui sont reportées sur le schéma-5.68

Apreés la perte d’un ligand, le Cse coordine avec les électramde I'acétyléne, pour
abaisser le pKdu proton acétylénique et conduire a la formatleri’acétylure de cuivre. La
dissociation d’'un second ligand sur le complexewere permet la fixation et I'activation de
'azoture d’alkyle qui via I'atome d’azote terminahargé peut venir ensuite attaquer le
carbone central sp de I'acétylure de cuivre, cosahtia un réarrangement du complexe et a la
formation du métallacycle a six centres. La cotiitbacdu métallacycle conduit au dérivé
cuivré triazole 1,4-disubstitué qui apres protamagpermet d'isoler le composeé triazolé 1,4-
disubstitué souhaité et de régénérer le catalyseuauivre.

A noter, qu’il est maintenant établi via des mesucmétiques que la réaction de
CUAAC est du second ordre et dépend notammentate®ntrations de [ICu] et [alcyne}*°,
ce qui laisse présager la participation dans I'd@tiransition de la réaction de plus d'un
atome de Cu du catalyseur. En effet, la base deédowristallographique de Cambridge
indique que 90% des structures d’'un aceétylure deewnt leur triple liaison coordinée a au
minimum trois atomes de Cu, indiquant que les ®estt de l'alcyne sont fortement
impliqués dans la sphere de coordination des ata@&u(l), rendant ainsi le second carbone
partiellement charge.

De méme, le Cul se trouvant majoritairement entswlusous la forme de clusters
Culy, il est possible que I'état de transition précédanformation du métallocycle a six
centres n'ait pas nécessairement I'acétylure ebtie coordinés sur le méme atome de Cu.
Cette possibilité a aussi été indiquée par le tatules études mécanistiques de plusieurs
équipes de rechercté

De ce fait, la réaction de «click chemistry » det’enue une méthode de ligation
efficace et trés générale permettant de greffémasmt des biomolécuf€§ des étiquettein
viva®3, ou encore de concevoir des macromolécules tejles des polyméres et des

dendrimeres?*

19 F. Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V.V. Rostovtsev,. INoodleman, K.B. Sharpless and V.V. Fokin,Am.
Chem. So¢2005 127, 210-216.

120y.0. Rodionov, V.V. Fokin and M.G. FinAngew. Chem. Int. EQR005 44, 2210-2215.

121y.D. Bock, H. Hiemstra and J.H. Van Maarseveenr. J. Org. Chem.2006 51-68 ; B.F. StraubChem.
Commun2007, 3868-3870.

122 A E. Speers, G.C. Adam and B.F. CravattAm. Chem. Sq2003 125, 4686-4687.

123 K [E. Beatty, F. Xie, Q. Wang, D.A. Tirrel, Am. Chem. Sq2005 127, 14150-14151 ; A. Deiters and P.G.
Schultz,Bioorg. Med. Chem. Let2005 15, 1521-1524.

124 \W.H. Binder and R. Sachsenhof&tacromol. Rapid Commun2007, 28, 15-54 ; J.F. LutZAngew. Chem.
Int. Ed, 2007, 46, 1018-1025 ; E.S. Read and S.P. Arr@éem. Commur2007, 3021-3035.
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i) Préparation du premier tripode amphiphile facial constitué de
trois résidus glucosidigues

Dans un premier temps, nous avons préparé l'azaterglucose peracétylsb qui
peut étre obtenu simplement a partir du braxAd-glucopyranose39 solubilisé dans du
DMF selon une réaction de type SHn présence d'azoture de sodium. Apres 24 h de
réaction, on récupeére le composé attebdapres recristallisation dans I'éther isopropylique

avec un rendement de 69% (Schéma 3-69).
DMF, NaN
A - A",i’cm
¢ 69%

Schéma 3-71 Schéma de synthése de la formation du comp0gépartir du bromax-D-glucopyranos&8.

On a également synthétisé I'alcybg a partir du dérivé chloré0 solubilisé dans du
DMF anhydre en présence du méme exces (3,6 éqpHeaNs0% et d’alcool propargylique.
Apres 18 h de réaction a température ambiante,éonpere le produit attenddl aprés
purification par chromatographie et traitement diiem réactionnel avec un rendement de

65% (Schéma 3-70).
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Figure 3-57 : Spectre RMN'H du composé&1 solubilisé dans le CDgI

On observe en RMNH les signaux caractéristiques des fonctions poyes, c’est &

dire le doublet a 4,3 ppm (6H) correspondant awtgms oxy-méthylénes em de la triple
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liaison ainsi que le triplet a 2,5 ppm d’intégrati®H correspondant aux protons acétyléniques
(Figure 3-29).

7 7
o S/N\ P s)(/\)\
Ho_#Z
., Cl - /O . 0/7\\
A SJ(\)\ DMF, NaH 60% A g Sk\)\
65%
cl O\
40 51

Schéma 3-72:Schéma de synthése de la réaction de Williamsondéiivé chloré40 avec I'alcool
propargylique.

Disposant des synthons adéqugEt 51, nous avons donc pu réaliser la réaction de
« click chemistry » dans du THF en présence d'uresxde DIEA (6 éq) et d’'une quantité
catalytique de Cul (0,1 éq par fonction alcyne)reé&paddition de tous les réactifs, le milieu
réactionnel prend rapidement une coloration vettis pn laisse la réaction se poursuivre
pendant 24 h a température ambiante. Apres traiteche milieu réactionnel par du Nél
saturé, on récupeére le tripode acétyRattendu apres chromatographie avec un rendement
satisfaisant de 72% (Schéma 3-71).

AcO Q
AcO N3
OAc
50 THF, DIEA RO
+ —_—
7
SN\ Cul cat. RO
72%
= o 0/7\\
7
A g SX/\)\
0N
51
MeOH
MeONa cat.

pH 9-10
93%

L — > R=H;53

Schéma 3-73 :Séquence réactionnelle basée sur la réaction diek«ahemistry » pour préparer le tripode
amphiphile facial comportant des chaines octylésoet motifs glucosidiques.
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La premiére visualisation du spectre RMIN du composé isolé et solubilisé dans le
CDCl; nous a tout de suite permis de confirmer I'obtantiu tripode acétylb2 attendu. En
effet, un des grands avantages de la « click chigmigst que I'on peut facilement évaluer si
la cycloaddition 1,3-dipolaire s’est produite, peaprésence d’un singulet fortement déblindé
vers 8 ppm caractéristique du proton du cycle ity2a2ole.

Dans notre cas, on note tout d’abord la disparidiotriplet caractéristique des protons
aceétyléniques a 2,5 ppm signe que toutes les fmmctlcynes vraies ont réagi et on observe
également l'apparition du singulet déblindé a 7@mpintégrant 3H caractéristique des
protons du cycle triazole. On distingue aussi labdiet a 5,9 ppmJ = 9 Hz) intégrant 3H
correspondant aux protons anomériquedes motifs glucosidiques, le systeme de multiplet
entre 4 ppm et 5,5 ppm des protons glucosidiques gue les singulets blindés autour de 2
ppm caractéristiques des fonctions acétyles présanr le glucose (Figure 3-30).

ACO“C%
~0  Ooa
NN h ’
N~
OAc
s o 52 (
QH [
AcO . NMO
- N=N N N
A0 Dac S S
o)
N\
| N
N
Hio :\OAc
Q OAc r

6.879

9.81
3
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I -
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Figure 3-59 : Spectre RMNH du tripode acétyl&2 solubilisé dans le CDgI

Le composé&?2 a ensuite été déprotégé par transestérificatios da MeOH anhydre
avec une guantité catalytique de méthylate de sodgliaur ajuster le pH a 9-10. Le milieu
réactionnel est agité 24 h a température ambiamie gassurer de la déprotection de toutes
les fonctions esters et on acidifie la solutioncalgerésine acide IRC-50. On obtient le tripode
final 53 avec un rendement de 93% aprés une chromatogrdeligusion de taille Séphadex
LH-20 dans le MeOH. Le produit a été parfaitemedtrid et caractérisé par spectrométrie de

masse haute résolution (HRMS).
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Le spectre RMNH du tripode53 solubilisé dans le DMSO deutéré ne comporte plus
de signaux singulets autour de 2 ppm montrant biea I'on a transestérifié toutes les
fonctions esters. On retrouve également les pradesscycles triazoles a 8,25 ppm ainsi que

le doublet des protons anomériquegui se situe cette fois a 5,5 ppm (Figure 3-31).

544

40.877
—_—
10.529
—_—
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Figure 3-61 : Spectre RMNH du tripode finab3 solubilisé dans le DMSO deutéré.

Cependant, la solubilit¢ du compoS8 dans I'eau est vraiment trés faible (<176
mg/L) et s’Taccompagne d’une coloration bleutéeatérastique d’'un effet Tyndall bien connu
indiquant la présence de particules en solutiont #riaille est comparable a la longueur
d’onde de la lumiere.

Pour améliorer la solubilité des ces amphiphitasaux, deux possibilités s’offrent a
nous : (i) augmenter le nombre de motifs glucoser paugmenter I'hydrophilie des
tensioactifs ou (ii) diminuer la longueur des cleaigrasses pour limiter I’hydrophobie de ces

COMpOSES.

iii) Préparation des glycodendriméres amphiphilesdciaux

Dans un premier temps, nous nous sommes oriente$averemiere possibilité tout en
conservant notre stratégie basée sur la réactianotiek chemistry ». Pour cela, nous avons

synthétisé deux précurseurs acrylamides proparguli@ant une méthodologie décrite dans la
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

littératuré®®, qui devraient nous permettre de fonctionnaligsrtensioactifs tripodes par 6 ou
9 motifs glucose.

Pour obtenir des dérivés constitués de 9 glucasass avons propargylé les trois
fonctions alcools du THAM. Le THAM est mis en réantdans le DMF avec un exces de
bromure de propargyle et d’'une poudre fine de petat’acrylamide propargylé4 est
obtenu avec un rendement de 63% aprés chromatagretptecristallisation dans un mélange
AcOEt/h-hexane (Schéma 3-72).

DMF, 0C
O
/\ﬂ/ \g/ KOH en poudre /\ﬂ/ \g/ /
P
THAM 54

63%

Schéma 3-74 Schéma de synthése du THAM proparddé

Le spectre RMNH de I'acrylamide54 permet de visualiser le triplet & 2,5 ppm et le
doublet a 4,2 ppm correspondant respectivementpaotons acétyléniques et aux protons
méthylénes em des triples liaisons caractéristiques des fonstipropargyles. On observe
également un singulet a 3,9 ppm correspondant atkyhenes em des atomes d’oxygéne

ainsi que les signaux caractéristiques d’'un systémdique entre 5,6 ppm et 6,3 ppm.

Selon la méme méthodologie, nous avons propargyliterimédiaire
N,N-bis(2-hydroxyéthyl)acrylamide brut qui est alepar la condensation a 0°C du chlorure
d’acryloyle avec la diéthanolamine dans un mélatg®leOH et de potasse. Cette séquence
réactionnelle permet d’obtenir 'acrylamide diprogpdé 55 désiré avec un rendement de 42%

sur 'ensemble des deux étapes (Schéma 3-73).

/\n/Cl . (\OH MeOH, 0C (\OH DMF, 0T N(\O/\
I T M~y KoHmeoHzm 27 0K KoHenpoudre Y7 0 N

0
pH 8-9 o Br N 55
42%

Schéma 3-75 Schéma de synthése de I'acrylamide diproparg§lé

125y M. Chabre, C. Contino-Pépin, V. Placide, T. ®h&hiao and R. Roy,. Org. Chem.2008 73, 5602-5605.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

A noter que le spectre RMRH du composé5 montre que le triplet des protons
acétyléniques est dédoublé autour de 2,4 ppm samibidiquer que les protons sont situés

dans un environnement chimique légerement diffésenta molécule (Figure 3-32).

Figure 3-63 : Spectre RMN'H du composé5 solubilisé dans le CDgI

Ayant a disposition les synthons adéquats, nonsasadonc pu effectuer une addition
conjuguée du dérivé thioacétad® sur I'acrylamide dipropargyl&5 dans les conditions

réductrices déja utilisées avec cette fois un nggakleOH/DMF (2:1) chauffé a 50°C
(Schéma 3-74).

NJ/
SAc S’(/\)\ S S

0
OHI
SAc (\O/\ e (2Hl[))MF \/O\/\ )K/\
g /ﬁ( \/\O/\\ NaBH,, 50C

titatif
SAc 55 Quantitati S
o ( >

Schéma 3-76 Schéma de synthése de I'addition de Michael dwat@tatel2 sur le dérivé acrylamidgb.

Apres 20 h de réaction et le traitement du mili@actionnel, on isole le compoS6é

attendu avec un rendement quantitatif apres unenttographie d’exclusion de taille. On
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

retrouve en RMN'H un triplet dédoublé & 2,45 ppm intégrant pour $es protons des
fonctions acétylenes, montrant que I'on a compige8 additions conjuguées (Figure 3-33).
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Figure 3-65 : Spectre RMNH du composé1 solubilisé dans le CDgI

De la méme facon, nous avons réalisé I'additiorMitghael du thioacétatd2 sur le
THAM propargylé 54, ce qui nous a permis d’obtenir le compdsé attendu avec un
rendement de 68% (Schéma 3-75).
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\\\O \X
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\\\ HN! o/
7 )/&O
SAc S/H\ o fe) S S
MeOH/DMF
SAc e(2 1) Zz O/%N)K/\S
7 +
/(/\)\78 S/H\ W \g/o\/ NaBH,, 50C U Uy
SAc 68%

H
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" I :
42 j\
o]
o\/
57

Schéma 3-77 Schéma de synthése de I'addition conjuguée dudétate42 sur I'acrylamide propargylg7.

L& encore, on observe en RMM le triplet & 2,5 ppm des protons acétyléniques

intégrant ici pour 9H. Le signal est superposé aautre triplet correspondant lui aux 6
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

protons méthylénes adjacents des fonctions amidepdt citer également la présence du
singulet des protons amides a 5,9 ppm intégranai@ki que le singulet a 3,9 ppm intégrant
18H correspondant aux protons méthylenes@HFigure 3-34).
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Figure 3-67 :Spectre RMN'H du produit57 solubilisé dans le CDgI

Ainsi, les intermédiaireb6 et 57 disposant idéalement en périphérie de 6 et 9
fonctions acétyléene, doivent permettre de prépates tripodes amphiphiles faciaux
comprenant sur leur face hydrophile respectiventeou 9 résidus glucosidiques via une
séquence réactionnelle impliquant la réaction dieck chemistry » (Schéma 3-76).

La réaction de «click chemistry » est réaliséeusg période de 24 h afin d’assurer
un greffage complet de tous les motifs saccharatigi\prés traitement et purification par
chromatographie d’exclusion de taille, on isole tepodes acétyle$8 et 60 avec des
rendements respectifs de 75% et 67%.

A noter qu’il a été nécessaire de chauffer a 5@XCsblutions des compose et 60
solubilisés dans le DMSO deutéré lors des expégede RMN'H afin d’obtenir des spectres
satisfaisants.

En effet, méme dans ces conditions, on peut tounéme remarquer que le signal
RMN *H des protons de la partie hydrophobe des tripedemoins bien résolu que celui des
protons de la face hydrophile constituée de réssdusharidiqgues. Ce comportement laisse

supposer que les tripodes adoptent une organisdgotype micellaire en solution dans le
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

DMSO deutéré et donc peuvent affecter le tempsetkxation des protons des chaines

hydrophobes.
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Schéma 3-78 Schéma de synthése des tripodes amphiphiles fis@u@t 61 comportant respectivement 6 et 9
résidus glucose.

Quoi gu’il en soit, nous pouvons confirmer aisémlentormation de la moléculg8
d’'apres le singulet a 8,3 ppm des protons des s\tdazoles intégrant 6H ainsi que par le
doublet a 6,3 ppm des protons anomériqueaatégrant aussi pour 6 protons. On retrouve
également les singulets des fonctions acétylesuaufo ppm ainsi que les signaux

caractéristiques des chaines octyles entre 0,8gpdnT ppm (Figure 3-35).
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Chapitre 3 : Synthése des tripodes amphiphilesateci

Figure 3-69 : Spectre RMNH du tripode acétyl&8 en solution & 50°C dans le DMSO deutéré.
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Figure 3-71 :Spectre RMN'H du tripode acétylé0 en solution & 50°C dans le DMSO deutéré.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

Le constat est le méme sur le spectre RMNdu tripode acétyl®0 comportant 9
résidus glucosidiques qui présente lui aussi lguat caractéristique du proton des cycles
triazoles a 8,3 ppm et le doublet des protons anquoesa a 6,3 ppm intégrant cette fois tous
les deux pour 9 protons. On peut noter la présdacgngulet a 7,3 ppm des protons amides,
les singulets des fonctions acétyles autour den2 @ipsi que les protons méthylénes,OHa

3,7 ppm intégrant pour environ 18H (Figure 3-36).

Les tripodes acétylés8 et 60 sont ensuite desacétylés dans du MeOH anhydre avec
une quantité catalytique de méthylate de sodiumisble par chromatographie d’exclusion
de taille Séphadex LH-20 les tripodes findiet61 avec des rendements respectifs de 80%
et 70%.

A partir du compos&9, on observe en RMRH la disparition des singulets autour de
2 ppm correspondant aux fonctions acétyles ainsilgyprésence de plusieurs doublets entre
5 ppm et 5,4 ppm caractéristiques des fonctionsodddibres sur les résidus glucosidiques.
On trouve cette fois le doublet des protons anajuésa situé a 5,6 ppm et le singulet des

protons positionnés sur les cycles triazoles PpprB (Figure 3-37).
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Figure 3-73 :Spectre RMNH du tripode amphiphil&9 en solution & 50°C dans le DMSO deutéré.
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Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

On constate les mémes observations pour le trifiodé 61 en ce qui concerne la
disparition des singulets autour de 2 ppm et I'aipa de plusieurs doublets entre 5,2 ppm et
5,6 ppm correspondant aux protons des fonctioneoklcainsi qu'a ceux des protons
anomériquest du sucre. On peut apercevoir le singulet du prakes cycles triazoles a 8,3

ppm et le singulet un peu élargi a 7,5 ppm deprotles fonctions amides (Figure 3-38).

OoH
HO, OH  Ho, &M oy
HO! (\j\H Hor CQJ

N N H
HO HO N

OH
oH
HO‘Q(\ HQ
SQO N” N I
HN
Wa

?1 ' Aﬁ? I:I_;" ‘

''''' L T T | AL AL L A L A B L IR At e IBLAL o e E e e o e o E e e S D D e o e e o e e e i e e e e e b m o o

Figure 3-75 :Spectre RMNH du tripode amphiphilé1 en solution & 50°C dans le DMSO deutéré.

On peut tout de méme signaler que les deux glyahitaéres amphiphiles facia®b9
et 61 sont assez fastidieux a obtenir purs et en qéastliffisamment importante. En effet, les
trois dernieres étapes de la synthese nécessitdrdcue fois de réaliser une purification par
chromatographie d’exclusion de taille. Pour isa#ficacement les molécules d'intérét, la
technique nous impose de travailler a un débitutigh tres faible (~ une goutte par seconde)
en déposant seulement 200 mg du résidu brut pdug & phase stationnaire Séphadex LH-
20 sachant que I'on peut avoir dans certains capija 3 g de brut réactionnel a purifier.

En plus de cet inconvénient et comme nous le verdams le quatrieme chapitre de ce
manuscrit, les composé&® et 61 possedent des CMC relativement élevées signifjaat si
'on prend en considération leurs poids molécutaite respectivement 2570 g.mhoét
3363,72 g.met, il est nécessaire de disposer de quantités rmpsrtantes de produit pour

avoir les tripodes amphiphileS9 et 61 sous une forme associée en solution aqueuse.
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Cependant, il faut noter que ces deux composédit@msde 6 et 9 résidus glucose sont
hautement solubles dans l'eau. La multiplications dé&sidus sucre permet donc de

contrebalancer I'hydrophobie des trois chaineslegtye ces tensioactifs tripodes.

Iv) Deuxieme série de tripodes amphiphiles faciaux

Nous avons alors dans un deuxieme temps synthé&tten une voie tout a fait
comparable, une seconde série de tripodes ampspdrteurs de chaines hydrophobes plus
courtes, tout en conservant une face hydrophike donstituée de trois résidus glucosidiques
(Schéma 3-77 et Tableau 3-22).

Br DMI tBUOK 5C, CH 2<:|2 HO\///
MsCI/Et3 DMF, NaH " DMF, NaH 60%
80-97%

79-95% 62-84%
35 62a- h 63a- h
OAc
SR AcO Q
AcO N3
= o 0N onc
RS SR THF, DIEA
Cul cat.
o) NV
N 74-84%
64a-h
THF/MeOH
(2:4)
MeONa cat.
pH 9-10
73-96%

—> R'=H, 66a-h
Schéma 3-79 Schéma de synthése utilisée pour préparer ladétiepodes amphiphiles fina®éa-h

Nous avons fait varier la longueur des chainessgeade 3 a 7 carbones en partant des
thiols correspondants. Nous avons également sysghéh analogue isopentyle de maniere a
observer I'impact de la présence de chaines ragsifséir le comportement en milieu aqueux
de ces tensioactifs tripodes. Enfin nous avonsrénsi&s noyaux aromatiques séparés de
'atome de soufre par un ou deux meéthylenes. Quitde différence pouvant induire un
comportement d’association trés différent en sofutiqueuse.

A partir du mésitylene, selon cette séquence @autile de 9 étapes, en passant par
I'intermédiaire clé 35, nous avons pu facilement synthétiser une série8d&ipodes

amphiphiles avec des rendements globaux satistaisaariant entre 25% et 54%. Les
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tensioactifs faciaux ont été parfaitement caraséérpar spectroscopie RMN, RMN **C et

HRMS (voir partie expérimentale et les spectres RiNn Annexe 2)

Substituant hydrophobe R Tripode final Nom Rendement global
Propyle 66a C3Glu3 25%
Butyle 66b C4Glu3 32%
Pentyle 66¢C C5Glu3 49%
Isopentyle 66d IC5GIu3 36%
Héxyle 66e C6Glu3 42%
Heptyle 66f C7Glu3 34%
Phényléthyle 669 PhC2GIu3 39%
Benzyle 66h BnGlu3 54%

Tableau 3-22 :Tableau récapitulatif de la série de tripodes aptplgs faciaux synthétisés.

V. Conclusion

En conclusion, nous avons pu voir lors de l'introiiion de ce chapitre I'évolution
durant ces derniéres décennies de la topologig¢etssoactifs, passant d’'une forme linéaire
relativement flexible vers des architectures plusvwins rigides faisant intervenir la notion

d’amphiphilie faciale.

On a vu gue cette terminologie définit I'ensembkes dnolécules possédant une
structure rigide plane qui permet de différencies garties hydrophobes et hydrophiles
localisées sur les faces opposées d’'un plan. Lpaglude ces composés sont dérives de
structures présentes dans la nature et notammentsele d’acide biliaire, et possedent
généralement des propriétés vraiment différentestetgsioactifs « classiques » d’'une part au
niveau des interfaces air-eau ainsi que du pointugede leur mode d’agrégation en solution

aqueuse.
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En effet, certains de ces composés ont des prégriétiques qu'il est impossible de
retrouver avec les tensioactifs usuels. lls sonamment efficaces pour perméabiliser les
membranes biologiques et transporter des ions syuecipes actifs, ou encore agir comme
agents antibiotiques. Cependant, ce type d’ardhite@ été tres peu utilisé dans un contexte
visant & maintenir et stabiliser des protéines mrandires en solution aqueuse dans leur état

natif.

En nous appuyant et en extrapolant les concep{sopés par I'équipe de Gellman,
nous avons donc congu et développé une nouvelléldasie composés amphiphiles dont la
base structurale est constituée d’un noyau benzémagrsubstitué pour créer une ségrégation
faciale 1,3,5/2,4,6 sur le cycle aromatique. Ddaig nous pouvons nous rapprocher de la
topologie rigide de leurs tripodes amphiphiles esii induite sur leur partie hydrophobe par
trois chaines courtes branchées sur un centrer@dpoaternaire. Nous avons mis a profit la
plateforme rigide du noyau aromatique pour créamphiphilie via une ségrégation faciale en
introduisant sélectivement des tétes hydrophiles lea positions 1,3,5 et des queues

hydrophobes sur les positions 2,4,6.

Comme nous avons pu le voir, cette approche a siéeasn important travail de
synthese mais a pu aboutir a la mise au point d’'om@&hodologie viable et efficace
permettant une modulation aisée des faces hydesplat hydrophobes. L'utilisation du
phloroglucinol comme précurseur de départ ne gastrévélé adaptée pour introduire a la
fois les parties hydrophiles et hydrophobes quelle soit la stratégie envisagée. Les
précurseurs polyhalogénés mixtes se sont égalememirés inadaptés dans les stratégies de
synthese combinant les réactions du couplage ongétadlique de Sonogashira et/ou la

réaction de SN d’anions thiolates.

Nous avons finalement pu résoudre ce probléme maesgynthétiser de maniére
efficace des tripodes amphiphiles faciaux a paftir mésitylene qui selon une séquence
réactionnelle simple et reproductive de 4 étapesmpt d'obtenir un lot de 90 g de
I'intermédiaire clé 1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4tébromobenzéngs.

En effet, ce composé a permis de préparer viadastions clés de SNd'anions
thiolates et d’addition de Michael par un thioats&tde tripode amphiphild7 disposant de
trois fonctions acides carboxyliques qui s’est mértapable de complexer des iong*Ni

(Figure 3-39). Ce complexe pourrait trés bien étre alternative aux lipides fluorés et servir
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de film lipidique pour la cristallisation 2D desopgines membranaires, tout en restant stable
et résistant a la solubilisation des détergentsdoatbonés grace a la rigidité du cycle et la

multiplication des chaines hydrophobes.

Figure 3-77 : Tripode amphiphilel7 tricarboxylate complexé & un atome dé'Ni

Cette stratégie nous a permis également de prépkmex tripodes amphiphiles
porteurs de tétes polaires neutres TRIS avec dasathhydrocarbonées hydrophobes de type
soit octyle ou bien pentyle (Figure 3-40). Cepenidia contribution hydrophile apportée par
la présence des 9 fonctions alcools sur la facaingoést trop faible dans ce cas pour contre
balancer le caractére hydrophobe du reste de laamiel et rendre soluble ces tensioactifs en

solution aqueuse.

Figure 3-79 : Tripodes amphiphiles porteurs de tétes neutresetide chaines hydrophobes octyles ou pentyles.

Pour améliorer I'hydrosolubilité de ces composégsnavons utilisé le potentiel de la

chimie des sucres. Les réactions de flghycosylation étant potentiellement peu efficaces

179



Chapitre 3 : Synthese des tripodes amphiphilesataci

en terme de rendement et de stéréoselectivité aomss choisi pour la fonctionnalisation
polysaccharidique des tripodes amphiphiles, unatégfie de synthése dite de «click
chemistry » tres utilisée dans la synthése des aqulglgé polyfonctionnalisées de type

dendrimére.

Grace a la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaiegalysée par le Cu(l) (« click
chemistry »), nous avons greffé facilement desstptdaires glucosidiques via des jonctions
de type triazole. Cependant, le premier tripode tapiple 53 composé de trois tétes
glucosidiques hydrophiles et de trois chaines Iplilnbes octyles s’est révélé peu soluble en

solution aqueuse (Figure 3-41).

HO!:-

Figure 3-81 : Structure du premier tripode amphiph88 constitué de trois tétes polaires glucosidiquedeet
trois chaines hydrophobes octyles.

Pour améliorer cette solubilité nous avons syrgBéties dérivés possédant un plus
grand nombre de résidus glucose. Nous avons dépafgr en associant la réaction d’addition
conjuguée du thioacétat®? avec un acrylamide propargylé adapté et la réaa® « click
chemistry », les deux glycodendrimeres amphiptifest 61 ayant une face hydrophobe fixe
constituée de trois chaines octyles et d'une fgdeophile possédant respectivement 6 ou 9
résidus saccharidiques. La synthése se fait sel@nséquence réactionnelle de 10 étapes
conduisant aux tripodes amphiphiles C8GIlu6 et C8@kec des rendements globaux de 24%
et 13% (Figure 3-43).
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Figure 3-83 : Structures des glycodendriméres amphiptii@®t 61 comportant respectivement 6 ou 9 résidus
saccharidiques.

Finalement, pour augmenter la solubilité de cesitactifs tripodes, nous avons

synthétisé des dérivés constitués de chaines hamthmeées plus courtes. La synthése est

relativement simple a mettre en oeuvre a partificiermédiaire clé35 et en seulement cing
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étapes, une série de 8 tripodes amphiphiles facthach a été synthétisée avec des
rendements globaux variant de 15% a 32%.

L’étape suivante consiste a déterminer si réelléeno&s composés possedent un
caractere tensioactif et quelle est leur capacitggdnisation en milieu aqueux. Il est
notamment important de savoir si la multiplicatides chaines hydrophobes permet de
préserver le caractere tensioactif de ces comgossrgue la longueur de ces chaines grasses
diminue. L’'étude physico-chimique du comportememtngilieu aqueux de ces tensioactifs

sera abordée dans le chapitre suivant.
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L’objectif du travail décrit dans ce dernier chapitle thése a consisté a déterminer si
les composés tripodes synthétisés possédent bieamiportement tensioactif quelque soit le
nombre de carbones constituant la partie hydropkbebees composés. Un certain nombre de

technique a été mis en ceuvre afin d’étudier leorpmtement aux interfaces :

* La mesure par tensiométrie de la variation de fension interfaciale en fonction de
leur concentration qui permet d'accéder a la comaBan d’agrégation critique
(CAQ), l'aire a l'interface et la tension superélie limite.

* La mesure du lok'w par CLHP qui permet d’évaluer I'hydrophobie iptfine la
balance hydrophile-lipophile de la molécule

* La mesure par diffusion dynamique de lumiére diilée des particules formées par

auto-association des tripodes.

|. Etude préliminaire de solubilisation des tripodes amphiphiles faciaux

Avant d’envisager d’étudier le comportement degoules en milieu aqueux, il était
important d’évaluer la solubilité dans I'eau de dégvés amphiphiles tripodes (Tableau 4-1).

A lissu de ces tests, différentes remarques pdugde faites : on peut noter tout
d’abord que les tripodes constitués de chainesohgdoonées d’'une longueur supérieure ou
égale a six carbones présentent une faible sdkiliins I'eau et qu’il est nécessaire de les

chauffer Iégérement a 40°C pour pouvoir compléterssnsolubiliser.

En second lieu, il est intéressant de constater lgualérivé comportant des
groupements aromatiques de type benzyle BnGluBiestplus soluble que son homologue
PhC2GIu3, comportant un maillon méthylene suppléaien entre le corps aromatique

central et le groupement phényle.

Nous verrons de plus dans ce chapitre que l'inttbdn d’un carbone dans ce type de
composé peut entrainer des conséquences importameserme de conformation et
d’organisation de la molécule dans I'eau.

Enfin, la multiplication des motifs saccharidiquesr les tétes polaires permet
d’accroitre de facon conséquente cette solubilitéca@npense ainsi l'effet des queues

hydrophobes notamment au niveau des chaines actyles
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. Masse molaire Solubilit¢  Concentration Propriétés
Tripode

(g/mol) (g/L) (mM) moussantes
C3GIu3 1120 ~ ''esbomne 452 Oui
> 12
C4GIuU3 1162 "8 %Onne >7,7 oui
C5GIu3 1204 Bonne > 4.2 oui
iC5GIu3 1204 Bonne >5 Oui
C6GIu3 1246 Faible ~0,8 Faible
C7GIu3 1288 iagb,f ~0,3 Non
C8GIu3 1330 Tréfgf"zib'e ~0,15 Non
BnGIu3 1264 Bone >2.4 oui
PhC2GIu3 1306 Mo}_’el””e ~0,8 Faible
C8GIU6 2570 Exoelente >7.8 oui
C8GIU9 3363 Fxoelente >6 Oui

Tableau 4-1 :Solubilités et propriétés moussantes observéedifiésents tripodes amphiphiles.

[l. Propriétés physico-chimigues

A. Notion de surface et définition de la tension ferficielle

Une interface est une zone de séparation bienidéimre deux phases liquides non
miscibles ou une phase liquide et l'air. Cette sagposséde en réalité localement une
composition différente n'ayant pas le méme état celées des deux phases en présence.
L’entropie de formation d’une interface doit éti@sjtive. En effet, si I'énergie est négative, la
formation de l'interface est thermodynamiquementadérisée et instable tandis qu’'une
valeur nulle a pour effet de rendre miscible lasxdghases.

La définition thermodynamique de l'interface a sewntvété sujette a des controverses.
Gibbs I'a considérée comme une surface de divissams épaisseur, une surface

mathématique, alors que Van der Walls et Bakkepitiattribué une épaisseur faible mais
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finie. Guggenheim a lui introduit le concept de &sb superficielle”, traitant l'interface
comme une phase plane séparant deux phases hormogene

Considérons par exemple deux phases, un liquida gaz, et mettons-les en contact.
On peut décrire le systeme comme étant la somntiderégions: un liquide homogéne, un
gaz homogene, et une phase superficielle. Dansreept de Guggenheim, on affecte aux
phases superficielles les mémes grandeurs extangivaux phases volumiques mais avec un
terme supplémentairgdA, ouy est la tension superficielle de linterface et’aire de la
surface de contact des deux phases en présencaRpoenter I'aire de la surface de contact

d’'une quantité dA, il faut fournir un travail appednergie superficielle :
dW =vy.dA

La tension superficiellg correspond a une force qui s’exerce sur l'unitéotgueur
d’une ligne imaginaire découpant une surface, poaintenir en contact les deux parties de la
coupure. Cette force est tangente a la surfacerpepdiculaire a la coupure. Elle s’exprime
en N/m alors que I'énergie superficielle s’expriere J/mi. Tension et énergie superficielles
ont donc les mémes équations aux dimensions et somvent confondues. En fait,
I'assimilation faite entre ces deux termes n'edirm@ment justifiée que dans le cas des
liquides en équilibre avec leur vapeur.

Physiqguement, I'énergie superficielle a pour orgias forces exercées sur un atome
par ses voisins. A l'intérieur d’un corps pur lidaiconstitué d'un seul type de molécules, les
forces intermoléculaires d’attraction d'intensigg@lé dans toutes les directions, maintiennent
des distances bien définies entre les molécules, dpi’elles puissent se déplacer librement au
sein du liquide. Par conséquent, la résultantdatess est nulle. En revanche a la surface du
liquide, les molécules sont toujours soumises &tiba d'une force d’attraction vers
I'intérieur par les autres molécules au sein duitlg, mais elles ne sont pas attirées aussi
intensément par les molécules du milieu environgaateux correspondant a I'air, conduisant
ainsi a une résultante des forces dirigée versetieur.

La surface se comporte donc comme si elle étamsmia une pression extérieure:
c’est la pression superficielle. Pour compensearéssion extérieure soumise a la surface et
conserver un équilibre, le liquide développe umsits élastique le long de la surface appelée
tension superficielle, en contractant ses molécpms minimiser la surface de l'aire du

liquide.
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La tension superficielle est donc un phénoméne ighgs résultant des forces
intermoléculaires de cohésion (liaisons hydrogdéores de Van der Walls ou interactions
dipble-dipble) qui agissent entre les moléculesladsurface et a l'intérieur d’'une phase
liquide.

La tension superficielle est dépendante de la testyr® et bien évidemment de la

nature du liquide (Tableau 4-2)

Liquide Température (°C) Tension superficielle

(mN/m)

Acide acétique 20 27,6
Ethanol 20 22,3
Eau 20 72,9
Eau 50 67,9

Tableau 4-2 :Tension superficielle de différents liquides entagchavec l'air & une température donnée.

B. Adsorption d’'un tensioactif a la surface d’'un lguide

Comme nous I'avons vu dans l'introduction, la stmwe des tensioactifs est constituée
de deux parties de polarité opposée. L'une de edtydrophile possede une grande affinité
pour les phases aqueuses tandis que l'autre deertatdrophobe a une bonne affinité avec
les solvants organiques ou les huiles. De ce Ritcaractere amphiphile des molécules
tensioactives leur confere ainsi une aptitude dssieber et a s’accumuler sur tous les types
d’interfaces (air/liquide, liquide/liquide ou licue/solide).

En effet, lorsque I'on veut solubiliser une molé@cuénsioactive, les groupements
apolaires introduits dans la solution aqueuse ont pffet de perturber le réseau de liaisons
hydrogéne établi entre les molécules d’eau. Legoutds d’eau sont obligées de s’ordonner
entre elles autour de la partie apolaire pour cemlgs liaisons hydrogene, entrainant ainsi
une perte des degrés de liberté des molécules drepliguées, ce qui a pour effet de
provoquer une diminution défavorable de I'entrahiesystéme qui déstabilise la solution.

Afin de minimiser cette perturbation, les moléculiestensioactifs auront tendance a
s’'adsorber et s’arranger a linterface air/feau dguidle sous la forme d'un film

monomoléculaire. Pour cela, les molécules s’orgamia la surface de telle sorte que la téte
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hydrophile soit au contact de l'eau et que la éaydrophobe soit orientée vers l'extérieur
dans l'air. Ce phénomeéne provoque un abaissemdattdasion superficielle du liquide.
L’adsorption d'un tensioactif peut aussi s’expligueselon une approche
thermodynamique en raisonnant en terme d’énertgefaiciale. En introduisant en premier la
notion de quantité d’exces a partir d’'une surfaeeéférence S située quelque part dans la
région interfaciale, le physicien Gibbs a pu étabkquation d’adsorption suivante qui

correspond d’ailleurs a la loi de Giibs

dG =-S.dT + Ag+ Z n.dy;
avec G, I'énergie libre de la surface
S, I'entropie du systéme
T, la température
A, I'aire de la surface
y, la tension interfaciale
n; etp;, nombre de moles et potentiel chimique des congpadé surface, c’est a dire

le soluté(le tensioactif) et le solvant (I'eau).

A partir de cette équation dérive une autre formapeelée isotherme de Gibbs qui
met en relation la variation de tension superfieiglet I'excés moléculaire superficiElen
fonction de l'activité d’adsorption du soluté a uampérature donnée :

1 dy

" RT dInC

Avec C, la concentration du tensioactif dans latgm (mol/nT)

T, la température (K)

[, 'excés superficiel par unité de surface (mé)/m

R, la constante des gaz parfaits (8,32 J'hot)

y, la tension de surface (N/m)

L’aire occupée par une molécule adsorbée a laurdun liquide peut également

étre déduite de la valeur de la concentration @éexie surfacE selon I'équation suivante :

_ 1
ASNLT

Avec A, aire de la molécule occupée a la surfacénfoie)
N, le nombre d’Avogadro (6,022.59

1 J.W. Gibbs, « Collected Works », Yale Universitg$s,1948.
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I, 'excés superficiel par unité de surface (mé)/m

Comme on peut le voir, d'aprés la loi de Gibbs Iaidution de la tension
superficielle va étre directement proportionnelléaaconcentration en tensioactifs puisque

', R et T sont des constantes

C. Phénomeéene de micellisation

1. Définition

Comme nous l'avons signalé, a de faibles conceéomitles molécules de tensioactif
s'adsorbent a la surface de I'eau et abaissentigiiathent la tension superficielle du liquide
au fur et a mesure que I'on augmente la conceotram tensioactifs dans la solution.

Au dela d’'une certaine concentration appelée cdretgon micellaire critique (CMC),
corrspondant au seuil entropique de stabilité dsolation et a la formation des premieres
structures supramoléculaires d’association danphkse liquide, la surface du liquide se
trouve saturée en molécules de tensioactif et tasida superficielle du liquide devient
constante. L’addition supplémentaire de tensicagiibvoque un auto-assemblage spontané
des monomeres de tensioactif en agrégats qui peéwende formes diverses, définies par
leur taille et un nombre d’agrégation qui corresp@u nombre de molécules composant
'agrégat. Le type d’architectures observées cpoed généralement a des micelles
sphériques de 4 & 10 nm qui peuvent néanmoinsexdape forme ellipsoidale ou cylindrique
selon les paramétres extrinseques de la solutiofvafs, température, pH, salinite,
concentration,...) mais surtout suivant la struetdu tensioactif (topologie de I'amphiphile,
nature des parties polaires et hydrophobes,...).

Le phénoméne de micellisation gouverné par I'effgdrophobe provient des
interactions défavorables existant en solutioneelets parties hydrophobes des tensioactifs et
les molécules d'eau. Pour minimiser ces effets ntloelynamiques défavorables, les
tensioactifs s’auto-associent sous la forme de llageDans les micelles, les parties polaires
sont orientées vers I'extérieur au contact de I'eandis que les parties hydrophobes sont en
contact entre elles a lintérieur du coeur hydroghale la micelle. Les molécules de
tensioactif constituant les micelles en solutioontsen équilibre permanent avec les
monomeres de tensioactif libres en solution etiritelface, et I'échange des molécules
tensioactives se fait & une fréquence trés ragdedire de 1610° s*.
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A partir de la concentration micellaire critiqueMC), il est possible d’observer une
variation de trés nombreuses propriétés physicmicjuies de la solution agueuse contenant
les micelles de tensioactif. Ces modifications ggwnwotamment servir a déterminer la valeur
de la CMC. On peut citer par exemple l'indice dieagtion de la solution, la conductivité, la
tension superficielle, la diffusion de la lumietes spectres d’absorption UV-visible ou
d’émission d’'un marqueur fluorescent adéquat ptédans la solution ainsi que les temps de

relaxation et les déplacements chimiques des ps@orRMN.

2. Les facteurs influencant la CMC

En dehors des paramétres de la phase agueuseofpkl,idnique, température,...), la
valeur de la CMC va essentiellement dépendre deatare des parties hydrophobe et
hydrophile du tensioactif.

En général, pour une chaine hydrophobe identigsetensioactifs contenant une téte
ionique ont une CMC plus élevée que ceux portastgieupements neutres. Ceci est du aux
répulsions électroniques entre les tétes polaimsines de monomeres de tensioactifs a
I'intérieur des micelles. De ce fait, la présent@ettrolytes a tendance a réduire la CMC des
tensioactifs ioniqués En effet, I'addition d’électrolytes diminue legpulsions entre les
charges ioniques des tétes hydrophiles dans lallelidgnsi, les monoméres de détergent
s’auto-associent plus fortement, ce qui a poweteafe diminuer la CMC du tensioactif. Les
tensioactifs contenant des groupements zwittergues ont tendance a avoir des CMC
basses.

La partie hydrophobe a un impact plus importantigwaleur de la CMC. De maniere
générale, 'augmentation de I'hydrophobie en allag la partie apolaire du tensioactif a
pour conséquences : (i) de diminuer I'hydrosoltdbilidu tensioactif, (ii) de faciliter
I'adsorption des tensioactifs a la surface de |'€ai) d’améliorer I'empilement, la fluidité et
la stabilité de la monocouche de tensioactifs ritdiface, (iv) d’augmenter la tendance du
tensioactif a s’auto-associer en solution au dedsua CMC.

Logiquement, le Log CMC diminue linéairement quaednombre d’atomes de
carbone dans la chaine alkyle augmente jusqu’ar@nvié C. Au dela de ce point, la
longueur de chaine n’affecte plus la valeur de CMCles tensioactifs adoptent le

comportement des lipidés Pour les tensioactifs ioniques, I'addition d’umogpement

2 M. Corrin and W. Harkins]. Am. Chem. Sqcl947, 69, 683-688.
% P. MukerjeeAdv. Colloid. Interface Sgi1967, 1, 241-275.
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méthyléne CH a la queue hydrophobe divise par deux la CMC.fétef'un atome de
carbone ramifiée dans la chaine hydrophobe dimam@MC et équivaut a l'effet de ~ 1,5 C
dans une chaine linéalrel’addition d’un noyau phényle sur la positionrhémale d'une
chaine hydrocarbonée est équivalent a ~ 3,5 méihyle Cependant, la présence
d’insaturations sur la chaine hydrophobe augmenteMC. Les composés ayant une double
liaison cis ont une CMC plus élevée que celle des composét ape double liaisotrans

Les composés fluorés ont tendance a avoir une CM&udoup plus basse que leurs
homologues hydrocarbonés, grossierement I'effet &uolution de la CMC d’'un groupement
CF, correspond a 1,7 CGH

D. Détermination de la CMC des tensioactifs

1. Méthodes existantes

Comme on I'a précisé, la concentration micellaiiéique (CMC) est une grandeur
physique essentielle qui est une caractéristiqoprprde tout tensioactif ayant une structure
bien définie. Il existe difféerentes maniéres denksurer plus ou moins précisément.

Il est possible par exemple de déterminer appratker@ent la valeur de la CMC du
tensioactif étudié solubilisé dans le@par RMN'H en réalisant des dilutions successives et
d’observer les modifications d’'un signal caractégise des protons se situant dans la partie
hydrophobe du tensioactif. Lorsque le tensioacgge d'une forme micellaire (ou agrégeée) a
un état monomérique dans la solution, les signaubagartie hydrophobe deviennent mieux
résolus ou peuvent avoir un déplacement chimigdfreint et on peut en déduire un
intervalle de concentrations ou se situe la CMC.

Dans le méme ordre d’'idée, une technique consistesarver par spectrofluorimétrie
I'influence caractéristique de I'environnement slér spectre d’émission d’'une sonde
fluorescente telle que le pyrén&n suivant le rapport d'intensité de 2 des 5 picyréne
SitU€S aAmax = 373 nm ef\nax = 383 nm, on peut observer une brusque diminufi®rce
rapport lorsque la concentration en tensioactéiattet dépasse la CMC, signifiant que le
pyréne se retrouve totalement ou partiellementégams le coeur hydrophobe de la micelle.

La CMC peut étre déterminée également indirecten@mtmesurant la tension
superficielle de la solution a différentes concatidns en tensioactif. On peut citer la

méthode de la goutte pendante qui a partir dulpgtefia goutte (forme de la courbure, taille

“ E. Gotte and M.J. Schweigdrenside1969 3, 131-135.
® K. Kalyanasundaram and J.K. Thom&sAm. Chem. Sqc 977, 99, 2039-2044.
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et longueur capillaire) et connaissant la densitéliguide, permet de déduire la tension
superficielle.

Enfin, il est possible en plongeant partiellememtaljet métallique avec une forme
géomeétrique particuliere, de mesurer la force eeersur I'objet par les molécules de la
solution (autrement dit la mouillabilité) pour eédiiire la valeur de la tension superficielle.
On parle généralement de la méthode de du Nouguer$objet est un anneau et de la
méthode de Wilhelmy lorsque celui-ci est une pladu@oter que la technique de la plaque
de Wilhelmy présente I'avantage d’étre moins sdesalix vibrations de la verrerie comparée
a celle utilisant I'anneau.

Au laboratoire, nous disposons d'un tensiométreskKrif100 doté d’'un systeme de
dilution automatique. Avec cet appareillage nousisohs la méthode de la plaque de

Wilhelmy pour déterminer la CMC des tripodes amphgs faciaux.

2. Principe de la méthode de Wilhelmy

Le principe consiste a étudier a I'aide d’'un tensitre le comportement de surface du
liquide en fonction de la quantité de tensioaatifselution. D’un point de vue expérimental,
on plonge une lame de platine rugueuse de longrerurue, reliée a une microbalance, dans
une solution de tensioactif afin de mouiller I'mpt&@ité de la lame. On remonte ensuite celle-
ci jusqu'a ce que l'extrémité inférieure affleurm@ement la surface du liquide sans que le

ménisque du liquide ne se détache (Figure 4-1).

A
" |

lame
/

Figure 4-1 : Mesure de la tension superficielle selon la méthdel®Vilhelmy et illustration des forces exercées
par la lame immergée vue de coté.
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A cet instant, la force F exercée sur la lame péquilibrer la microbalance est
proportionnelle a la tension de surfageet de la longueur de la lame immergée dans la
solution suivant la relation suivante :

F=1.y.cos@

Avec F, |laforce exercée a la surface du liquide (N
[, la longueur de la lame immergée (m)
y, la tension superficielle (N/m)

0, angle formé par la lame et la tangente du mérisqu

Cette méthode s'applique uniquement pour un mgeilgarfait avec un angle de

contactd égale a 0°, dans quel cas la relation se sim@ifaevient :

Avec m, la masse mesurée au moment ou la lameuafle liquide (kg)

g, 'accélération de la pesanteur (9,81 N/kg)

La méthode consiste a mesurer la tension supdidiéadifférentes concentrations de
tensioactif en réalisant des dilutions successodeda solution. On peut ensuite tracer la
courbe de variation de la tension superficielle fenction du logarithme décimal de la

concentration du tensioactif en solution (Figur2)4-

Tension A
superficielle
y (MN/m)
Yome
4
CMC Log C

Figure 4-2 : Courbe standarg= f (Log C) d'un tensioactif solubilisé dans I'eau
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Cette courbe permet de déterminer graphigueme@M& propre a chague composé
étudié grace au point de rupture des droites. loiteddescendante linéaire correspond a
I'équilibre entre les monomeres de tensioactifs@nés en solution et a la surface dans la
monocouche.

La diminution de la tension superficielle est dugddition progressive des molécules
de tensioactifs a la surface de la solution et @r&ssion exercée par les monomeres en
solution pour accéder a la surface. Le point deurepdes droites indique la CMC du
tensioactif et la tension superficielle limite alde lorsque la surface de I'eau est saturée en
tensioactif.

Au dela de la CMC, la tension superficielle restastante, et le plateau de la courbe
traduit un équilibre entre les monomeéres de tensifodibres en solution, ceux de la
monocouche en surface et ceux constituant les leéceLa pente de la droite permet

également de calculer I'aire occupée A par chaegunsidactif lorsque la surface est saturée.

3. Procédure des mesures de tension superficielleesd tripodes
amphiphiles faciaux

La tension superficielle a l'interface air/eau d#utons amphiphiles faciaux est
déterminée suivant la méthode de Wilhelmy en atfilisun tensiométre Kriiss K100 (Kruss,
Allemagne) contrélé par le logiciel Labdesk.

Chaque solution de tensioactif est préparée a omeeatration supérieure a leur CMC
au moins estimée 12 h a l'avance avant le débutnidesures avec de l'eau ultra pure
(résistivité = 18,2 MD.cm, tension de surface = 72,8 mN/m a 20°C) p@rifiéec un systeme
Milli-Q. La plaque de platine est nettoyée aved'éthanol et brilée avec une flamme avant
les expériences.

La tension superficielle est mesurée a partir datume initial de 20 mL de la
solution étudiée introduite dans un cristallisbiappareil procéde a des dilutions successives
grace a deux systémes de préléevement Dosino ppatéke logiciel, en retirant a chaque fois
un volume précis de la solution et en y ajoutaninEme volume d’eau ultra pure, afin de
conserver un volume constant lors de I'expérience.

Cette méthode permet de déterminer les paraméetregngs : la concentration
micellaire critique, la tension superficielle limfcvc de la solution une fois la CMC atteinte,
la concentration maximale de tensioacfifs.x adsorbées a la surface de I'eau et la surface

minimale occupée A, par le tensioactif a I'interface air/eau lorsqaeurface est saturée.
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4. Interprétations des résultats

Chaque expérience de mesure de tension supediciaté dupliquée pour la série de

tripodes amphiphiles faciaux et une synthese dadtads obtenus a partir des courlges f

(Log C) est reportée dans le Tableau 4-3. A naterlg composé C8Glu3 n'a pu étre étudié

en raison de sa mauvaise solubilité dans I'eau

a;gﬁ?;jrﬁle CMC(MM)  Vomc(MN/M)  Amin (A e (10 mol/mn?)
C3Glu3 2,4+0,3 39,2+1,3  275+88 6,7+2,1
C4Glu3 0,83 + 0,05 36,3+0,2  211+26 8+1
C5Glu3 0,13 £ 0,01 35,8 + 0,4 210+8 8,7+1
iC5GIu3 0,25 + 0,02 35,3+0,1 171+ 9 9,71+0,5
C6Glu3 9,8.16 + 1.10° 33,2+0,6 152 + 24 11,2 £1,7
C7Glu3 1,2.18 +0,1.10° 31,3+0,3 211 +13 79+0,5
BnGlu3 0,23+ 0,05 36,9+3,1  373%69 4,6+0,8
PhC2GIu3 0,12 38,8 315 5,26
C8Glué' 3,12 41,2 472 3,52
C8Glugd 0,63 36,9 459 3,62

Tableau 4-3 :Données physico-chimiques mesurées et calculédsipiedes amphiphiles faciaux, obtenues sur
une moyenne d’au moins 2 expérienédsne seule expérience a été réalisée pour ces GEHPO

L’ensemble des courbgs= f (Log C) représentatives de chaque tripode lapiyile

facial a été rassemblé sur les figures 4-3 a 4-6.
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Figure 4-3 : Courbesy = f (Log C) des tripodes amphiphiles C3Glu3,(C4Glu3 ¢) et iC5GIu3 (x).
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Figure 4-4 : Courbesy = f (Log C) des tripodes amphiphiles C5GIu3 (a§GQ3 @) et C7Glu3 4).
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Figure 4-5 : Courbesy = f (Log C) des glycodendrimeres amphiphiles C&3h) et C8GIu9 ).
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Figure 4-6 : Courbesy = f (Log C) des tripodes amphiphiles PhC2Glu3goBnGlu3 ¢).
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Il est dans un premier temps remarquable de censjat quelle que soit la longueur
des chaines constituant leur partie hydrophobecaegposés se comportent tous comme des
tensioactifs et abaissent tous la tension inteafaantre 'air et 'eau proportionnellement a
leur concentration et qu’ils présentent tous unedddktincte.

Ce comportement spécifique démontre clairement ltnypothése de départ d’'une
ségrégation des parties polaires et apolaires esufdces du corps central aromatique est
parfaitement vérifiee quelque soit le tripode étudi est tres surprenant de constater que
méme le tripode C3Glu3 est tensioactif (CMC = 28)nmalgré ses chaines hydrophobes
particulierement courtes constituées de seulemastdarbones.

A ce niveau deux hypotheses non exclusives 'unéadére peuvent étre faites pour
interpréter ce phénomene (i) soit les segmentsalthyles portant les tétes hydrophiles
participent au caractére hydrophobe de la molé¢iilesoit la multiplicité de courtes chaines
hydrocarbonées sur une face du noyau central aiqueapermet d’apporter un caractére
tensioactif a la molécule. A I'heure actuelle nagsdisposons d’aucun élement de réponse
précis.

L’autre parameétre a prendre en compte ici est leauvaextrémement faible de la CMC
détectée (de I'ordre de janole) pour le composé C7Glu3 ainsi que la solubiliés faible de
ce composeé dans I'eau. Avec le dérivé C8GIu3, maws retrouvons probablement dans les

limites expérimentales de la mesure de la CMC certggtu de ces parametres.

1,0

0,0

-1,0

-2,0

-3,0

-4,0

Log CMC
1 (mM)
i R®=0,9814
Nombre de C sur
les chaines hydrophobes
2 3 4 5 6 7 8

Figure 4-7 : Courbe de variation Log CMC = f (nC) des tripodesidux ayant une face hydrophile fixe
constituée de trois résidus glucosidiques et dinekahydrophobes linéaires de longueurs variables.
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En ce qui concerne I'évolution de la CMC en fonetatlu nombre de carbones de la
partie hydrophobe, on peut constater que la coudgeCMC = f (nC), ou n correspond au
nombre de carbones des chaines hydrophobes stiipledes (Figure 4-7), a une variation
parfaitement linéaire avec un excellent coefficightle ~ 0,98.

Ce graphique montre en tout cas clairement queolaportement des tripodes
amphiphiles faciaux en solution aqueuse est ideetig celui d’'une série homologue de
tensioactifs monocaténaires dit « classique », darsens ou 'augmentation du nombre de
carbones sur la chaine aliphatique entraine unmdiion linéaire de la valeur de la CMC.

On remarque que la CMC du tripode BnGlu3 (0,23 npdijtant des groupements
benzyle sur sa face hydrophobe est comprise ealie du C4Glu3 et celle du C5GIu3. La
contribution hydrophobe d’'un groupe phényle a laMun tensioactif est estimée comme
on I'a vu & 3,5 groupes méthyléhee qui correspond & une contribution globale chzije
de 4,5 méthylenes. La valeur de la CMC obtenue rerpétalement est donc en tres bonne
corrélation avec la valeur théorique.

Le dérivé PhC2GIlu3 comporte un groupement méthysempplémentaire sur chaque
bras hydrophobe correspondant dans les mémes iomsdéd une contribution totale de 5,5
méthyléne, possede une CMC deux fois plus faiblE2(6hM) équivalente a celle du C5GIu3.
On aurait pu attendre une valeur expérimentaleddgent inférieure.

D’aprés les données expérimentales tres largesellehent disponibles, il est
couramment admis que la CMC d’'un tensioactif évdinéairement en fonction du nombre
de carbones présent dans la chaine hydrophbheCMC décroit généralement d’'un facteur
10 tous les deux carbones rajoutés linéairemenfastinaine. Cependant, nous observons ici
gue l'addition de trois carbones sur la face hydoye abaisse la CMC d’un facteur 3 entre le
C3Glu3 et le C4GIu3 et d'un facteur 6 entre le G5kt le C5GIu3. Cette plus faible
contribution a I'effet hydrophobe s’explique parfét que ces trois méthylénes ne sont pas
rajoutés linéairement a la chaine mais sur traaénes différentes.

On peut comparer ce comportement a celui obsemwé&swphospholipides. En effet,
Tanford explique que la contribution hydrophobe apge par les groupements méthylene
d’'une seconde chaine hydrocarbonée représentarsamtl®€0% de ce qu’on devrait mesurer

si ces mémes méthylénes étaient fixés sur la chpimeipale. Il est probable qu’un

® G. Broze (Ed), ¢dandbook of Detergents, part A : PropertiesSurfactant Science Series v8R, Marcel
Dekker:New York,1999

’ C. Tanford, The Hydrophobic Effect : Formation of Micelles aBiblogical Membranes, 2" Ed, Krieger
Publishing Company: Malabar, Floride91
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phénomeéne analogue se présente ici avec ces tetifsidapodes, et qui explique la faible
contribution relative apportée a I’hydrophobie pes trois méthylenes dans la série tripode.

On peut noter également que la CMC du tripode iieam@5GIlu3 (0,25 mM) est
environ le double de celle de son isomere liné@s&Iu3 (0,13 mM). On peut tirer les
mémes conclusions que celles exprimées aupardiamgmentation de I'hydrophobie par la
ramification des trois chaines hydrophobes entraire contribution hydrophobe plus faible
que celle observée sur I'isomere linéaire.

Enfin, on peut remarquer que la CMC des glycodemgiies C8GIlu6 (3,12 mM) et
C8glu9 (0,63 mM) est 500 a mille fois supérieuieele de la molécule C7Glu3. Roserakt
ont deécrit le comportement micellaire de dodécyl genta, hexa et octaéthylene glycol et
observent une augmentation de la valeur de la Cké@agptionnelle au nombre de résidus
ethyléne glycol qui est donc liée & I'augmentatien’hydrophili€. Cependant cette variation

de CMC reste dans ce dernier cas relativement maegi(de 52uM a 109 pM)

comparativement au cas présent des tripodes faciaux

A noter que au laboratoire, nous avons pu fairaéme observation sur des séries de
tensioactifs fluorés dotés d’'une téte polaire madiopu triglycosylés. L'augmentation du
nombre de résidus sucre a pour conséquence d'aectai valeur de la CMC de ces
composés |l est probable que les effets de répulsion elesetétes polaires extrémement
volumineuses de ces tripodes dendriméres diminlgerdapacité de micellisation de ces

composeés et augmentent les valeurs de CMC dansasi®rte proportion.

De la méme maniere, en faisant un comparatif desides superficielles limites
suivant le nombre de carbones portés par les chiraires aliphatiques, on peut voir que la
tension de surface limitg-yc atteinte au dela de la CMC par les tripodes dimida fagon
sensiblement linéaire (Figure 4-8).

Cette observation est parfaitement logique puidlguggnifie que I'allongement des
chaines hydrophobes favorise I'adsorption et unlleoei empilement des tensioactifs a
I'interface air/eau, et donc la formation d’'une moauche plus stable qui a pour effet de

diminuer plus fortement la tension de surface quidle.

8 M.J. Rosen, A.W. Cohen, M. Dahanayake, X.Y. Hu®&hys. Chem1982 86, 541-545.
° M. Abla, G. Durand and B. Pucdi, Org. Chem.2008 73, 8142-8153.
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Figure 4-8 : Courbe de variatiogcyc = f (nC) des tripodes amphiphiles faciaux.

On peut toutefois noter que la variation ggsc entre le C3Glu3 et le C7Glu3 est tres
faible et inférieure a 10 mN/m. La tension supéfie limite du iC5GIu3 (35,3 mN/m) est
comparable a celle du C5GIu3 (35,8 mN/m). Les glgrmiriméres C8GIlu6 et C8GIu9
abaissent trés faiblement la tension superficiedle’eau Ycmc = 41,2 mN/m), ce qui peut

parfaitement étre corrélé a leur CMC élevé et ¢gande solubilité dans I'eau.

La détermination des aires a l'interface dansélaesde tripodes C3Glu3 a C7Glu3
montre, compte tenu des incertitudes sur la mesune stabilité des aires occupéegnfoar
les tripodes a l'interface C7GIlu3 (150-23(’?)) des linstant ou ils possédent tous la méme téte
polaire. Dans une moindre mesure un phénoméne quelceest observé sur les
glycodendrimeres C8Glu6 et C8GIu9 qui occupentaless a peu pres similaires (460-470
Az) mais sensiblement deux fois plus importantes lgaedérivés porteurs de seulement 3
motifs sucres

L’aire a l'interface est étroitement corrélée adumee occupé dans I'espace par les
chaines grasses et par les tétes polaires. Pourtéleepolaire constante, c’est donc
I'occupation des parties hydrophobes qui a unederae directe sur cette aire. Cette valeur
étant constante pour des chaines variant de 3 arbores, on peut donc en déduire que
l'allongement de ces dernieres influencent peu ecelire, celle-ci étant contrblée

essentiellement par le volume occupé par la spgiaegre du tripode.
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On peut également observer que les tripodes fada®u3 et PhC2Glu3 constitués
de noyaux aromatiques occupent globalement unephiseimportante (320-37@2) que la
série de tripodes a chaine linéaire. La modélisatie la conformation des molécules sous

Chem3D Pro permet d’interpréter ces mesures expétates (Figure 4-9).
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Figure 4-9 : Modélisation sous Chem3D Pro 11.0 des tripodes B3G&) et PhC2Glu3 (b) expliquant la
différence des aires occupées a l'interface ainfeaces composes

En effet, on peut observer que le dérivé BnGlu3peet déployer ses attaches
aromatiques que dans un positionnement strictelmaizontal occupant donc une aire plus
importante a linterface. Le dérivé PhC2GIlu3 a Beés attaches aromatiques qui sont
positionnées verticalement mais en déployant phlebadnt ses parties hydrophobes de
maniere a limiter I'encombrement stérique. Quoiilgaeh soit, le volume occupé par les
attaches aromatiques verticales du PhC2Glu3 (3)paait plus faible que celui occupé par
celles du BnGlu3 positionnées horizontalement (873 ce qui semble & priori en cohérence
avec les images de modélisation.

Aprés avoir confirmé le caractére tensioactif de mmlécules et déterminé quelques
caractéristiques essentielles comme la CMC, l'airéinterface et la tension superficielle
limite nous avons cherché a déterminer I'évolutide la balance hydrophile de ces
tensioactifs en mesurant la valeur relative de klgualrophobie. Ceci peut étre effectué par la
mesure de leur coefficient de partition (log)k’
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[1l. Mesures du coefficient de partition Log k'W

A. Définition

Le coefficient de partition P parfois appelé caméiint de distribution correspond au
rapport de concentrations d’'un composé dans leseshdlun melange de deux solvants non

miscibles & I'’équilibre, généralement un mélangara/eat’ :

P = [Sctandl/[Sead

Avec [Sciand], la concentration du soluté dans I'octanol

[Sead, la concentration du soluté dans I'eau

Ce parametre est trés utilisé dans lindustrie mplaaeutique puisqu’il permet
d’évaluer pour un médicament sa balance hydrofipighile ainsi que son mode de
distribution dans le corps. Un coefficient élevdigque que le composé est hydrophobe et une
faible valeur que le composé est hydrophile. Caéttenée permet donc d’estimer le mode
d’administration d’un principe actif et son modadtion en évaluant sa faculté a traverser les
bicouches lipidiques (compartiment hydrophobe) denbau contraire de se retrouver
préférentiellement dans la circulation sanguinenfeartiment hydrophile).

Classiguement, la détermination du coefficient Hasea I'aide d’'une ampoule de
décantation, en dissolvant le soluté a étudier dansnélange octanol/eau (v:v, 1:1). La
solution est bien agitée, puis le systeme biphasigst équilibré avant de mesurer les
concentrations du soluté dans chaque phase parcgmpie UV/Visible. Cependant, cette
méthode présente plusieurs inconvénients bien lqu'sbit précise. Elle nécessite des
guantités importantes de composé dont il est ddfide vérifier visuellement si la
solubilisation est complete dans le mélange. L'eepée nécessite de plus de pré-mixer le
mélange et de laisser le systéme s’équilibreusarpériode longue d’au moins 24 h.

Il existe une alternative, qui permet de détermioercoefficient de partition de
maniere simple avec des quantités trés faibleodgasé, par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) en phase invéfs€ette méthode est applicable a une large gamme de

composes, et parfaitement adaptée aux moléculeliphilps.

YA, Leo, C. Hansch and D. ElkinGhem. Rey1971, 71, 525-616.
' W.J. LambertJ. Chromatogr. 1993 656, 469-484 ; J.G. Dorsey and. KhalediChromatogr. 1993 656,
485-499.
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B. Principe de la méthode de détermination par HPLC

Le principe de cette technique est basé sur legactions du composé a étudier
(notamment de sa partie hydrophobe) avec les ehaictadécyles greffées sur la silice de la
phase stationnaire inverse C18 lors de son élatiea une phase mobile polaire MeOb{ZH

Cette méthode s’appuie sur le temps de rétenfjotiut composé ainsi que de son

coefficient de capacité k' associé obtenu ave@uifits mélanges d’élution MeOH/BI :

K" = (tr-to)/to

Avec b, temps de rétention de la phase mobile (MeOH)

Il a été démontré que la corrélation entre le ¢oefit de partage obtenu par la
méthode « classique » dans un mélange eau/octapell® par HPLC avec le Log k’ était la
meilleure pour une concentration en eau importantéénsi, en utilisant un mélange d’élution
MeOH/H,O ayant une proportion en eau proche de 100%, ¢e K. alevient équivalent au
coefficient de partition noté Log . La valeur Log kjyy est généralement extrapolée par
régression linéaire en tracant la courbe Log k' (%fen MeOH du mélange d’élution) étant
donné que le temps de rétentigndes composés hydrophobes est bien trop élevéumesc

phase mobile d’eau pure.

C. Procédure et interprétation des résultats

Nous avons dans un premier temps effectué le speldtrVisible du tripode C5Glu3
pris par défaut, pour déterminer la longueur d’oadéquate a utiliser sur le détecteur UV-
Visible en HPLC lors des injections (Figure 4-1()s mesures seront réalisées a 220 nm.

Les tripodes amphiphiles faciaux sont dissous dlnméthanol a une concentration
de 1 g/L et injectés sur une colonne phase invefse(granulométrie fim, dimensions 250
X 4,6 mm) a température ambiante. Les composéséto@és dans au moins trois mélanges
différents de MeOH/ELD dont les proportions varient de 95:5 a 65:35. heEsures sont
réalisées a une vitesse d’élution de la phase malil0,8 mL/min et a une longueur d’onde

de détection de 220 nm.

12 K. Miyake, N. Miauno and H.J. Teradh,Chromatogr. 1988 439, 227-235.
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Figure 4-10 : Spectre UV-Visible du tripode C5GIUOHB € 218 nm, A =0,727 A =280 nm, A =0,053)

Suivant la méthodologie précédemment décrite, ramams donc tracé pour chaque
composé, les droites Log k' = f (% en MeOH du mgéaul’élution) via les coefficients de
capacité k' calculés a différentes proportions wofjues du mélange d’élution MeOH/BI.
Cette méthode nous permet d'obtenir une droite udiggn du type y = ax + b dont

I'ordonnée a I'origine b correspond au coefficidatpartition Log ky (Figure 4-11).

Log k’
0,6
0,1 -
y=-9,3674x + 7,4446
R?=0,9939
0,4 -
-0,9
% MeOH
-14 w ‘ ‘ ‘ ‘
0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95

Figure 4-12 :Courbe Log k' = f (% en MeOH) du tripode C5Glu3 ipettant d’estimer le Log ¥ a partir de la
valeur b de I'équation.
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Les valeurs de Log { obtenues pour les différents tripodes amphipldemux sont

rassemblées dans le tableau 4-4.

Tripode , 2
amphiphile Log K'w R
C3Glu3 6 0,9987

C4Glu3 5,9 0,9994
C5Glu3 7,4 0,9939
iIC5GIu3 7,7 0,9828
C6GIlu3 8,5 0,9984
C7Glu3 9,6 09988
C8GIlu3 10,4 0,9963
BnGlu3 6,1 0,9998

PhC2GIlu3 6,6 0,9999

Tableau 4-4 :Valeurs des coefficients de partition calculéestexpentalement.
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Figure 4-114 :Courbe Log ky = f (nC).
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On peut remarquer de maniére surprenante que fécta@ de partition du tripode
C3GIlu3 est pratiguement égal a celui du CA4Glu3. damtribution des 3 carbones
supplémentaires reste donc marginale pour des ehéaies courtes. Cependant, on constate
que le Log ky croit ensuite comme attendu de facon linéairgjlegda longueur des chaines

hydrophobes augmente sur les composés (Figure.4-12)

On observe également une bonne corrélation enttodgeCMC et le Log ky des
tripodes amphiphiles faciaux lorsque I'on tracedarbe Log CMC = f (Log ky). En effet, le
Log CMC diminue bien linéairement avec I'’hydrophebprovoquée par I'allongement
croissant des chaines alkyles (Figure 4-13), ceapfirme une corrélation entre la CMC et la

balance hydrophile lipophile des tensioactifs.

11,0 1
Log k'

10,0 -
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R?=0,9783
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Figure 4-13 :Courbe Log ky = f (Log CMC) des tripodes amphiphiles a chalimelires.

Le tripode BnGIlu3 a un coefficient de partition qom entre celui du C4GIu3 et du
C5Glu3. Cette valeur est a comparer avec les \alelatives de CMC de ces trois composés
qui étaient du méme ordre de grandeur. Rappeloadagoontribution a la CMC d’un noyau
aromatique est de 3,5 méthylénes. Cette contribigemble étre vérifiee pour les tripodes

dans le cas de la mesure du coefficient de partitio
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V. Mesures de la taille des auto-assemblages erigmn agueuse

Ayant pris connaissance des concentrations craigiegrégation de la série de tripodes
amphiphiles faciaux, nous avons donc décidé d'étulli comportement d’agrégation des
tripodes faciaux en solution aqueuse avec un appadéfusion dynamique de la lumiere. La
technique de diffusion dynamique de la lumiere edxp en anglais Dynamic Light scattering
(DLS), est une technique tres puissante permettapporter des informations sur la taille
des macromolécules dispersées, la nature desdtiterm entre les molécules de soluté et la

polydispersité des objets en solution

A. Principe de la technigue

Lorsqu’un faisceau de lumiere est envoyé a traweessolution, la majeure partie de la
lumiére traverse le milieu mais une faible parts diffusée. La lumiére diffusée par une
macromolécule en solution est observable si ceélietme polarisabilité différente (un indice
de réfraction différent) de celle du solvant. Darscas, le moment dipolaire oscillant induit
par le champ électrique émet une onde dans taegeadirections de I'espace.

L'intensité de la lumiere diffusée est fonction ldedirection de la polarisation de la
lumiére incidente, de l'angle de diffusion et desrgmeétres de la solution (indice de
réfraction, viscosité et température). Le faisceaupolarisé rectilignement avec des angles

définis comme indiqués sur la figure 4-14.

A Z lumiére
diffusée
()]
E
T E 0
> y
lumiere
incidente )
particule
X

Figure 4-14 : Schématisation de la lumiére diffusée par une q@aetien solution. Le champ électrique du
faisceau incident est orienté suivant la directicgt le faisceau incident se propage alors suilzadirection y.
On définit les angles entre la direction de propiagadu faisceau diffusé et les axes z et y resgmoent par
P eth.

3 B.J. Bruce, R. Pecora, « Dynamic light scatteriiily applications to chemistry, biology and physicRR.E.
Krieger Pub. Co., Malabar, Floridd.99Q

208



Chapitre 4 : Etude physico-chimique des tripodegplaphiles faciaux

L'intensité de la lumiére diffusée par une seulecmomolécule en solution avec des

dimensions plus petites que la longueur d’oh@st donnée par la formule de Rayleigh :

|, = 41C-M”(sing)’. [dn/do)*.lo
Na% A% R?

Avec M : masse molaire de la macromolécule (g/mol)
dn/dc : incrément de l'indice de réfraction dedduson par rapport au solvant (mL/g),
l, : intensité de la lumiére incidente,
N, : nombre d’Avogadro (6,022.3mol),
A : longueur d’'onde de la lumiere dans la solutmm)(

R : distance entre le point de diffusion et le pdiebservation (cm).

B. Fluctuations de l'intensité diffusée et diffusio quasi-élastique de la
lumiere (DOQEL)

Contrairement a ce qui se passe dans un gaz dankité diffusée est stationnaire
dans le temps, l'intensité diffusée par un enserndelanacromolécules en solution fluctue
dans le temps tres rapidement et de maniére irggégubutour d’'une valeur moyenne
constante.

L’intensité diffusée par le solvant est trés faildt les macromolécules qui y sont
présentes, ont un mouvement aléatoire di aux dates les molécules de solvant et/ou des
particules (mouvement Brownien), de sorte que labre n de particules contenues dans des
volumes yde I'échantillon varient aléatoirement trés rapigat.

Ainsi, la lumiere diffusée par les volumgsadjacents fluctue en intensité de volume a
volume mais aussi en phase. Ce sont ainsi les moatilins perpétuelles des positions des
macromolécules (sources diffusantes), qui causnfllictuations d’intensité de la lumiere
diffusée, autour d’une valeur moyenne (signal ctataire).

La méthode classique pour extraire des informatigmepriétés dynamiques de la
particule) d’'une grandeur fluctuante consiste acudal sa fonction d’autocorrélation.
L’autocorrélation est une notion statistique quisore la régularité d’'un signal lumineux

d’intensité I(t). La fonction d’autocorrélation poun signal I(t) variant dans le temps s’écrit :

G(1) =<I(t). I(t+1) >
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A 1 =0, les deux signaux I(t) et Iff}-sont égaux, la fonction d’autocorrélation a alors
une valeur maximale égale &<let cette valeur tend & diminuer lorsquaugmente, jusqu’a

la valeur <I# (Figure 4-15).

N Fonction
Intz_’-,"nsne_de I{:\ d’auto-corrélation
lumiere diffusée G(t) (unité arbitraire)
(unité arbitraire) A
T
<|2>
' . <I>?
0 10 20 >

Tempst

Figure 4-15 : Représentation graphique des fluctuations de Kgité lumineuse autour d’une valeur moyenne
<I> et de la fonction d’autocorrélation d'une salutcontenant des particules.

1. Macromolécules monodispersées sans interactioms solution

En absence d'interaction (solution idéale mais potnétre rapprochée a une solution
peu concentrée), une macromolécule se déplacanieet diffuse a travers la suspension
sans interférences avec les autres macromolédbes.les macromolécules monodispersées
en suspension ayant une taille petite comparé@ algq est le vecteur de diffusion c’est &
dire la différence entre les vecteurs d’onde inaide diffusé (soit q.R << 1, avec R le rayon

de la macromolécule), la fonction d’autocorrélatsdcrit :

G(1)=A.exp(-2D.q°.1) +B

Avec A : constante de I'appareil,
D : coefficient de diffusion (en cits),

B : ligne de base théoriquement égale a 1.

A partir de la connaissance du coefficient de diffa translationnel (D), nous

pouvons obtenir la taille de la macromolécule eltam dans un milieu donné. Pour des
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macromolécules sphériques sans interactions damnsolwant homogéne, le coefficient de

diffusion translationnel est donné par la relatienStokes-Einstein :

ke. T

DzG.ﬂ.f].Rh

Avec ks.T quireprésente I'énergie d’agitation thermiqae molécule,

R : rayon hydrodynamique apparent des macromolé¢oigs
T : température absolue (K)

D : coefficient de diffusion translationnel {fs)

n : viscosité dynamique du milieu de dilution (Pa.s)

ks : constante de Boltzmann (1,3820/K)

Le rayon hydrodynamiqueRi’'une macromolécule représente le rayon de larsphé

dure qui diffuse en solution avec le méme coefficide diffusion translationnel. De plus,

pour des macromolécules sphériques, la détermmaiioR, et du volume spécifique partiel

peut étre utilisée pour calculer le degré de satiat de la macromolécule. Le volume de la

sphére, calculé & partir de, Rt donné par la relation ,\= (4rR;/3), est un volume

hydrodynamique, qui peut étre différent du volumealculé a partir du volume spécifique

partiel de la macromolécule ;(V=M.Vs/N,), considéré comme le volume non hydraté.

2. Macromolécules polydispersées sans interactioan solution

La polydispersité d’'une solution de macromolécupesut avoir plusieurs origines

différentes :

une polydispersité en taille ; toutes les macroowés sont supposées étre des
sphéres homogenes, la seule différence est |dler tai

une polydispersité en composition : toutes les praotécules sont des spheéres
homogenes mais ayant des compositions différentes.

une polydispersité en forme : les macromoléculeésies formes différentes.

Dans ce cas précis, on ne considérera que la ppbudité en taille avec des

macromolécules ayant des tailles petites comparée$ongueur d’onde du laser. Si plusieurs
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especes sont présentes en solution, la fonctiontatarrélation est une somme discréte

d’exponentielles qui peut étre « approchée » pdiskaibution continue suivante :

G(1) =TA(I’) .exp(-I.t).dr

Avec jA(I’).dF =1, A(I') représente la fonction de distribution normalisée
0

3. Macromolécules polydispersées avec interactiops solution

hY

Les interactions en solution conduisent a des kdiwés dans la position et le
mouvement des macromolécules en solution. L'efietcdtte corrélation sur la fonction
d’autocorrélation est qu’elle peut perdre son daracmono-exponentiel alors que la solution
est constituée de macromolécules identiques. Urt @ame monoexponentielle parfaite n’est
pas le signe automatique d’une polydispersité e tians la solution.

Le signal de diffusion d’'une solution de macromalés monodispersées sans
interaction est une mono-exponentielle décroissainte représentation de Intp€n fonction
det est une droite. Si les éléments diffusants ne gasitmonodispersés ou s'ils interagissent,
la fonction d’autocorrélation perd son caracteranoiexponentiel et peut étre assimilée a une
somme d’exponentielles. La courbe expérimentalepermet plus de remonter de facon
univoque a la répartition en taille des diffuselus représentation de In G(en fonction da
n'est plus linéaire et I'écart par rapport a la teemitiale correspond au coefficient de
polydispersité, Pdl.

De nombreuses méthodes de traitement mathématigusgdal ont été développées
afin de déterminer le coefficient de diffusion amgwa Dypp et le coefficient de polydispersité
Pdl.

La premiére méthode est celle des cumulants, @ipigue aussi bien aux systemes
monodispersés qu’aux systemes polydispersés. Mestméthode qui permet sans ambiguité
de déterminer le coefficient apparent des macrocnt@é monodispersées en solution alors
gu’elle nous fournit un coefficient de diffusion yem des macromolécules dans le cas ou
celles-ci sont polydispersées en solution. Cettédhoue consiste a écrire la fonction

d’autocorrélation en termes de cumulants suivardaweloppement limité :

IN[G(V)],,_,SA0—ALT+A: (t?12)
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La connaissance des trois premiers cumulants M et Ay) permet d’obtenir un
certain nombre d’'informations essentielles commealaur a laquelle la distribution BA) est
centrée, sa largeur et son asymeétrie.

Dans le cas d’'une distribution gaussienne, la dseaace de Aet A, est suffisante
car tous les cumulants d’ordre supérieur sont ndlg est lié au coefficient de diffusion
apparent et Areprésente la variance, c’est a dire I'écart ppport a la mono-exponentielle

pure caractéerisée pagf) (Figure 4-16):

A=< q2 . Dapp>

A2=<(q’ Dapp)2_<q2- Dapp> >

In GT) A

Figure 4-16 : Représentation schématique de Int)Gén fonction det dans le cas ou la fonction
d’autocorrélation, Gf) a un comportement de monoexponentiel pur (a) atsdle cas ou la fonction
d’autocorrélation, Gi), s'écarte de la mono-exponentielle (b).

L'indice de polydispersité, Pdl est déterminé gacalcul du rapport Pdl =287, Ce
coefficient représente la largeur de la distributen taille des macromolécules en solution.
C'est un nombre sans dimension qui caractériseaffé@ une monoexponentielle,
caractéristique du comportement d’'une solutionle@aonodisperses et sans interactions).
Pour les systemes de macromolécules que nous s dio estime que si la valeur de Pdl est
inférieur & 20%, la solution est monodisperse.lI8iast supérieure a 40%, la solution est tres
polydisperse. L'augmentation de l'indice de polpdissité est due soit a la dispersion en taille
des macromolécules, soit a la non-idéalité dellaiso.

La seconde méthode employée pour analyser desosayiolydispersées en taille et
sans interaction est la méthode des moindres safMl&LS) ou la méthode de CONTIN.
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Dans le cas d’'une solution polydisperse en tddlépnction d’autocorrélation est une somme
d’exponentielles dont la résolution est complexeetia représente un probléme sans solution
unique.

Cette méthode va utiliser une méthode d’échantibge pour décomposer en valeurs
propres la fonction d’autocorrélation avec un naenbde valeurs limité et déterminer le
coefficient de diffusion (donc le rayon hydrodyngoe R) de chacune des especes en

solution.

C. Procédure et interprétation des résultats

La polydispersité et la distribution de taille @té mesurées a 25°C sur des solutions
d’amphiphiles faciaux a des concentrations toujaupérieures a la CMC mais pouvant
varier d'un produit a l'autre, afin d’obtenir la mzentration nécessaire a I'obtention d’'un

signal suffisamment intense.

Les mesures sont réalisées avec un Zetasizer Namm@&le 1600 (Malvern
Instruments Ltd. Angleterre) équipé d’'un laser Hepdur produire la source lumineugde<
633 nm, 4mW). Le dispositif de diffusion de la l@mra enregistre le signal en rétrodiffusion a
un angle deB = 173° avec un photomultiplicateur relié a un élateur. La valeur limite
inférieure de détection en taille des particulésied’ordre de 0,7 nm.

Les solutions sont préparées avec de l'eau ultne @i stockées a température
ambiante 1 h, filtrées a travers un filtre de QM et transvasées dans des cuvettes dd_45
pour effectuer I'expérience. Le temps d’acquisitiest de 10 minutes et chaque donnée
expérimentale correspond a une moyenne de 10 galeas mémes issues a chaque fois
d’'une moyenne de 10 mesures.

Nous avons fait varier les concentrations de chagpede au dessus de la CMC de
facon a obtenir un signal suffisamment puissantumgegpar le détecteur et estimé en
kilocoups (kcps). Les composés faiblement soluBlest chauffés a 40°C si besoin pour

compléter la solubilisation des tripodes amphighile
Les données expérimentales obtenues suivant ceiteodologie sont rassemblées

dans le tableau 4-5, ainsi que les profils de ibisfion statistigue du diameétre

hydrodynamique glde I'ensemble des composés sur les figures 4411%
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Figure 4-17 : Distribution volumétrique du diametre hydrodynangqdes tripodes amphiphiles faciaux a
chaines hydrophobes constituées de résidus arareatiq(vert) BnGlu3 a 15CMC, (rouge) PhC2GIu3 a
15CMC.
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Figure 4-18: Distribution volumétrique du diamétre hydrodynangqdes tripodes amphiphiles faciaux
chaines aliphatiques linéaires : (rouge) C3Glu3b&MC, (vert) C4Glu3 a 15CMC, (rose foncé) C5GIlu3
120CMC, (bleu) C6GIu3 a 15CMC, (noir) C7GIlu3 a 180Cet (rose clair) C8GIu3 a 120CMC.
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Figure 4-19 : Distribution volumétrique du diamétre hydrodynanggdes tripodes amphiphiles faciaux ayant
une hydrophilie variable : (vert) C8GIlu6 a 2CMClef) C8GIu9 a 2CMC et (rouge) C8GIu3 a 120CMC.
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Diamétre Distribution Nombre de

Tripodes hydrodynamique | :(|.r{]2 r)]a volumétrique coup$ Concentration (mM)
du (nm) (%) (kcps)

C3Glu3 3,25 0,73 99,9 346 35,7 (~15CMC)
C4Glu3 5,21 1,02 99,8 142 12,5 (~15CMC)
C5Glu3 8,09 2,16 99,8 308 15,4 (~120CMC)
IC5GIu3 7,95 1,92 89,9 180 14,8 (~60CMC)
C6GIlu3 11,52 4,02 99,8 209 0,15 (~15CMC)
C7Glu3 538,8 162,1 99,0 397 0,15 (~120CMC)
C8Glu3 975,5 229,7 98,1 473 0,28 (~120CMC)
BnGlu3 5,38 1,31 99,6 365 3,4 (~15CMC)

PhC2Glu3 172,8 130,0 95,2 295 1,8 (~15CMC)
C8Glu6 4,96 1,46 100 418 6,2 (~2CMC)
C8Glu9 6,25 1,32 99,9 222 1,3 (~2CMC)

Tableau 4-6 :Taille des agrégats mesurée dans I'eau pour la dértripodes amphiphiles faciaux par diffusion
dynamique de la lumiérél 1/2 h, ce parameétre correspond a la largeurida mi-hauteur et refléte le degré de
polydispersité de I'échantillon.

Lors de ces mesures, on a pu constater que lébdisdn volumétrique et la taille des
agrégats varient en fonction de la concentratiom. effet, il est nécessaire d’avoir une
concentration suffisante dans la solution au mimmib fois supérieure a la CMC pour avoir
une population d’'agrégats monodisperse et suffisamintoncentrée en particules pour
'ensemble des composés, a I'exception des glyatriteeres C8Glu6 et C8GIlu9 pour
lesquels une concentration deux fois supérieuseGMC est suffisante (mais dans ce cas leur
CMC comme on l'a vu est extrémement élévée). Seutdmposé a chaines ramifiees
IC5GIu3 possede une distribution volumétrique péetiproche de 90%.

La forme et le type d’auto-association générédgmtensioactifs en solution aqueuse

peuvent étre déterminés a priori de maniere emyarign se basant sur le concept du
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paramétre critique d’empilement (ou « Critical HagkParameter 3} développé d’aprés les

équations de Tanford. Ce parameétre, simple ettifytast défini comme étant le rapport du

volume de la partie hydrophobe de la moléculg gur le produit de la longueur maximale de

cette partie par la surface optimale occupée pardeecule a I'interface entre I'agrégat et le

solvant (ad). Il permet d’établir une forme des agrégats dipde I'importance relative des

parties hydrophobes et hydrophiles pour chaquedip{Tableau 4-6).

Valeur du
parametre critique
d’empilement

Forme moléculaire

Phase

Lipides

\' \
T" <1/3 (sphere)
al

0

\'

CoOne inverse

Phase micellaire

1/3<—2%<1/2
al lysophospholipides,
(tubules ou prolates) détergents.
1/2<Yo g (Micelles)
al,
(oblates)
phosphatidylcholine,
Cylindre Phase lamellaire (L) | phosphatidylsérine (pH>4),
phosphatidylinositol,
Yo o4 phosphatidylglycérol,
al, sphingomyéline,
— acide phosphatidique,
(Vésicules, feuillets) digalactosyldiglycéride,
cardiolipine.
. Structures inversées (H)
Cone (courbure négative) | phosphatidyléthanolaming
v (insaturée), acide
j >1 phosphatidique (pH<3),

14

phosphatidylsérine (pH<4),
monogalactosyldiglycéride

Tableau 4-7 :Paramétre d’empilement et forme moléculaire dedsfits lipides.

Cependant, ces régles prédictives concernant lesbwes a l'interface hydrophile-

hydrophobe, basées sur la mécanique statistiqué,des regles empiriques. A ce titre, elles
se doivent donc d'étre utilisées avec précautionsque de nombreux parametres

(concentration en tensioactif, force ionique, terapge, présence de mélanges,...) peuvent

1 R. Nagarajanl,.angmuir 2002, 18, 31-38.
15p.R. Cullis and B. De KruijffBiochem.Biophys. Actd979 559, 399-420.

217



Chapitre 4 : Etude physico-chimique des tripodegplaphiles faciaux

influer grandement sur I'auto-association. Il nfeste pas moins gu’elles sont importantes en
premiére approximation.

En considérant une importance relative équivalemfest-a-dire un paramétre
d’empilement proche de l'unité, le lipide peut éhématisé par un cylindre et le type de
phase adoptée sera lamellaire (L) (vésicule oulldé€uiC’est le cas pour une population
homogéene de molécules de phosphatidylcholine, ymmple, qui va s’agréger en bicouches.

Par contre, si la partie hydrophobe du lipide esis pmportante que la partie
hydrophile (parametre d’empilement supérieur ait&n celui-ci pourra étre schématisé par
une forme conique avec la téte polaire au sommetdode et une phase hexagonale (qu H
ou micelle inverse sera préférentiellement adopt@ephase micellaire, quant a elle, est
associée a une forme conique inverse ou la panlare est plus importante que la partie
hydrophobe (parameétre d’empilement inférieur a.1/2)

Sur un autre plan, il est également admis quergueur de la chaine constituant le
tensioactif a un impact sur le nombre d’agrégatienla micelle, c'est-a-dire le nombre de
tensioactifs constituant la micelle. En effet, plias chaine est longue plus le facteur
hydrophobe et par la plus le nombre d’agrégatimit et plus la taille de la micelle

augmente.

14 A

12 1

10 A

Diamétre
hydrodynamique
d, (nm)

R%=0,9859

Nombre de C sur
les chaines hydrophobes

T T T T 7 7 T

2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5 7

Figure 4-20 :Courbe ¢ =f (nC) des tripodes amphiphiles a chaines iiréa
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Les résultats obtenus en diffusion de lumiéere iméiqg clairement une augmentation
de la taille des objets formés lorsque les chafuedes constituent s’allongent. Le diametre
des agrégats passe de 3,25 nm pour le C3Glu3 anbi,pour le C6GIu3. On note une
relation linéaire du diametre des particules erction du nombre de méthylenes constituant
ces chaines (Figure 4-20).

Ces objets sont de petites tailles inférieures amh5Ces tailles semblent indiquer une
organisation de type micellaire, aucune conclusianla forme de ces objets ne pouvant étre
faite a ce stade de nos mesures expérimentalesffdinles micelles peuvent étre sphériques,
légérement allongées ou en forme de batonnet.ridisations sur la forme de ces micelles
peuvent étre obtenues par des méthodes puissamtasecla diffusion de neutrons (SANS)
ou de rayons X (SAXS) aux petits angles.

Au-dela de 6 carbones présents dans la chaingidedes semblent s’associer sous la
forme d’objets beaucoup plus volumineux. Il faupeedant se montrer prudent car compte
tenu de la faible solubilité de ces substrats daas et ce malgré la procédure de préparation
des échantillons adoptés, on peut étre en présarstan phénomene d’agrégation imputable
uniqguement a cette faible solubilité et la formatid'objets indépendants des propriétés
tensioactives de ces substrats. La forme et laaake ces agrégats peuvent étre étudiées et
précisées par des techniques microscopiques notaimliaemicroscopie électronique par
transmission apres coloration négative.

Il est & noter que l'accroissement du volume occpg@e la sphére hydrophile des
tripodes en augmentant le nombre de résidus sy©@&Slu6 et C8GIu9), mais également
'augmentation associée de la solubilité de ceslyts, provoque des changements profonds
de la taille des particules puisque le diametreaggégats diminue tres fortement passant de 1
um a 5-6 nm (Figure 4-19). Cette derniere obsermagist en accord avec I'hypothése que
nous avons émise précédemment sur I'impact delldbitté des dérivés C7Glu3 et C8Glu3
sur la forme des agrégats formés en solution etvpar de conséquence nous incline a
nouveau a la prudence concernant l'interprétateneasd résultats.

Ce changement drastique du diameétre des particlienues est également notable
lorsque on rajoute un méthylene (PhC2GIlu3) sup&ties hydrophobes du BnGlu3 (Figure
4-17). Nous avons vu que cette addition entratmaithangement notable de la conformation
de la partie hydrophobe, les groupes phényle datifsi des trois chaines passant d’'une
position horizontale a une position verticale. @argement semble entrainer ici également
une profonde modification du parametre d’empilenmdEnta molécule puisqu’on observe une

transition d’un systeme « micellaire » vers unéyst « membranaire ».
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V. Essais de préparation de liposomes

Comme nous l'avons vu, les tripodes amphiphilesatac PhC2Glu3, C7Glu3 et
C8GIu3 forment en solution aqueuse des objets vialemx de respectivement 173, 539 et
976 nm. Etant donné les dimensions des objetseah gupposer qu’ils s'organisent sous la
forme de phases lamellaires en solution aqueuses(sigrégats ne sont pas dus a un défaut de
solubilité). Nous avons donc voulu voir s’il étgibssible, a partir de ces composeés, de
préparer des liposomes et de visualiser les prépasaobtenues par microscopie électronique
a transmission (MET) apres coloration négatived@hhntillon.

Par définition, un liposome est une vésicule ardfle formée par des bicouches
lipidiques concentriques, emprisonnant entre elles compartiments aqueux, pouvant étre
obtenues a partir d'une grande variété d’agentshiguites. On distingue 3 types de classe
selon leur taille et le nombre de compartiments :

* les liposomes multilamellaires ou MLV (Multi LamatlVesicle),
* les petits liposomes unilamellaires ou SUV (Smatilamellar Vesicle),

* les gros liposomes unilamellaires ou LUV (Largelbmiellar Vesicle).

Les liposomes unicompartimentaux SUV peuvent alteirdes tailles de 50 nm. lIs
sont obtenus a partir d'une suspension de vésiculedtilamellaires. Les vésicules
multilamellaires sont préparées a partir d'un fllmdigue lui méme obtenu par évaporation
d’'un solvant organique dans lequel est dissoupldd. Ce film lipidique est ensuite hydraté

et dispersé en milieu agueux pour conduire a de¥ W& plusieurs micrometres.

L’'apport d'une énergie externe, l'utilisation delsrasons par exemple, que ce soit
avec une sonde ou dans un bain, permet par leyuenée, de rompre les MLV en suspension
pour quils subissent un réarrangement sous la doda SUV homogenes et de petites
tailles'®. Bien entendu, la taille des liposomes va dépeddréemps et de la puissance des

ultrasons ainsi que de la nature et la concentral#l’agent amphiphile.

On prépare pour chaque expérience un film dans allorb forme «coeur » en

solubilisant le composé a étudier dans du méthamokvaporant le solvant a I'évaporateur

16 3.H. Fuhrhop and J. Mathiedingew. Chem. Int. Ed. Engl984 23, 100-113.
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rotatif et en séchant le film sous vide a la pontgefilm est dispersé avec de I'eau ultra pure
de maniere a avoir une concentration finale de Ydmh puis agité au vortex pendant

environ une minute.

La suspension est soumise aux ultrasons dans anchauffé a 50°C pendant une
heure. Les solutions légéerement bleutées sonéddtra travers un filtre de 0,4fn. Une
goutte de la solution est déposée sur une grilkaliigtie couverte d’un film carboné Formvar
et I'exces de liquide est éliminé par capillaritie@ un papier buvard. Ensuite, une goutte de
solution de molybdate d’ammonium a 3% dans l'eaudéposée sur la grille. Apres 30
secondes pour optimiser I'adsorption du coloraamtgbutte est retirée a nouveau avec un
papier buvard. La grille est préte a étre visualipér microscopie électronique sur le
microscope électronique Philips CM/2.

Selon cette procédure, nous avons recueilli plusielichés qui sont présentés sur les figures
4-21 a 4-23.

Figure 4-21 :Images obtenues pour le tripode PhC2Glu3.
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Figure 4-23 :Images obtenues pour le tripode C7Glu3.

Figure 4-2325 :Images obtenues pour le tripode C8GIu3.

On observe dans tous les cas des objets sphérijapss sur fond sombre. En
microscopie électronique, le matériel observé aipdmanc sur fond noir. Ces objets sont
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hY

entourés d’'une couche grisatre qui peut éventuelénctorrespondre a la membrane
constituée d’'une bicouche de tripodes.

Nous avons également mesuré en parallele par DliSilla des liposomes formés
selon cette procédure afin de vérifier que cestshj&taient pas des artefacts. La synthese
des résultats obtenus par DLS et ceux mesuréssufithés de microscopie électronique, est

présentée dans le tableau 4-7.

. Diameétre Distribution Diamétré
Tripode hvdrod : 11/2 h lumétri Nombre de coups !
amphiphile ydrodynamique | 1/2 h (nm) volumétrique (kcps) mesurée par
dy (nm) (%) MET (nm)
PhC2GIu3 65,2 33,7 60 363 50-89
C7GIu3 243 150 52 270 167-233
C8GIu3 263 161 90 438 188-406

Tableau 4-8 : Tailles des liposomes comparées par DLS et ME@s valeurs correspondent a I'écart entre la
plus petite et la plus grande particule mesurésega I'échelle sur les images de microscopieréleicfue.

On peut observer une assez bonne corrélation kstnmesures de DLS et celles qui
ont été faites systématiquement sur les clichésmitmoscopie. La polydispersité des
échantillons obtenus a partir des tripodes C7Glu3C8GIlu3 est importante. Elle est
probablement due au mode de formation de ces lipesples bains de sonication apportent
en effet une énergie faible par rapport a cell@gwbtient par utilisation d’'une microsonde
de titane plongée dans une solution de lipides.e@egnt, cette derniere méthode si elle
permet I'obtention de liposomes de petites taib¢sfaiblement polydisperses présente le
désavantage de contaminer la solution par du tiind’étre plus agressive vis-a-vis des
tensioactifs.

Dans le cas présent il semblerait qu’un apportg&gue convenable puisse favoriser
I'organisation de ces tripodes faciaux hydrophobesmme cela se produit avec les
phospholipides, et conduire a des systemes vésesilde type liposomes. Ce dernier résultat
ne contredit pas nos hypothéses précédentes & patdence lors de l'interprétation des
résultats d’agrégation en absence d’énergie extarais peut ouvrir au contraire de nouvelles
voies d’application de ces substrats pour I'enclapisun et mieux la vectorisation d’actifs...

On peut observer que le tripode PhC2GIlu3 constideé chaines hydrophobes

aromatiques forme de petits liposomes variant da &@viron 90 nm. Il est possible que la
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plus faible longueur de ces chaines qui correspundappelons le, a 5,5 chainons méthylene
favorisent la formation de petites vésicules. Despl'orientation verticale de ces chaines
aromatiques assure un empilement efficace desdggp@ar des interactions de type-«

stacking ».

VI. Conclusion

En conclusion, nous avons détaillé dans cetteegoarte étude relativement compléete
des propriétés physico-chimiques de la gamme d’'ghpes faciaux préparés. Nous avons
pu estimer dans un premier temps la solubilité lcgn des composés dans I'eau et mis en
évidence leurs propriétés moussantes pour les rsigukles.

On a défini la notion de tension superficielle dliquide et utilisé cette caractéristique
pour mesurer indirectement selon la méthode de aMilp, les concentrations micellaires
critiques (CMC) des tensioactifs en étudiant I'agdon des amphiphiles faciaux a I'interface
air/eau. On a pu voir que malgré leur topologieigye, ces tripodes amphiphiles faciaux
adoptent un comportement tensioactif et sont cagaiplelle que soit la longueur des chaines
hydrophobes, de s’adsorber a l'interface air/eadiaiaisser la tension superficielle de I'eau
jusqu’a une valeur limite significative a un phériara d’auto-assemblage. Ces résultats ont
permis de vérifier I'hnypothése émise au départ mas composes, concernant la ségrégation
des parties polaires et apolaires sur les facemgau aromatique central plan.

On a vu que Log CMC et la tension superficielleiténycuc variaient de facon
linéaire bien cohérente en fonction de l'allongetnees chaines alkyles sur la face
hydrophobe des tripodes amphiphiles faciaux commar pune série homologue de
tensioactifs monocaténaires classiques.

On a pu voir cependant que la CMC de ces compdsg@sauait d’'un facteur moins
important que celui observé pour les tensioactifassiques lors de [lintroduction
supplémentaire de groupes méthyléne sur les chhjmkEsphobes a cause de leur répartition
sur les trois bras hydrophobes du tripode. On aependant que méme si I'allongement des
chaines avait une répercusion importante sur ldeursa de CMC, ces modifications
conduisent a une variation des tensions supeltésidiimitesycyc trés faible de seulement ~
10 mN/m. Les glycodendriméres ont eux une tresldadctivité de surface due a laire
occupée importante par la téte polaire de ces ceéod I'interface air/eau.

On a constaté une stabilité des aires occupéegérface air/eau (150-2147) dans la
série de tripodes a chaine alkyle linéaire malgréékultat anormal du composé C8Glu3
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possédant lui une aire pratiquement 4 fois supérieues glycodendriméres C8Glu6 et
C8GIu9 occupent une aire plus importante a peu giragaire (460-470&2). Les tripodes
amphiphiles a chaines hydrophobes aromatiquesnenaiwe plus importante (BnGlu3 = 370
A? et PhC2GIu3 = 32(312) qui peut s’interpréter d’apres leur modélisatmnl’on note que
les groupements phényle sont verticaux pour le BB@®t horizontaux pour le PhC2GIlu3.

On a également pu évaluer I'hydrophobie de ces entdé a partir de leur coefficient
de partage en utilisant une méthode basée surdanalographie liquide haute performance
(CLHP). Les coefficients de partages Logylse sont d’ailleurs révélés bien en adéquation
avec les valeurs de CMC d’'apres la courbe Lag X'f (Log CMC). De la méme facon, le
Log K'w croit linéairement lorsque la longueur des chaimgophobes augmente sur les
tripodes amphiphiles faciaux.

La détermination des CMC par tensiométrie nous aeégent permis d’étudier les
objets formés en solution aqueuse par diffusioradyique de la lumiére (DLS). On a pu voir
qgue les glycodendrimeéeres C8GIlu6 et C8GIu9 formert population bien monodisperse de
petits agrégats (5 a 6,3 nm) a une concentratipérsure a leur CMC.

Les tailles mesurées par DLS sur la majorité dpsdes faciaux (hormis les substrats
les plus hydrophobes C7GIu3 etC8GIlu 3, supposeétd formation de systémes micellaires.
Cette hypothése doit étre confirmée par d’autrebrigues d’investigation (SANS, SAXS)
pour savoir si ces objets sont de forme sphéricalEsges ou pas, ou en forme de batonnets.
On a pu établir une relation linéaire du diametes garticules en fonction du nombre de
méthylenes constituant ces chaines sur la sérigpbeles du C3Glu au C6GIlu3. Le reste de
la série (PhC2GIlu3, C7GIlu3 et C8GIlu3) a tendandermer des phases lamellaires en
solution aqueuse, ceci étant di a leur mauvaisdbsicd.

Enfin, on a pu préparer des liposomes de type Su\Wispersant les composeés
PhC2GIu3, C7GIu3 et C8GIlu3 dans de I'eau sousefafes ultrasons. La polydispersité des
échantillons obtenus a partir des tripodes C7GlUE&GIu3 est cependant importante, ce
résultat peut étre corrélé avec leur faible soiigbiét devrait étre amélioré en augmentant
I'énergie apportée. Le PhC2GIlu3 forme des liposomedativement petits moyennement
monodisperse de 50-90 nm. On a pu constater uee assne corrélation entre les mesures
de DLS et celles qui ont été faites systématiquémsanies clichés de microscopie.

Il serait intéressant d’étudier plus en détailavénir les propriétés de ces objets en
solution aqueuse (forme, nombre d’agrégation, rayergiration,...) par ultracentrifugation
analytiqgue et diffusion de rayons X ou de neutraos petits angles. Ces informations

seraient précieuses pour les études futures queailmns poursuivre sur la mise en solution
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des protéines membranaires. En raison de la theBeagrégats inférieure a 15 nm, les tripodes
amphiphiles faciaux (C3Glu3 a C6GIlu3 et BnGlu3) yeeu étre considérés comme des
candidats prometteurs au maintien de protéines maralves en solution aqueuse.

Des essais futurs devraient permettre de vérifieypbthese de départ sur la
conception de nos tripodes amphiphiles faciauxt-éledire de préciser si effectivement la
diminution de la longueur des chaines hydrophob&sregidification de la partie hydrophobe
favorisent la stabilisation des protéines membrasaen solution sans dénaturation. Ces
essais permettraient également de voir si ces cedspmduisent une cristallisation 3D des
micelles mixtes de protéine, notamment si les tgsoamphiphiles faciaux recouvrant le
domaine transmembranaire ne masquent pas lesshgtiEophiles extramembranaires des
protéines et permettent les contacts favorablesssaoes entre ces parties pour développer

un réseau cristallin.
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PROCEDURE GENERALE

Les spectres de résonnance magnétique nucléaipeothn ¢(H), du carbone’tC) et
du fluor ¢°F) ont été enregistrés sur un appareil BRUCKER AG-2 250, 62,8 et 235 MHz
respectivement pour I'acquisition déd, *C et '%F. Les déplacements chimiquésont
exprimés en partie par million (ppm) par rapport teméthylsilane (TMS) pris comme
référence interne dans les solvants deutérés (C®RCDMSO), dans le cas dHl et*C. En
spéctroscopie  RMN™F, les déplacements chimiques sont exprimés paporapau
trichlorofluorométhane pris comme référence interbes constantes de couplagesont
exprimées en Hertz (Hz). Les abréviations suivasbes utilisées pour préciser la multiplicité
des signaux : s (singulet), d (doublet), t (triplet (quadruplet), p (pentuplet), m (multiplet),
dd (doublet de doublet),... Les séquences DEPT est déquences de corrélation
bidimensionnelles homonucléaires (COSY) et hétaigaires (HMQC) ont été employees
pour caractériser compléetement les composés datasnsecas.

Les chromatographies sur colonne de gel de silteét® effectuées avec de la silice
Merck 60 (0,063-0,2 mm). Les chromatographies diesion de taille sur colonne ont été
réalisées avec du gel de résine Sephadex LH-20 rghaen Biosciences). Le déroulement
des réactions a été contr6lé par chromatographiecgauche mince Merck 60F254. La
révélation des plaques CCM est réalisée par ladenidV a 254 nm, puis par un spray d’'une
solution éthanolique d't60; a 5%, d’'une solution de ninhydrine a 5%, d’'uneusoh
aqueuse de KMnpa 0,05% ou bien d’'une solution acide de cerium anmiom molhybdate
(CAM) avant de chauffer la plaque.

Les points de fusion (Pont été mesurés a l'aide d’'un appareil Eléctnottzd modéle
9100 et n'ont pas été corrigés. Les pouvoirs rotdgoont été mesurés a 25°C avec un
polarimétre PERKIN ELMER MC241. Les spectres UVillis ont été réalisés sur un
spectrometre VARIAN modéle CARY 100. L’'apport d’'égie par ultrasons pour la
préparation des liposomes a été réalisé avec unébaitrasons Bransonic 2510 (100 Watts,
42 kHz + 6%).

Les solvants utilisés sont redistillées sous atmespld’argon sur Na/benzophénone
(THF, toluéne), sur du sodium (MeOH, EtOH) ou sed’dydrure de calcium CaHACOEt,
CH,Cl,, CHsCN, Cyclohexane). Le DMF est conservé sur du tanticulaire 3A.

Les spectres de masse HRMS ont été réalisés atr@pee d’Aix-Marseille 1l par

apres ionisation chimique electrospray (ESI-MSherde positif. Le spectromeétre de masse
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Qstar Elite (Applied Biosystems SCIEX) utilisé esjuipé d’'une source d’ionisation a
pression atmosphérique (API) assistée pneumatiqueme

Le dosage des ions Nipar spectroscopide d'absorption atomique estséalsur un
spectrometre AAnalyst 400 avec une flamme formédlpa d’air (10 L/min) et d’acétylene
(2,5 L/min).

La tension superficielle a linterface air/eau dgterminée suivant la méthode de
Wilhelmy en utilisant un tensiometre Kriss K100 i§gs, Allemagne) contrdlé par le logiciel
Labdesk. Chaque solution de tensioactif est préparéne concentration supérieure a leur
CMC au moins 12 h & l'avance avant le début desiraesavec de 'eau ultra pure (résistivité
= 18,2 MQ.cm, tension de surface = 72,8 mN/m a 20°C) pwifi¢gec un systeme Milli-Q. La
plaque de platine est nettoyée avec de I'éthandbréée avec une flamme avant les
expériences.

Les mesures de polydispersité et distribution dietant été réalisées sur des
solutions maintenues a 25°C avec un Zetasizer Manmwdele 1600 (Malvern Instruments
Ltd. Angleterre) équipé d'un laser He-Ne (I = 638,MmW). La valeur limite inférieure de
détection en taille des particules est de 0,7 nm.

La détermination des Log k' est réalisée par HPLC sur un appareil VARIAN Paost
équipé d’'une colonne phase inverse C18 (granuléangum, dimensions 250 x 4,6 mm) a
température ambiante. Les mesures sont réalis@esd®s solutions de 1 g/L a une vitesse

d’élution de la phase mobile de 0,8 mL/min et a lemgueur d’onde de détection de 220 nm.
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I

OEt
O

OEt

2,2'-(6-(benzyloxycarbonylamino)-1-méthoxy-1-oxohen-2-ylazanediyl)diacétate
d’éthyle (1). A une suspension de 1 g du chlorhydrate de 2-a®(imenzyloxycarbonyl
amino)hexanoate de méthyle (3,04 mmol ; 1 éq) 8ansL de CHCN distillé est additionné
1,17 g de MeONa anhydre (21,7 mmol ; 7,1 éq) pi88 InL de bromoacétate d’éthyle (15,1
mmol ; 4,97 éq). Le milieu réactionnel est portéeflux pendant 24 h puis refroidi a TA. La
solution est filtrée puis concentrée pour donnérgd’une huile jaune. Le brut réactionnel est
purifié par chromatographie flash sur gel de siiwec un mélange AcOEt/Cyclohexane (1:1)
pour donner 1,27 g du compo%é&2,72 mmol ; 89%) sous la forme d’'une huile incelo
Rr 0,38 avec AcOEt/Cyclohexane (1:1).
Formule brute : zH34N20g.
MM = 466,52 g.maf-
RMN H (CDCls) : & (ppm) 1,27 (t3J = 7,13 Hz, 6H, C@CH,CHs); 1,33-1,74 (m, 6H, CH
Lys); 3,22 (923 = 5,72 Hz, 2H, CBNHCO); 3,45 (t2J = 7,23 Hz, 1H, CH Lys); 3,65 (s, 4H,
CH,CO,EY); 3,7 (s, 3H, CECHy); 4,15 (q,3J = 7,12 Hz, 4H, CECHy); 4,97 (br s, 1H,
NHCO); 5,11 (s, 2H, CHPh); 7,33-7,38 (m, 5H, CH).
RMN 13C (CDCIls) : & (ppm) 14,2 (CHCHs); 23,0-29,3 (CH Lys); 40,8 (G,NHCO); 51,4
(CO,CHy); 52,7 (H,COEL); 60,6 (CQCHy); 64,5 (CH Lys); 66,6 (CHPh); 128,1-128,5
(CHay); 136,7 (¢ Ph); 156,5 (CONH); 171,4 (GEt); 173,1 (@.Me).

/\)(J)\ /\/\OIOMe
pZ OEt
Y

OEt
2,2'-(6-but-3-enamido-1-méthoxy-1-oxohexan-2-ylazadliyl)diacétate d’éthyle (2). On
dissout 235 mg du compo&40,5 mmol ; 1 éq) dans 10 mL de MeOH et on aj@%eng de
Pd/C a 10%. La solution est mise sous une presSlyydrogéne de 7 bars pendant 3 h a
température ambiante, filtrée sur célite puis cotrée pour donner 151 mg (0,45 mmol) de
I'amine déprotégée sous la forme d’'une huile jalri@mine intermédiaire est solubilisée

dans 10 mL de C¥Cl, puis mise en réaction avec fl d’acide but-3-énoique (0,59 mmol ;
1,3 éq) et 170 mg de DCC (1,34 mmol ; 1,8 €q). Hedp la solution est ajusté a 8-9 avec 100
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uL de DIEA (0,61 mmol; 1,4 é€q) et on ajoute unenpeide spatule de HOBt. Le milieu
réactionnel est agité a TA 24 h, filtré puis corice&nlLe brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur gel de silice avec un mélamng@E/Cyclohexane (4:6) pour donner 96
mg du composé& (0,24 mmol; 51%) sous la forme d'une huile inceloR 0,3 avec
AcOELt/Cyclohexane (7:3).

Formule brute : GH3:N207.

MM = 400,47 g.mof-

RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 1,27 (t2J = 7,13 Hz, 6H, C@CH,CHz); 1,38-1,55 (m, 4H, CH
Lys); 1,66-1,74 (m, 2H, C¥CH Lys); 3,01 (d3J = 7,12 Hz, 2H, CHCH=CH,); 3,27 (m, 2H,
CH,NHCO); 3,44 (1,3 = 7,69 Hz, 1H, CH Lys); 3,62 (s, 4H, GEO:Et); 3,69 (s, 3H,
CO,CHs); 4,15 (q,%) = 7,12 Hz, 4H, CGCHy); 5,18-5,23 (m, 2H, CH=C}}; 5,9-6,04 (m,
2H, NHCO+CH:=CH,).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CHCHs); 22,9-29,7 (CH Lys); 39,3 (G,NHCO); 41,5
(CH,CH=CH,); 51,5 (CQCHz3); 52,7 ((H,CO,Et); 60,7 (CQCHy); 64,3 (CH Lys); 119,3
(CH=CH,); 131,6 (GH=CH,); 171,3 (CONH); 171,6 (O,Et); 173,3 (©,Me).

FFRFFRF
WO”
F

FFFFFF | 0o

Acide 5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-tridécafluoroi@dodécanoique (3).A 5 mL dun
mélange CHCN/H,O (4:1) est introduit 9QL d’acide but-3-énoique (1,06 mmol ; 1 éq) et
454 mg de iodoperfluorohexane (1,02 mmol ; 1 eéq)fdt passer un courant d’argon dans la
solution et on additionne 174 mg de NaHJ®,07 mmol ; 2 éq). La solution se trouble puis
devient limpide au bout de 20 min. On additionnanide NaS,0, (0,24 mmol ; 0,2 éq) et
le milieu réactionnel est agité 2 h a TA. La salntiest acidifiée avec 5 mL d’HCI 1N,
extraite avec de 'AcOEt (3x20 mL), lavée ave©OH10mL) puis de la saumure (10 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées gpO,Néltrées puis concentrées pour
donner 526 mg d’'une huile orange. Le brut réactbmst purifié par chromatographie flash
sur gel de silice avec un mélange AcOEt/Cyclohexarf® et on obtient 344 mg du composé
3 (0,65 mmol ; 64%) sous la forme d’'une poudre tit@n R 0,44 avec AcOEt/Cyclohexane
(1:1). R 52,4-53,1°C.

Formule brute : gHgF13105.

MM = 532,04 g.maf.
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RMN H (CDCls) : 3 (ppm) 2,89-3,06 (m, 2H, G€0); 3,12-3,54 (m, 2H, C}EF,); 4,6 (m,
1H, CHI); 9,15 (br s, 1H, C5B).

RMN 13C (CDCIs) : -80,7 (3F, CE); -114, 4/-114,9 (2F, GEH,); -121,6 (2F, Cp); -122,8
(2F, CR); -123,4 (2F, CR); -126,2 (2F, CB.

RMN *°F (CDCls) : -126,2 (2F, CB; -123,7 (2F, CE); -123,0 (2F, CB; -121,9 (2F, Ch; -
114,3/-111,7 (2F, GEH,); -81,0 (3F, CB).

RFRFR F
IR
| FFF FF F
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-dodécafluoro-2,9-diiodondbgnzéne (4).On dissout 5 g de 1,6-
diiodoperfluorohexane (9,03 mmol ; 1 éq) dans 18da CHCN distillé et on ajoute 1,08 g
d’allylbenzéne (9,14 mmol ; 1éq) en solution dansnk de CHCN distillé. Le milieu
réactionnel est purgé avec de 'argon puis chaaffereflux et on ajoute de I'AIBN (0,2 €q).
On poursuit le chauffage 48 h sous argon en ajods fractions d’AIBN (0,2 éq) toutes les
4 h. La solution est concentrée pour donner 5,8 grdt réactionnel qui est ensuite purifié par
chromatographie flash sur gel de silice en faisantgradient d’élution avec un mélange
AcOEt/Cyclohexane (Cyclohexane put:9). On obtient 3,07 g du compo$€4,56 mmol ;
51%) sous la forme d’'une poudre blancheOB avec AcOEt/Cyclohexane (1:9). 7,4-
77,6°C.
Formule brute : GHgF12l5.
MM = 671,02 g.mof-
RMN *H (CDCls) : & (ppm) 2,82-3,02 (m, 2H, Ci#*h); 3,17-3,38 (m, 2H, CiEFR): 4,5 (m,
1H, CHI); 7,22-7,42 (m, 5H, CH).
RMN *3C (CDCls) : 8 (ppm) 19,7 (CHPh); 40,9 (t)° = 75 Hz, CHCF); 47,0 (CHI); 127,4-
129,0 (CHa,); 138,6 (¢’ Ph).
RMN % (CDCls) : -123,6 (2F, CF; -121,5 (2F, CF); -121,0 (2F, CE); -114,6/-112,8 (4F,
CRCH,+ CRCFRCH,); -58,9 (2F, CH).

O
H

allylcarbamate de tert-butyle (5). On dissout 5,7 g de dicarbonate wet-butyle (26,1
mmol ; 1,5 éq) dans 10 mL de gEl, et on ajoute 3,7 mL de TEA (26,6 mmol ; 1,52 €q).
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Une solution de 1 g d’allylamine (17,5 mmol ; 1 é@ns 5 mL de C€l, est ajoutée goutte a
goutte sur une période de 30 min et le milieu iéankl est agité 14 h a TA. La solution est
concentrée pour donner 4,1 g d'un liquide incoldre. brut réactionnel est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice avec unangd AcOEt/Cyclohexane (1:9) pour
donner 1,88 g du compo5412,0 mmol ; 68%) sous la forme d’un solide blara),39 avec
AcOEt/Cyclohexane (1:9).:B0,9-42,1°C.

Formule brute : gH15NO..

MM = 157,21 g.mof-

RMN 'H (CDCls) : & (ppm) 1,47 (s, 9H1Bu); 3,76 (s, 2H, CENHCO); 4,66 (br s, 1H,
NHCO); 5,09-5,23 (m, 2H, CH=C}{ 5,8-5,91 (m, 1H, CHCH,).

RMN %3C (CDCls): & (ppm) 28,3 (CH tBu); 43,0 (CHNH); 79,2 (C' tBu); 1155
(CH=CHy,); 134,9 (GH=CH,); 155,8 (NHCO).

RFRFRF |

H
K
| FFF FFF o

4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-dodécafluoro-2,11-diiodo-pBényldodécylcarbamate de

tert-butyle (6). Dans un mélange GBN/H,O (3:1), on ajoute 1,3 g du compo4$41,93
mmol ; 1 éq), 300 mg du compo$é(1,91 mmol ; 1 éq) puis 170 mg de NaHCQ@,02
mmol ; 1,05 éq). Le montage est purgé avec dedtarth min puis 340 mg de B&O, (2
mmol ; 1,05 éq) est ajouté au milieu réactionnel. out de 5 h d’agitation a TA, 10 mL
d’'H,O sont ajouté et la solution est extraite avec 'dedEt (3x50 mL). Les phases
organigues sont rassemblées, séchées si3dfiltrées et concentrées pour donner 1,55 g
d’'une huile jaune. Le brut réactionnel est purgad chromatographie flash sur gel de silice
avec un mélange AcOEt/Cyclohexane (1:9) pour doABermg du compose (1,15 mmol ;
59%) sous la forme d’'une poudre blanche0R2 avec AcOEt/Cyclohexane (2:8). B7,6-
68,4°C.

Formule brute : &H23F12,NO;.

MM = 827,22 g.mof-

RMN *H (CDCIs) : 8 (ppm) 1,49 (s, 9HtBu); 2,78-2,99 (m, 2H, CHNHCO); 3,16-3,38 (m,
2H, CH:Ph); 3,49-3,59 (m, 4H, CiEF,); 4,38-4,52 (m, 2H, CHI); 5,06 @) = 6,27 Hz, 1H,
NHCO); 7,21-7,41 (m, 5H, CK).
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RMN *3C (CDCls): & (ppm) 18,9-19,7 (CHI); 28,3 (GHtBu); 38,7 (CHCF); 40,9
(CH.CF,); 47,0 (CHPh); 48,9 (CHNH); 80,1 (C' tBu); 127,3-129,0 (CK); 138,6 (¢’ Ph);
155,3 (NHCO).

RMN ! % (CDCly) : -123,7 (4F, CB); -121,6 (4F, CB); -114,4/-111,1 (4F, G

RFRFRF
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4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-dodécafluoro-12-phényldogiearbamate de tert-butyle (7). On
dissout 880 mg du compo$§1,06 mmol ; 1 éq) dans 9 mL de &IN distillé. La solution
est purgée avec de l'argon 15 min et chauffée Huxre690 pL de tributylstannane (2,57
mmol ; 2,42 éq) en solution dans 1 mL de 3sCN distillé sont additionnés au milieu
réactionnel puis 180 mg d’AIBN (1,1 mmol ; 1 égpa kolution est chauffée au reflux sous
argon pendant 24 h. Le milieu réactionnel est réff® TA et concentré pour donner 1,88 g
d’'une huile jaune. Le brut réactionnel est purga chromatographie flash sur gel de silice
avec un mélange AcOEt/Cyclohexane (1:9) et on @eugl5 mg du composé (0,72
mmol ; 68%) sous la forme d’'une poudre blanche.0RB8 avec AcOEt/Cyclohexane (2:8).
P; 63,4-64,6°C.

Formule brute : &H27F1.NOs.

MM = 577,45 g.mof.

RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 1,48 (s, 9HBuU); 1,62-1,64 (m, 2H, CKCH,NH); 1,77-1,88 (m,
2H, CH,CH,Ph), 1,94-2,14 (m, 4H, GIEF,); 2,72 (9,°J = 7,25 Hz, 2H, CBNHCO); 3,23 (t,
3)=6,32 Hz, 2H, CkPh); 4,26 (br s, 1H, NHCO); 7,2-7,37 (m, 5H, OH

RMN !3C (CDCls): &(ppm) 21,3 (E,CH,NH); 21,9 (GH,CH,Ph); 28,0-28,7 (CH
tBu+CH,CFR); 29,7-30,7 (CHCR,); 35,0 (CHPh); 39,6 (CHNH); 79,4 (C' tBu); 126,3-
129,0 (CHy); 140,7 (¢’ Ph); 156,1 (NHCO).

RMN 1°F (CDCls) : -123,6 (4F, CB; -121,9 (4F, CB; -114,1 (4F, CB).

Oy OMe
JO]\ /\/\I
1
OEt
Né\N H N/\n/
=/ o\\‘) 0

OEt

N

2,2'-(6-(1H-imidazole-1-carboxamido)-1-méthoxy-1-cohexan-2-ylazanediyl)diacétate
d’éthyle (8). On dissout 1,16 g du compos€2,49 mmol ; 1 éq) dans 10 mL de MeOH et on
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ajoute 152 mg de Pd/C a 10%. La solution est mise sine pression d’hydrogéne de 7 bars
pendant 3 h a TA, filtrée sur célite et concenpéer donner 800 mg (0,45 mmol) de I'amine
déprotégée sous la forme d’'une huile jaune. Ongpeepne solution contenant 1,5 g de CDI
(9,25 mmol ; 3,7 éq) et 62 mg de DMAP (0.51 mm@0|2 éq) dans 12 mL de GEl, a
laquelle on additionne sous vive agitation goutteg@utte une solution de I'amine
intermédiaire solubilisée dans 4 mL de £H sur une période de 30 min. Le milieu
réactionnel est agité a TA 2 h puis concentré glmummer 2,7 g d'un solide orange. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie flasin gel de silice avec un mélange
AcOEt/CHCI, (8:2) pour donner 580 mg du compd@él,36 mmol ; 59%) sous la forme
d’une huile jaune. R0,32 avec ACOELt/CKCI; (8:2).

Formule brute : €@H3oN4O;.

MM = 426,46 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 1,22 (t3J = 7,14 Hz, 6H, C@CH,CHz); 1,6-1,78 (m, 6H, Ch
Lys); 3,48 (tJ = 6,5 Hz, 1H, CH Lys); 3,58 (s, 4H, GEO,Et); 3,68 (s, 3H, CECHy); 4,14

(q, ) = 7,14 Hz, 4H, CE@CH,); 7,01 (s, 1H, CH Imidazole); 7,36 (t3J = 4,76 Hz, 1H,
NHCO); 7,57 (s, 1H, CRBImidazole); 8,25 (s, 1H, CHmidazole).

RMN 13C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CHCHs); 22,4-29,2 (CH Lys); 40,5 (G,NHCO); 51,5
(CO,CH3); 53,0 (H,CO,EYL); 60,8 (CQCHy); 63,9 (CH Lys); 116,5 (C3 Imidazole); 129,6
(C2 Imidazole); 136,1 (C1 Imidazole); 149,3 (CONHJ1,8 (@,EL); 173,3 (©.Me).

Os_OMe
RFRFFR F )OJ\/\/\I
OEt
NN N
FFFFFF H H o\\‘) o

OEt
2,2'-(6-(3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9-dodécafluoro-pRényldodécyl)uréido)-1-meéthoxy-1-
oxohexan-2-ylazanediyl)diacétate d’éthyle (9)392 mg du composé (0,64 mmol ; 1éq)
sont solubilisés dans 4 mL de &, puis 1 mL de TFA est ajouté. Le milieu réactionest
agité 1 h a TA puis concentré. On ajoute 5 mL de@Hau brut réactionnel puis 110 de
TEA (0,79 mmol ; 1,2 éqg) pour homogénéiser le niiliéactionnel et ajuster le pH a 9-10. On
ajoute 17 mg de DMAP (0,14 mmol ; 0,2€q) puis 3I3¢dua compos& (0,74 mmol ; 1,16 €q)
en solution dans 6 mL de GEl,. Le milieu réactionnel est agité 20 h a TA puiscantré
pour donner 1,18 g d’'une huile jaune. Le brut iiéackl est purifié par chromatographie
flash sur gel de silice avec un mélange AcOEt/Qyekane (6:4) pour donner 370 mg du
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composé9 (0,44 mmol; 69%) sous la forme d'une huile inceloR: 0,36 avec
AcOEt/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : gH4sF1oN307.

MM = 835,72 g.mof-

RMN H (CDCls) : & (ppm) 1,28 (t3J = 7,16 Hz, 6H, C@CH,CHs); 1,45-1,54 (m, 4H, CH
Lys); 1,71-1,87 (m, 4H, CHCH,NH+CH, Lys), 1,93-2,21 (m, 6H, C}F+CH,CH,Ph);
2,73 (1,3 = 7,18 Hz, 2H, ChPh); 3,16-3,33 (m, 4H, GMHCO); 3,48 (3] = 7,72 Hz, 1H,
CH Lys); 3,61 (s, 3H, C&THs); 3,7 (s, 4H, CHCOEY); 4,16 (q3J = 7,72 Hz, 4H, CE@CHy);
5,02 (br s, 1H, NHCO); 5,22 (br s, 1H, NHCO); 7186 (m, 5H, CH,).

RMN *3C (CDCls): 8(ppm) 14,0 (CHCHs); 21,5-21,8 (®,CH,NH+CH, Lys); 22,6
(CH2CHPh); 28,0-30,7 (CH Lys+CH,CF,); 34,9 (CHPh); 39,1-39,7 (8,NHCO); 51,3
(CO,CH3); 52,7 ((H,COEL); 60,7 (CQCH,); 64,3 (CH Lys); 126,2-128,5 (GH; 140,6 (¢’
Ph); 159,0 (NHCO); 171,6 @FEL); 173,2 (@,Me).

RMN *°F (CDCls) : -123,5 (4F, CB); -121,9 (4F, CF); -114,1 (4F, Cp).

Os_OH
RFRFRF j\/\/\J\:
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N7 N N
FFFFFF H H o\\‘) o

OH
Acide 2,2'-(1-carboxy-5-(3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,98décafluoro-12-phényldodécyl)uré
ido)pentyl azanediyl)diacetigie (10).On dissout 335 mg du compo8€0,4 mmol ; 1 €q)
dans 10 mL de MeOH et on additionne 5 mL (2,5 mmd,3 éq) d'une solution de
KOH/MeOH a 0,5 M. Le milieu réactionnel est agit® i a TA puis acidifié avec 20 mL
I'HCI 1N jusqu’a obtenir un pH de 2 et la solutiest extraite avec de 'AcOEt (2x50 mL).
Les phases organiques sont rassemblées, séchéeb&,Sa@y, filtrées et concentrées pour
donner 308 mg d'une poudre jaune. Le brut réactbmst purifié par chromatographie
d’exclusion de taille Sephadex LH-20 MeOH/&H, (1:1) pour donner 302 mg du composé
10(0,39 mmol ; 99%) sous la forme d’'une poudre bhanc
Formule brute : @H3sF12N307.
MM = 765,58 g.maf-
RMN 'H (DMSO, 50°C): &(ppm) 1,36 (m, 4H, CH Lys); 1,59-1,64 (m, 4H,
CH,CH,NHCO +CH Lys); 1,83-1,92 (m, 2H, C}€H,Ph), 2,11-2,3 (m, 4H, CiE€F,); 2,72
(t, 3 = 7,58 Hz, 2H, CkPh); 3,16-3,33 (m, 4H, CIMIHCO); 2,94 (t,°J = 5,96 Hz, 2H,
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CH,NHCO); 3,09 (t2J = 6,64 Hz, 2H, CBNHCO); 3,36 (1] = 7,08 Hz, 1H, CH Lys); 3,51
(s, 4H, CHCO,H); 4,79 (br s, 3H, CEH); 7,22-7,34 (m, 5H, CK).

RMN *3C (DMSO) : 3 (ppm) 21,5-23,6 (8,CH,NH+CH,CH,Ph+CH Lys); 28,1-30,2 (Ch
Lys+CH,CF,); 34,4 (CHPh); 39,0-41,0 (B,NHCO); 53,7 (B&,COH); 64,7 (CH Lys);
126,6-128,9 (CH); 141,4 (¢'Ph); 158,6 (NHCO); 173,5 (GH); 174,3 (CGH Lys).

RMN ' °F (DMSO) : -123,18 (4F, CF; -121,7 (4F, CE); -113,2 (4F, Cp).

RFRFRF H

H
N\H/N
FFFFFF o

PhénylHFNTA-Ni%* (11). On dissout 234 mg du compak@ (0,31 mmol ; 1 éq) dans 20 mL
de CHC} et on ajoute 10 mL d’une solution tampon TRIS agH.e milieu réactionnel est

agité vigoureusement et 115 mg de NMi€H,O (0,48 mmol ; 1,6 €q) est ajouté. La solution
est agitée 24 h a TA et transvasée dans une ampadideanter. On étend le voulme de la
solution avec 50 mL de CHgEet 30 mL d’'HO. On laisse décanter puis la phase organique
est isolée et concentrée pour donner 260 mg du @esédd (0,3 mmol ; quantitatif) sous la
forme d’'une poudre verte.

Formule brute : @H3eF12N3NiOg.

MM = 857,29 g.mof.

1,3,5-tris(octyloxy)benzene (12)2 g de phloroglucinol dihydraté (12,34 mmol ; 1 éght
solubilises dans 10 mL de DMF puis 7 g dgCK; (50,65 mmol ; 4,1 éq) et 13 mL de
bromure d'octyle (74,72 mmol ; 6 éq) sont additiésnLe milieu réactionnel est agité 6 jours
a TA et versé dans 200 mL d@. La solution est extraite avec du £Hp (2x100 mL),
séchée sur N8Q,, filtrée et concentrée pour donner 10,1 g d’'unédehbrune. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie flaghh gel de silice avec un meélange
CH.Cl,/Cyclohexane (2:8) pour donner 4,14 g du comdiz€8,95 mmol ; 73%) sous la
forme d’une huile incolore. /,36 avec ChCl,/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : ggHs5405
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MM = 462,75 g.mof

RMN 'H (CDCls3) : & (ppm) 0,91 (t2J = 6,78 Hz, 9H, Ch); 1,32-1,46 (m, 30H, C); 1,78
(p, 33 = 6,58 Hz, 6H, OCKCH,); 3,93 (t,°J = 6,57 Hz, 6H, ArOCH); 6,09 (s, 3H, Chs}).
RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 26,1-31,9 (CH); 68,0 (OCH);
93,7 (CHy); 161,0 (G,O).

/\/\/\/\/\O/©\O/\/\/\/\/\
1,3,5-tris(décyloxy)benzene (13)Méme procédure que pour la synthésed@eOn récupere
4,5 g de composé3 (8,23 mmol ; 67%) sous la forme d’'une huile inceloR 0,36 avec
CH,Cl,/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : ggHgeOs.

MM = 546,91 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,91 (t3J = 6,0 Hz, 9H, CH); 1,3-1,45 (m, 42H, CH; 1,78 (p,
83 =6,55 Hz, 6H, OCKCH,); 3,93 (t,3J = 6,42 Hz, 6H, ArOCH); 6,09 (s, 3H, Ch}).

RMN 13C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 26,1-31,9 (CH); 68,0 (OCH);
93,7 (CHy); 161,0 (G/O).

3-(2,4,6-tris(décyloxy)phényl)propanoate de méthylé14). 200 mg du compos#&3 (0,37
mmol ; 1 éq) sont dissous dans 2 mL de £&lus une atmospheére d’argon puis 200 mg
d’AlCI3 (1,5 mmol ; 4,1 éq) et 100L d’'acrylate de méthyle (1,1 mmol ; 3 éq) sont &su
successivement. Le milieu réactionnel est agitéAapéndant 4 h et 10 mL d%® sont
additionnés. La solution est extraite avec duClKH(3x20 mL). Les phases organiques sont
rassemblées, lavées avec du NaHGaturé (2x10 mL) puis # (10 mL), séchées sur
NaSQO,, filtrtées et concentrées pour donner 270 mg dhuike incolore. Le brut réactionnel
est purifié par chromatographie flash sur gel tleesavec un mélange GBI,/Cyclohexane
(6:4) pour donner 133 mg du compab£ (0,21 mmol ; 57%) sous la forme d'une huile
incolore. R 0,62 avec CKCl,/Cyclohexane (7:3).

Formule brute : ¢H720s.
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MM = 633 g.mot.

RMN 'H (CDCl3) : & (ppm) 0,91 (t3J = 5,88 Hz, 9H, Ch); 1,3-1,47 (m, 42H, CH; 1,79 (p,
3) = 6,98 Hz, 6H, OCbCH,); 2,48 (t,% = 7,55 Hz, 2H, ArCh); 2,93 (t,3] =7,66 Hz, 2H,
CH,COy); 3,7 (s, 3H, CGCHs); 3,93 (t,°J = 6,39 Hz, 6H, ArOCHh); 6,1 (s, 2H, CH).

RMN *3C (CDCls) : 8 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 26,1-31,9 (CH); 33,8 (ArCH);

51,4 (CQCHs); 68,0-68,2 (OCH); 91,6 (CHy); 109,5 (G,CH,)158,2-159,0 (&OR); 174,4
(CO,CHg).

/\/\/\/\/\O O/\/\/\/\/\

MeO,C CO,Me
3,3'-(2,6-bis(décyloxy)-4-oxocyclohexa-2,5-dienetidiyl)dipropanoate de méthyle (15).
162 mg du compos#3 (0,3 mmol ; 1 éq) sont solubilisés dans 2 mL dd,@Qis 160uL
d’acrylate de méthyle (1,77 mmol ; 5,9 éq) et 400de BR.Et,O (3,16 mmol ; 10,5 éq) sont
additionnés. Le milieu réactionnel est agité 18 mAaet 10 mL d’'HO sont ajoutés pour
« quencher » la réaction. On extrait la phase aspauec du C¥Cl, (3x20 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées s@ldiltrées et concentrées pour donner 230 mg
d’'une huile jaune. Le brut réactionnel est purga chromatographie flash sur gel de silice
pour donner 135 mg du compog (0,22 mmol ; 74%) sous la forme d’'une huile incelo
Rr 0,27 avec AcOEt/Cyclohexane (3:7).

Formule brute : gHsg0;.

MM = 578,82 g.mdf.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,9 (t3) = 6,04 Hz, 9H, Ch); 1,29-1,44 (m, 28H, CH); 1,76
(m, 6H, OCHCH,); 2,04 (t,°J = 5,21 Hz, 4H, ArCH); 2,2 (t,°J = 5,27 Hz, 4H, CHCO,);
3,64 (s, 6H, C@CHy); 3,83 (1,2 = 6,35 Hz, 4H, ArOCH); 5,58 (s, 2H, CH).

RMN *3C (CDCl3): &(ppm) 14,0 (CH); 22,6 (GH,CHs); 25,8-31,9 (ChCH,CO+
CVCH,); 49,6 (C"); 51,5 (CQCHs); 68,9 (OCH); 103,8 (CH); 171,2 (COR); 172,9
(CO,CHs); 187,9 (CO).
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MeO OMe

HO OH

O~ OMe
3,3,3"-(2,4,6-trihydroxybenzéne-1,3,5-triyhtripropanoate de méthyle (16)500 mg de
phloroglucinol dihydraté (3,08 mmol ; 1 éq) sonsstius dans 5 mL d’acrylate de méthyle
(55,2 mmol ; 18 éq) et 1,4 mL de BEtO (11,05 mmol ; 3,6 éq). Le milieu réactionnel est
agité 16 h a TA et 20 mL d’# sont ajoutés. La solution est extraite avec AeQEt (2x50
mL). Les phases organiques sont rassemblées, séameNaSO;, filtrées et concentrées. Le
brut réactionnel est purifié par chromatographeestil sur gel de silice avec un mélange
AcOELt/Cyclohexane (4:6) pour donner 218 mg du caifd® (0,56 mmol ; 18%) sous la
forme d’une huile incolore. ,65 avec AcCOEt/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : gH240.

MM = 384,38 g.mof-

RMN 'H (CDCls): 8 (ppm) 2,8 (m, 6H, CbCO,); 2,88 (m, 6H, ArCH); 3,7 (s, 9H,
CO,CHy); 8,13 (s, 3H, OH).

RMN %%C (CDCls): & (ppm) 18,4 (ArCH): 33,9 (GH,CO,); 52,3 (CQCHs); 108,6
(CarCHyp); 152,7 (GyOH); 178,2 (®,CHs).

(@) (@) O
MeO OMe
HO OH
O @)
OMe OMe

3,3',3",3"-(2,6-dihydroxy-4-oxocyclohexa-2,5-di@e-1,1,3,5-tétrayl)tétrapropanoate  de
méthyle (17).0On dissout 500 mg de phloroglucinol dihydraté (3080l ; 1 €q) dans 8,4 mL
d’acrylate de méthyle (92,7 mmol ; 30 éq). La dolutest refroidie a 0°C et 2,8 mL de
BFs.EO (22,1 mmol ; 7,2 éqg) sont ajoutés goutte a goutanilieu réactionnel est agité 4 h
a TA et versé dans 20 mL &8. La solution est extraite avec de ’AcOEt (2x5Q)nLes
phases organiques sont rassemblées, séchées,S@Ndtrées et concentrées pour donner
2,7 g d’'une huile jaune. Le brut réactionnel egifigupar chromatographie flash sur gel de
silice en faisant un gradient d’élution avec unange AcOEt/Cyclohexane (£47:3) pour
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donner 410 mg du compod& (0,87 mmol ; 28%) sous la forme d’une huile orarige,28
avec AcOEt/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : &H3¢011.

MM = 470,47 g.mof-

RMN 'H (CDCl3) : & (ppm) 1,92 (m, 4H, CKCO,); 2,27 (m, 4H, ArCH); 2,61 (m, 8H,
CVCH,+CH,CO,); 3,62 (s, 6H, CA@CHs); 3,72 (s, 6H, CECHs); 8,98 (s, 2H, OH).

RMN *3C (CDCls) : 3 (ppm) 17,4 (ArCH); 29,1 (C'CH,); 32,7 (H.CO,); 48,7 (C"); 51,8
(CO,CHs); 115,9 (BRFCH,); 166,3 (CsfOH); 173,3 (©,CHs); 186,7 (CO).

o I N
Me,N
NN o R N
N,N-diméthyl(2,4,6-tris(octyloxy)phényl)méthanamine(18). 516 mg du compos&2 (1,12
mmol ; 1 éq), 1,1 mL d’BN (7,9 mmol ; 7,1 éq), 636 mg de Mg&b,68 mmol ; 5,96) et
622 mg de sel d’Eschenmoser (3,36 mmol ; 3 éq) solnbilisés dans 5 mL de GEl,. Le
milieu éactionnel est agité 16 h a TA puis 2 hefluk. La solution est refroidie & TA et 20
mL d’H,O sont ajoutés. On extrait avec de I'AcOEt (3x50)niles phases organiques sont
rassemblées, séchées sunLMa, filtrées et concentrées pour donner 850 mg d’lowmiée
brune. Le brut réactionnel est purifié par chromgedphie flash sur gel de silice avec un
mélange MeOH/CHCI;, (5:95) pour donner 173 mg du compd$4(0,33 mmol ; 30%) sous
la forme d’une huile jaune.sR,34 avec MeOH/CHCI, (5:95).
Formule brute : g3HgiNOs.
MM = 519,84 g.mdf.
RMN H (CDCls) : & (ppm) 0,91 (t3J = 6,78 Hz, 9H, Ch); 1,31-1,49 (m, 30H, C}); 1,78-
1,84 (m, 6H, OCHCH,); 2,28 (s, 6H, CBN(CHs),); 3,5 (s, 2H, CkN); 3,95 (t,%) = 6,43 Hz,
6H, ArOCH,); 6,11 (s, 2H, Cli).
RMN 13C (CDCls): &(ppm) 14,1 (CH); 22,6 (CGH,CHs); 26,1-31,8 (CH); 43,6
(CH2N(CH3),); 50,0 (CHN); 68,1-68,5 (OCH); 91,4 (CHy); 100,2 (G,CH); 159,6-161,9
(CarO).
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OH

1,3,5-trihydroxy-2,4,6-tris[(diméthylamino)méthyl]benzéne (19).0On dissout 496 mg du
sel d’Eschenmoser (2,68 mmol ; 3 éq) dans 2 mL dighange MeOH/CKCI, (1:1) et on
ajoute 145 mg de phloroglucinol dihydraté (0,89 rhiribéq). Le milieu réactionnel est agité
3 h aTA et 20 mL de Ci€l, sont ajoutés. La solution est filtréee et on réce290 mg du
composél9 (0,98 mmol ; 91%) sous la forme d’'une poudre bianc

Formule brute : GH27N30s.

MM = 510,94 g.mdf.

RMN *H (DMSO) : & (ppm) 2,75 (s, 18H, CHN(CHs),); 3,56 (br s, 3H, OH); 4,28 (s, 6H,
CH:NMey).

RMN *3C (DMSO) : & (ppm) 42,9 (CH); 50,5 ((H.NMey); 99,6 (G,CH,): 159,4 (G,OH).

OMe
Br Br
MeO OMe
Br
1,3,5-tris(boromométhyl)-2,4,6-triméthoxybenzene (20 3,8 g de triméthoxybenzene (22,6
mmol ; 1 éqg) sont dissous dans 8,5 mL d'acide quétiet 7,3 mL d'une solution de
formaldéhyde a 37% dans® (97,4 mmol ; 4,3 éq) sont additionnés. La sotutist agitée 1
h a TA et 23,6 mL d’'une solution d’HBr a 33% (0,188l ; 5,5 éq) dans 'acide acétique sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est chauffé a 70a@sdun tube scellé pendant 3 h, refroidi a
TA et versé dans 150 mL d;B glacé. On extrait avec du @El, (3x50 mL). Les phases
organiques sont rassemblées, lavées avec du Nald&lré (2x50mL) puis # (50mL),
séchées sur N8Qy, filtrées et concentrées pour donner 4,6 g d'umiéetorange. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie flashgel de silice avec un mélange AcOEt/
Hexane (1:20) et on récupere 1,9 g du comp@iset,25 mmol ; 19%) sous la forme d’'une
poudre blanche.#,56 avec CkCl,/Cyclohexane (1:1).:A26,5-127,0°C.
Formule brute : GH15Br30s.
MM = 446,96 g.mof-
RMN *H (CDCls) : & (ppm) 4,17 (s, 9H, OCH); 4,63 (s, 6H, ChBr).
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RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 22,5 (CHBr); 62,7 (OCH); 123,3 (G,CHy); 160,1 (G,OMe).

OMe
NC CN
MeO OMe
CN

1,3,5-triméthoxy-2,4,6-tris(cyanométhyl)benzéne (211,4 g du composg0 (3,13 mmol ; 1
€q) sont dissous dans 5 mL de DMF et on additiat8temg de KCN (11,2 mmol ; 3,6 Q).
Le milieu réactionnel est agité 20 h a TA et le BPMst distillé sous pression réduite. Le
résidu est repris dans 50 mL d’AcOEt et la solutsh filtrée pour éliminer les sels de KBr.
Le filtrat est concentré et on récupére 1,41 g €’buile jaune. Le brut réactionnel est purifié
par chromatographie flash sur gel de silice avecm#étange AcOEY/CECI, (5:95) pour
donner 450 mg du compogd (1,58 mmol ; 50%) sous la forme d’'une poudre Wianc
Rf 0,62 avec AcCOE/CKCI, (1:9). R 153,9-155,6°C.
Formule brute : GH15N30s.
MM = 285,3 g.mot.
RMN *H (CDCIs) : 8 (ppm) 4,04 (s, 9H, OCH 3,74 (s, 6H, ChCN).
RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 12,9 (®&,CN); 62,8 (OCH); 116,0 (G,CH,); 117,7 (&N);
158,5 (G,OMe).

OAc

AcO i OAc

1,3,5-tris(acétoxy)benzene (224 g de phloroglucinol dihydraté (25 mmol; 1 égnts
solubilisés dans 40 mL d’anhydride acétique (4260mm.7,2 éq). La solution est refroidie a
0°C et 32 mL de pyridine (392 mmol ; 15,7 éq) sajgutés goutte a goutte. Le milieu
réactionnel est agité 1 h 30 a TA et versé dansr@b0d’HCI 2N glacé. La solution est
extraite avec de I'AcOEt (2x100 mL). Les phasesanigues sont rassemblées, séchées sur
NaSQ,, filtrées et concentrées pour donner 10,3 g d’poedre blanche. Le résidu est
recristallisé dans EtOH a chaud pour donner 5,8 gainpos&2 (23,4 mmol ; 94%) sous la
forme de cristaux blancs; B,56 avec AcOEt/Cyclohexane (1:1).1®7,5-109,0°C.

Formule brute : &H120%.

MM = 252,22 g.mdf.

RMN H (CDCIs) : 8 (ppm) 2,3 (s, 9H, OAc); 6,87 (s, 3H, GM
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RMN 3C (CDCl3) : 5 (ppm) 21,0 (OAc); 112,8 (CA); 151,1 (G,OAc); 168,6 (CO).

O/v/

A N O/©\ O/\/

1,3,5-tris(allyloxy)benzéne (23)1 g de phloroglucinol dihydraté (6,17 mmol ; 1 &gnt
dissous dans 5,5 mL de DMF et 4,4 g d€&; anhydre (31,8 mmol ; 5,2 éq) sont ajoutés. Le
milieu réactionnel est chauffé 1h a 50°C et 2,8 adelbromure d’allyle (32,2 mmol ; 5,2 éq)
sont additionnés goutte a goutte. La solution lkeatffée a 65°C pendant 48 h puis refroidie a
TA et versée dans 70 mL &;B. On extrait avec de I'ED (3x20 mL). La phase organique
est lavée avec # (5x20 mL), séchée sur p&BO,, filtrée et concentrée pour donner 1,6 g
d’'une huile brune. Le brut réactionnel est purgad chromatographie flash sur gel de silice
en faisant un gradient d’élution avec un meélange,@HCyclohexane (3:/4:6) pour
donner 380 mg du compo28 (1,54 mmol ; 25%) sous la forme d’'une huile jauRe0,29
avec CHCI,/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : gH1g0s.

MM = 246,3 g.mof.

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 4,51 (m, 6H, OCH; 5,29-5,48 (m, 6H, CH=C} 5,99-6,13 (m,
3H, CH-=CHy); 6,15 (s, 3H, Cig).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 68,9 (CHO); 94,5 (CH,); 117,8 (CH=GE1,); 133,1 (GH=CHp);
160,4 (GO).

OH
Br Br

HO OH
Br

2,4,6-tribromophloroglucinol (24). 500 mg de phloroglucinol dihydraté (3,08 mmol ;o) é
sont dissous dans 60 mL d’'un mélange,ClhiIMeOH (2:1) puis 3,6 g de tribromure de
benzyltriméthylammonium (9,23 mmol ; 3 éq) sontidddnés. Le milieu réactionnel est
agité 1 h a TA puis concentré. Le résidu est ragdlisé dans un mélange MeOBYBI pour
donner 1,1 g du compo24 (3,03 mmol ; 98%) sous la forme de cristaux blaRe®,54 avec
AcOEt/Cyclohexane (1:1).:R51,5-152,1°C.

Formule brute : gH3Br3;Os.

MM = 362,8 g.mot".

RMN *H (CD50D) : & (ppm) 4,93 (br s, 3H, OH).
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RMN 3C (CDsOD) : & (ppm) 90,6 (GBr); 150,9 (G,OH).

NN
O
Br Br
P N N N NN
O O
Br

1,3,5-tribromo-2,4,6-tris(octyloxy)benzéne (26 6,7 g du compos#2 (14,48 mmol ; 1 €q)
est dissous dans 40 mL d’acide acétique et onagutmL de Br (72,2 mmol ; 5 éq) goutte
a goutte. Le milieu réactionnel est chauffé a 5p&@dant 16 h, refroidi a TA puis versé dans
300 mL d’HO glacé et la solution est extraite avec du,Cle (3x80 mL). Les phases
organigues sont rassemblées, lavées avec NgHa@ré (2x50mL) puis # (50mL),
séchées sur N8Q,, filtrées et concentrées pour donner 9,9 g d’uniéelorange. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie flaghh gel de silice avec un meélange
CH.Cl,/Cyclohexane (1:9) pour donner 8,6 g du comp28€12,3 mmol ; 85%) sous la
forme d’'une poudre blanche; 44 avec ChkLCl,/Cyclohexane (1:9).136,2-36,9°C.

Formule brute : ggHs1Br3Os.

MM = 699,44 g.mof-

RMN H (CDCls) : & (ppm) 0,92 (t3J = 6,33 Hz, 9H, Ch); 1,28-1,6 (m, 30H, C}; 1,9 (p,
3)=6,72 Hz, 6H, OCKCH,); 4,0 (t,°J = 6,54 Hz, 6H, ArOCH).

RMN 13C (CDCly) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 25,9-31,9 (CH); 73,6 (OCH);
110,3 (GBr); 154,2 (GO).

Br Br

Br
1,3,5-tribromo-2,4,6-trifluorobenzene (26).0n ajoute & 0°C par petites portions 140 mg
d’'une poudre d’aluminium (5,2 mmol ; 0,3 éq) dar L de Bg (132,7 mmol ; 6,9 éq). La
solution est chauffée a 50°C et on ajoute goutgputte 2 mL de trifluorobenzéne (19,1
mmol ; 1 éq) sur une période de 15 min. Le miliéactionnel est chauffé 18 h a 50°C,
refroidi a TA et versé dans 100 mL d;Bt La phase organique est lavée ave@ 3x100
mL), séchée sur N8O, filtrée et concentrée. Le résidu est repris ddp®, filtrée et le
gateau est lavé avec une solution deS@ a 10% (2x100 mL) puis #D (2x100 mL) jusqu’a
obtenir des cristaux trés clairs. Le solide eshééwous vide a la pompe et on récupere 6,6 g
du compos&6 (17,9 mmol ; 94%) sous la forme de cristaux blaRc$00,1-100.8°C.
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Formule brute : gBrsFs.

MM = 368,77 g.mof-

RMN *3C (CDCls) : 8 (ppm) 94,7 (td?Jc.e= 107,5 Hz*Jc.r = 20 Hz, G,Br); 156,2 (dt Jc.r
= 975 Hz Jc.£= 25 Hz, G/F).

RMN % (CDCls) : -95,3 (3F, G.F).

NN
S

/\/\/\/\SQS/\/\/\/\
1,3,5-tris(octylthio)benzene (27)460 mg de NaH a 60% (11,5 mmol ; 12,1 éq) sontenis
suspension dans 10 mL de DMI et 172 mg de 1,3;Bknobenzéne (0,95 mmol ; 1 éq) sont
ajoutés. Le milieu réactionnel est purgé avec amdn et 2 mL d’octanethiol (11,48 mmol ;
12,1 éq) en solution dans 5 mL de DMI sont additésgoutte a goutte sous vive agitation.
La solution est agité 24 h a TA puis 16 h a 50°G@&@mL d’AcOEt sont ajoutés. La phase
organique est lavée avec de la saumure (3x100 séchée sur N&Q,, filtrée et concentréee
pour donner 2 g d’'une huile orange. Le brut réacté est purifié par chromatographie flash
sur gel de silice en faisant un gradient d’élutewec un mélange Cyclohexane/sCHp
(Cyclohexane pur9 :1) pour donner 472 mg du compdzé (0,92 mmol ; 97%) sous la
forme d’'une poudre blanche; ® 33 avec ChLl,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : Hs4Ss.

MM = 510,94 g.mdf-

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 0,88 (t3J = 6,83 Hz, 9H, Ch); 1,27-1,44 (m, 3H, C}; 1,64 (p,
%)= 7,82 Hz, 6H, SCKCH,); 2,89 (1,°J = 7,23 Hz, 6H, SCbJ; 6,99 (s, 3H, Cl#).

RMN 13C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H,CHs); 28,9-31,8 (CH); 33,3 (ArSCH);
125,1 (CHy); 138,5 (G\S).

1,3,5-trifluoro-2,4,6-triiodobenzéne (28)10,4 g d’acide périodique (45,6 mmol ; 3 éq) sont
ajoutés par petites portions dans 150 mL,8€, concentré. La solution est refroidie a 0°C
puis 22,5 g de Kl (135,5 mmol ; 9 éq) sont additiés par petites portions ainsi que 2 g de
1,3,5-trifluorobenzéne (15,1 mmol ; 1 éq) a uneal®°C. Le milieu réactionnel est agité 15 h
a TA, versé dans 400 mL &:;B glacé et filtré. Le gateau est lavé ave©let recristallisé
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avec un mélange EtOHB pour donner 5,7 g du compo@ (11,2 mmol ; 74%) sous la
forme d’'une poudre blanche; &55 avec AcOEt/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : gFsls.

MM = 509,77 g.mof-

RMN C (CDCls) : & (ppm) 63,8 (t2Jc.r = 125 Hz, G/l); 162,3 (dt,"Jc.r = 975 Hz,*Jcr =
25 Hz, GF)

RMN *°F (CDCls) : & (ppm) -68,7 (G:F).

F
TBDMSO™ =~ ~OTBDMS
F F
OTBDMS

1,3,5-tris[3-(tert-butyldiméthylsilyloxy)prop-1-ynyl]-2,4,6-trifluoro benzéne (29).500 mg
du compos&8 (0,98 mmol ; 1 éqg) sont dissous dans 3 mL de digngpamine (21,3 mmol ;
21,7 €q). Le montage est purgé avec de I'argometdulitionne successivement 69 mg de
dichloro-bis(triphénylphosphine)palladium (1) (28% mmol ; 0,1 éq), 37 mg de Cul (0,19
mmol ; 0,2 éq), 890 mg dert-butyldiméthyl(prop-2-ynyloxy)silane (5,23 mmol ;35€q). Le
milieu réactionnel est chauffé a 50°C pendant Zbirs une atmosphere d’argon, refroidi a
TA, filtré et concentré pour donner 1,6 g d’'unelélirune. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie flash sur de silice en faisant wadignt d’élution avec un meélange
CH.Cl,/Cyclohexane (2:8>1:1) pour donner 100 mg du comp@80,16 mmol ; 16%) sous
la forme d’une huile jaune.tR,41 avec CkCl,/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : g3Hs51F305Sis.

MM = 637,01 g.mof-

RMN *H (CDCIs) : 8 (ppm) 0,18 (s, 18H, Ci$i); 0,94 (s, 27HtBu); 4,6 (CHOSI).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 18,3 (¢); 25,8 (CH tBu); 29,7 (CHSI); 52,2 (CHOSI); 69,9
(CarC=C); 77,0 (GCCHy); 98,8 (G,C=C); 162,8 (dtJc.r = 1025 Hz3Jc.r = 25 Hz, G/F).

RMN % (CDCls) : -100,3 (3F, GF).
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T™MS F TMS

T™MS
1,3,5-tris[(triméthylsilyl)éthynyl]-2,4,6-trifluoro benzéne (30).500 mg du compos&8
(0,98 mmol ; 1 éq) sont dissous dans 5 mL de TEAY3nmol ; 36,6 éq). Le montage est
purgé avec de l'argon et on additionne successines®0 mg d'éthynyltriméthylsilane (5,29
mmol ; 5,4 éq), 67 mg de dichloro-bis(triphénylpbioisie)palladium (11) (9,5x16 mmol ; 0,1
€q) et 42 mg de Cul (0,22 mmol ; 0,2 éq) . Le railiéactionnel est agité 20 h a TA, filtré et
concentré pour donner 550 mg d'un solide marron.bkigt réactionnel est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice avea-tiexane pour donner 135 mg du compd8é
(0,32 mmol ; 33%) sous la forme d’'une poudre blan&h0,4 avec dun-Hexane.

Formule brute : H»>7F3Sis.
MM = 420,69 g.maf.
RMN *H (CDCIs) : & (ppm) 0,28 (s, 27H, Ci$i).
RMN 13C (CDCls): & (ppm) 29,7 (CHSIi); 88,6 (&CTMS+CaC=C); 106,7 (G,C=C);
162,9 (dt,"Je.r = 1025 Hz2Jc.r = 25 Hz, G/F).
RMN % (CDCls) : -99,3 (3F, G.F).
Br

Br Br

1,3,5-tribromo-2,4,6-triméthylbenzéne (31)Dans 500 mL de 1,2-dichloroéthane, on ajoute
56 mL de mesitylene (0,4 mol ; 1 éq) et une quantitalytique de FegllLe milieu
réactionnel est chauffé au reflux et 80 mL de Br56 mol ; 3,9 éq) en solution dans 100 mL
de 1,2-dichloroéthane sont ajoutés goutte a gautteune période de 2 h. La solution est
chauffée 30 min au reflux, refroidie a TA et 100 ae MeOH sont ajoutés. Le précipité
formé est filtré, lavé avec MeOH et recristalliséhaud dans du CHEet on récupere 109 g
du compos&1 (0,31 mol ; 78%) sous la forme de cristaux blame826,9-227,5°C.

Formule brute : gHgBrs.

MM = 356,88 g.mof-

RMN *H (CDCIs) : 8 (ppm) 2,68 (s, 9H, CH).

RMN %3C (CDCls) : 5 (ppm) 26,3 (CH); 125,0 (G,CHs); 137,0 (G.Br).
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Br
Br Br
Br Br

Br
1,3,5-tris(boromométhyl)-2,4,6-tribromobenzene (32)109 g du composél (0,3 mol ; 1 éq)
sont dissous dans 500 mL de 1,2-dibromoéthaneqguuaoute 80 mL de Br1,56 mol ; 5,2
€q). Le milieu réactionnel est chauffé au refluxigent 48 h, refroidi a TA et versé dans
EtOH (200 mL) pour faciliter la précipitation. Lelgle est filtré puis recristallisé a chaud
dans du CHGIlpour donner 148 g du compa32 (0,25 mol ; 83%) sous la forme de cristaux
blancs. R0,34 avec CkCl,/Cyclohexane (1:9).;R217,5-218,1°C.
Formule brute : ¢gHeBrs.
MM = 593,57 g.mof-
RMN H (CDCIs) : 3 (ppm) 4,87 (s, 6H, CHBr).
RMN 13C (CDCls) : & (ppm) 35,6 (CHBr); 128,5 (G,CH,Br); 138,0 (G,Br).

S\/\n/OMe
Br Br O
MeO S S OM
e \([3]/\/ \/\[(]3/ e

3,3',3"-(2,4,6-tribromobenzéne-1,3,5-triyl)tris(méhyléne)tris(sulfanediyl)tripropanoate

Br

de méthyle (33).1 g du compos8é2 (1,68 mmol ; 1 éq) sont dissous dans 15 mL de DIMF.
milieu réactionnel est purgé avec de I'argon egjoute 620uL de 3-mercaptopropanoate de
méthyle (5,6 mmol ; 3,3 éq) puis 630 mgtdd-butylate de potassium (5,6 mmol ; 3,3 €q).
Le milieu réactionnel est chauffé 20 h a 80°C,aieira TA, versé dans 200 ml &:B et
extrait avec du ChCl, (2x50 mL). Les phases organiques sont rassembdééebges sur
NaSQO,, filtrées et concentrées pour donner 1,4 g d’'uméehaune. Le brut réactionnel est
purifié par chromatographie flash sur gel de siiwec un mélange AcOEt/Cyclohexane (3:7)
pour donner 690 mg du compdd@pur (0,97 mmol ; 58%) sous la forme d’une poudrsg.

R¢ 0,26 avec AcOEt/Cyclohexane (3:7).

Formule brute : &H2>/Br30sSs.

MM = 711,34 g.mof-

RMN 'H (CDCI5) : 8 (ppm) 2,71 (t2J = 7,16 Hz, 6H, CHCO); 2,96 (t3J = 6,98 Hz, 6H,
CH,S); 3,73 (s, 9H, C&CHs); 4,29 (s, 6H, ArCHS).
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RMN 13C (CDCly) : & (ppm) 27,8 (SCh); 34,8 (GH,COy); 40,0 (ArCHS); 51,9 (CGCHs3);
129,6 (GyBr); 139,0 (GCH,S); 172,2 (©,CHs).

OAc Br
OAc

Br Br

AcO
1,3,5-tris(acétoxymeéthyl)-2,4,6-tribromobenzéne (34148 g du composa2 (0,25 mol ; 1
€q) sont solubilisés dans 800 mL de DMF et on ajdit0 g d’acétate de potassium. Le
milieu réactionnel est chauffé a 60°C pendant Bsjorefroidi a TA et versé dans 1 L gl
La suspension est filtrée et recristallisée dai@®@Heh chaud pour donner 125 g du composé
34 (0,24 mol ; 96%) sous la forme de cristaux blaRe$),53 avec AcOEt/Cyclohexane (4:6).
Pr 153,7-154,1°C.
Formule brute : GH15Br3Oe.
MM = 530,99 g.mot.
RMN *H (CDCIs) : 8 (ppm) 2,14 (s, 9H, OAc); 5,57 (s, 6H, ArgH
RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 20,7 (OAc); 68,1GH.OAc); 131,5 (G,CH,); 135,6 (G.Br);
170,5 (CO).

OH Br
OH
Br Br
HO

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-triboromobenzéne (3p 125 g du composa4 (0,235 mol ;
1 ég) sont mis en suspension dans 800 mL de Me@Haj@ute une quantité catalytique de
MeONa pour avoir un pH de 9-10 et le milieu réautiel est agité 48 h a TA. La suspension
est filtrée et lavée avec du MeOH. Le filtrat esuimalisé avec de la résine acide IRC-50,
filtré et concentré. Le résidu est rassemblé ag@teau et on récupéere 95,8 g du comBésé
(0,235 mol ; quantitatif) sous la forme d’'une paudianche. R0,67 avec MeOH/CCl,
(1:9). R 265,4-265,8°C.
Formule brute : gHoBr30s.
MM = 404,88 g.mof-
RMN *H (DMSO) : & (ppm) 4,89 (s, 6H, ArCH; 5,27 (s, 3H, OH).
RMN *3C (DMSO) : 5 (ppm) 65,9 (B&,0H); 129,0 (G,Br); 140,1 (G,CHy,).
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HO
SN SNS SN
OH
OH S~~~
1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(octylthio)benzne (36).1 g detBuOK (8,91 mmol ;
3,6 éq) sont mis en solution dans 15 mL de DMIsy&teme est purgé avec de l'argon et 1,7
mL d’octanethiol (9,76 mmol ; 3,9 éq) sont addihiés goutte a goutte. La solution est agitée
10 min puis 1 g du compostb (2,47 mmol ; 1 éq) sont ajoutés en une fois anikeu
réactionnel est agité 16 h a TA. La solution essé&e dans 200 mL d4® et extraite avec de
I’AcOEt (3x100 mL). Les phases organiques sonteraddées, lavées avec®l (2x50 mL)
puis de la saumure (50 mL), séchées sur Mg&QCconcentrées. Le résidu est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice avec unangd AcOEt/Cyclohexane (2:8) pour
donner 1,43 g du compo86 (2,38 mmol ; 96%) sous la forme d’une huile inceld? 0,39
avec AcOEt/Cyclohexane (2:8).
Formule brute : gHgoO3Ss.
MM = 601,02 g.mof-
RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 0,9 (t3J = 6,88 Hz, 9H, Ch); 1,28-1,45 (m, 30H, C); 1,61 (p,
3) = 6,42 Hz, 6H, ChIp du S); 2,89 (t2J = 7,51 Hz, 6H, ArSCH; 3,0 (t,3 = 7,21 Hz, 3H,
OH); 5,32 (dJ = 6,98, 6H, CHOH).
RMN *3C (CDCls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 28,8-31,7 (CH); 38,8 (CHS); 63,3 (CHOH);
137,3 (GyCHy); 150,7 (G\S).
OAc
OAc
Penta-O-acétylB-D-glucopyranose (37)Dans 200 mL d’anhydride acétique (2,13 mol ; 7,5
€q) et 1,2 mL d’'une solution d’acide perchloriqué(®b6 (11 mmol ; 0,1 €q) sont ajoutés par
petites portions 50 g de D-glucose (0,28 mol ; L1&gne température inférieure a 40°C. Le
milieu réactionnel est agité 1 h puis 250 mL de,Clkisont additionnés. La phase organique
est lavée avec du NaHG®aturé (4x150 mL), ¥ (100 mL), séchée sur p&O, filtrée et
concentrée. Le résidu est recristallisé dans ummgél EfO/n-Hexane pour donner 103 g de
'anomérea (>95%) du compos&7 (0,26 mol ; 95%) sous la forme de cristaux blancs.
Rr 0,49 avec AcOEt/Cyclohexane (7:3).120,9-141,7°C.
Formule brute : GH2,011.
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MM = 390,34g.mof.
RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 1,99-2,24 (m, 15H, OAc); 4,07-4,17 (m, 2H, HBY; 4,26-4,32
(m, 1H, H6); 5,09-5,2 (m, 2H, H2+H4); 5,49 {3,= 9,88 Hz, 1H, H3); 6,34 (d) = 3,65 Hz,
1H, H1B).
RMN '3C (CDCly): &(ppm) 20,5-20,9 (OAc); 61,4 (C6); 67,8 (C4); 69,13)C69,8
(C2+C5); 89,0 (C1); 168,8-170,7 (CO).

OAc

AcO Q
AcO

OA%r
1-bromo-(2,3,4,6-tétra-O-acétyle-D-glucopyranose (38).0n ajoute en une fois 94 g du
compose€37 (0,24 mol ; 1 éq) a une solution contenant 190diacide acétique et 180 mL
d’'une solution d’HBr a 30% (0,95 mol ; 3,9 éq) ddiaside acétique. Le milieu réactionnel
est agité 2 h a TA et 300 mL de &H, sont ajoutés. La phase organique est lavée avec du
NaHCGQ; saturé (4x100 mL), $#0 (100 mL), de la saumure (100 mL), séchée suySNa
filtrée et concentrée. Le résidu est recristalliads un mélange E/n-hexane et on récupere
88 g du compos88 (0,21 mmol ; 89%) sous la forme d’'une poudre Hhand3 0,63 avec
AcOEt/CHCI; (1:1). R 86,3-87,1°C.

Formule brute : €H19BrOs.

MM = 411,2 g.mof.

RMN 'H (CDCl5) : 8 (ppm) 2,01-2,14 (m, 12H, OAc); 4,1-4,28 (dd= 3,79 Hz2J = 12,43
Hz 1H, H6'); 4,28-4,38 (m, 2H, H5+HB); 4,85 (dd1.12 = 4,05 Hz 3Jhz-ns = 9,99 Hz, 1H,
H2); 5,17 (tJ = 10,11 Hz, 1H, H4); 5,57 @) = 9,71 Hz, 1H, H3); 6,62 (dJ = 4,02 Hz, 1H,
H1B).

RMN *3C (CDCl3) : & (ppm) 20,6-20,7 (OAc); 60,9 (C6); 67,1 (C4); 70,1BYC70,6 (C2);
72,1 (C5); 86,6 (C1); 169,5-170,5 (CO).

2 N N
S
MeOZC\/\S S/\/COZMG
P N N I N N
S S
S/\/COZMG

3,3',3"-(2,4,6-tris(octylthio)benzene-1,3,5-triyBris(méthylene)tris(sulfanediyl)tripropa
noate de méthyle (39)510 mg du compos£0 (0,78 mmol ; 1 éq) sont dissous dans 5 mL de
DMF. On ajoute 26QIL de 3-mercaptopropanoate de méthyle (2,35 mmaq)Juis 260 mg
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detBuOK (2.3 mmol ; 3 éq) par petites portions et iliem réactionnel est agité 48 h a TA.
La solution est versée dans 100 mL gHet extraite avec de I’AcOEt (2x50 mL). La phase
organique est lavée de la saumure (2x50 mL), sésimedlaSQ,, filtrée et concentrée pour
donner 900 mg d’'une huile jaune. Le résidu estfigupar chromatographie flash sur gel de
silice avec un mélange AcOEt/Cyclohexane (1:9)etézupere 280 mg du comp&(0,31
mmol ; 40%) sous la forme d’une huile incolore 0F52 avec AcOEt/Cyclohexane (2:8).
Formule brute : ¢H706Ss.

MM = 907,49 g.mof-

RMN *H (CDCl3) : 5 (ppm) 0,88 (t2J = 6,34 Hz, 9H, Ch); 1,26-1,44 (m, 30H, Ch); 1,58

(p, 3J = 7,43 Hz, 6H, CHpB du S); 2,69 (t2J = 8,03 Hz, 6H, CLCO); 2,8 (t,°J = 7,48 Hz,
6H, ArSCH); 2,89 (t,%J = 8,06 Hz, 6H, ArSCH; 3,69 (s, 9H, C@CHs); 4,55 (s, 6H,
ArCH,S).

RMN '3C (CDCIls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H,CHs); 27,8 (SCH); 29,1-31,8 (CH);
35,0 (H,CO); 36,3 (ArCHS); 39,2 (ArSCH); 51,8 (CQCHg3); 136,3 (G,CH); 150,3
(CarS); 172,5 (©,CHg).

Cl
SN NS SN
Cl
Cl S~

1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(octylthio)benz@e (40).1,2 g du compos86 (2 mmol ;
1éq) sont dissous dans 30 mL de,CHdistillé. La solution est purgée avec de 'argoispu
refroidie a 5°C et 1,25 mL d’glYl (9 mmol ; 4,5 éq) sont additionnés goutte a gouiOuL

de chlorure de méthanesulfonyle (7,8 mmol ; 3,9 égit ajoutés goutte a goutte a 5°C et le
milieu réactionnel est agité 48 h a TA. La solutest concentrée et le résidu est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice avec unang#d CHCI,/Cyclohexane (1:9) pour
donner 1,09 g du compogé (1,66 mmol ; 83%) sous la forme d’'une huile inceld? 0,74
avec CHCI,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : gHs/Cl3Ss.

MM = 656,36 g.mof-

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 0,91 (t3J = 6,29 Hz, 9H, Ch); 1,29-1,45 (m, 30H, CH: 1,7 (p,
3)=17,84 Hz, 6H, Chip du S); 3,02 (£2J = 6,23 Hz, 6H, ArSCh); 5,51 (s, 6H, ChCl).

RMN 13C (CDCIls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 29,0-31,8 (CH); 39,0 (CHS);
46,2 (CHCI); 140,0 (G,CHy); 149,5 (G\S).
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2,2',2"-(2,4,6-tris(octylthio)benzene-1,3,5-triyriacétonitrile (41). 200 mg du compos40
(0,305 mmol ; 1 éq) sont dissous dans 4 mL de DMB pO mg de NaCN (1,43 mmol ; 4,5
€q) sont additionnés. Le milieu réactionnel estéafjih a TA, versé dans 100 mL d®i et
extrait avec de I'’AcOEt (2x50 mL). La phase orgaeigest lavée avec,B (30 mL) puis de
la saumure (30 mL), séchée sur,8@, et concentrée pour donner 168 mg du compgdsé
(0,267 mmol ; 88%) sous la forme d’'une huile inceloR 0,38 avec AcOEt/Cyclohexane
(1:9).
Formule brute : ggHs57/N3Ss.
MM = 628,05 g.maf-
RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,88 (t3J = 6,82 Hz, 9H, Ch); 1,28-1,47 (m, 30H, CH; 1,7 (p,
3)=7,77 Hz, 6H, CHB du S); 2,95 (2] = 7,52 Hz, 6H, ArSCh); 4,64 (s, 6H, CLCN).
RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,6 (GH,CHg); 24,7 (GH.CN); 28,9-31,8 (Ch);
38,0 (CHS); 117,8 (&N); 138,8 (G\CHy); 144,3 (G,S).

AcS
SN NS S
AcS SAc
S

1,3,5-tris(thioacétoxymethyl)-2,4,6-tris(octylyltho)benzeéne (42)A 2,47 g du composé0
(3,76 mmol ; 1éq) solubilisé dans 20 mL de DMF saahditionnés 1,54 g de thioacétate de
potassium (13,49 mmol ; 3,6 éq) sous une atmosphi@rgon. Le milieu réactionnel est agité
16 h a TA, versé dans 250 mL @® et extrait avec de 'AcOEt (3x100 mL). Les phases
organigues sont rassemblées, lavées awge x50 mL) puis de la saumure (50 mL),
séchées sur MgS(t concentrées. Le brut réactionnel est purifiégb@omatographie flash
sur gel de silice avec un mélange AcOEt/CyclohexXar@® pour donner 2,49 g du composé
42 (3,21 mmol ; 85%) sous la forme d’'une huile orarige0,25 avec CHGICyclohexane
(2:8).

Formule brute : ggHgeO3Ss.

MM = 775,33 g.mof-
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RMN H (CDCl3) : & (ppm) 0,91 (t2J = 6,87 Hz, 9H, Ch); 1,29 (m, 30H, Ch); 1,62 (m,
6H, CH, Bdu S); 2,37 (s, 9H, SAc); 2,76 ({) = 7,67 Hz, 6H, ArSChH); 4,94 (s, 6H,
ArCH,S).

RMN %C (CDCls): &(ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 29,0-31,8 (Ch#+SAc); 34,7
(ArCH,S); 38,8 (ArSCH); 138,0 (G,CH,); 148,4 (G,S); 194,8 (CO).

N3
SN S SN
N3
Ny S~~~

1,3,5-tris(azidométhyl)-2,4,6-tris(octylthio)benzea (43). 326 mg du composéd0 (0,497
mmol ; 1 éq) sont dissous dans 5 mL de DMF puisrh§@l’azoture de sodium (2,46 mmol ;
4,9 éq) sont additionnés. Le milieu réactionnelagité 16 h a TA, versé dans 100 mL gfH
et extrait avec de 'AcOEt (2x50 mL). La phase oigae est lavée avec,8 (2x30 mL) puis
de la saumure (30 mL), séchée supd@ et concentrée pour donner 326 mg du comggasé
(0,482 mmol ; 97%) sous la forme d’'une huile inceloR 0,38 avec ChKLCl,/Cyclohexane
(1:9).

Formule brute : gHs7/NgSs.

MM = 676,06 g.mat.

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 0,9 (t3J = 6,77 Hz, 9H, Ch); 1,29-1,45 (m, 30H, C); 1,63 (p,
3)=7,5Hz, 6H, CHpB du S); 2,85 (t2J = 7,46 Hz, 6H, ArSCH; 5,29 (s, 6H, ChNa).

RMN 13C (CDCls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 29,0-31,8 (CH); 38,9 (CHS);
53,6 (CHN3); 140,3 (G,CHy); 147,0 (G:S).

I N N N N
S
MeO,C. g o~ COMe
/\/\/\/\/\/\S S/\/\/\/\/\/\
o~ COzMe

3,3',3"-(2,4,6-tris(dodécylthio)benzene-1,3,5-triftris(méthylene)tris(sulfanediyl)tripro
panoate de méthyle (44)235 mg de 1,3,5-tris(thioacetoxyméthyl)-2,4,6-tregglthio)ben-
zéne (0,28 mmol ; 1éq) sont solubilisés dans 5 rob dnélange anhydre de THF/MeOH
(2:3) et le milieu réactionnel est purgé avec @egbn. On ajoute 65 mg de NaBKL,72

mmol ; 6,3 éq) et on agite 5 min puis 160 d’'acrylate de méthyle (1,76 mmol ; 7 éq) sont
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additionnés. La solution est agitée 4 h a TA etceatrée pour donner 790 mg d’une huile
incolore. Le brut réactionnel est purifié par chatagraphie flash sur gel de silice avec un
mélange AcOEt/Cyclohexane (1:9) pour donner 183dmgomposét4 (0,17 mmol ; 61%)
sous la forme d’une huile incolore; 832 avec AcOEt/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : 6H10206Ss.

MM = 1075,81 g.mot.

RMN 'H (CDCl5) : & (ppm) 0,87 (t3J = 6,19 Hz, 9H, CH); 1,25 (m, 54H, CH); 1,56 (m,
6H, CH, B du S); 2,67 (2] = 7,45 Hz, 6H, CLCO); 2,79 (t2J = 7,35 Hz, 6H, SC}); 2,87
(t,3=7,45Hz, 6H, ArSCH; 3,68 (s, 9H, C&@CHs); 4,55 (s, 6H, ArCHS).

RMN 13C (CDCIls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H,CHs); 27,8 (CHS); 29,0-31,9 (Ch);
35,0 (H,CO); 36,3 (ArCHS); 39,2 (ArSCH); 51,7 (CQCHg); 136,3 (G,CH); 150,3
(CarS); 172,4 (©;Me).

Y g N
P N N N N 1 N N NN
S S

Acide 3,3',3"-(2,4,6-tris(dodécylthio)benzene-1,8;triyl)tris(méthyléne)tris(sulfanediyl)
tripropanoique (45). 230 mg du composé6 (0,19 mmol ; 1 éq) sont solubilisés dans 8 mL
d’'un mélange CkLCl,/acide formique (1:3) puis le milieu réactionnel agité 18 h a TA. La
solution est concentrée et on purifie le brut riéackel par chromatographie flash sur gel de
silice avec un mélange AcOEt/Cyclohexane (3:7) pbamrner 96 mg du compogd (0,09
mmol ; 47%) sous la forme d’une huile incolore.

Formule brute : €HgsO6Ss.

MM = 1033,73 g.mot.

RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 0,9 (t,%J = 6,33 Hz, 9H, Ch); 1,27-1,35 (m, 54H, Ch: 1,45-
1,57 (m, 6H, CH Bdu S); 2,63-2,78 (m, 18H, SGHArSCH,+CH,CO); 4,55 (s, 6H,
ArCH,S); 9,63 (br s, 3H, CD1).

RMN 13C (CDCIls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H,CHs); 26,4 (CHS); 29,0-31,9 (Ch);
35,3 (H,CO); 35,8 (ArCHS); 38,9 (ArSCH); 136,1 (G,CH,); 150,3 (GS); 178,4 (CGH).

256



Partie expérimentale

I N e N
S
tBUO,C_~¢ o ~-COtBu
/\/\/\/\/\/\ /\/\/\/\/\/\
s S
o~-COtBU

3,3',3"-(2,4,6-tris(dodécylthio)benzene-1,3,5-triftris(méthylene)tris(sulfanediyl)tripro
panoate detert-butyle (46). 235 mg de 1,3,5-tris(thioacetoxyméthyl)-2,4,6-tietylthio)
benzéne (0,28 mmol ; 1éq) sont solubilisés dand 5'om mélange anhydre de THF/MeOH
(2:3) et le milieu réactionnel est prugé avec @egbn. On ajoute 65 mg de NaBKL,72
mmol ; 6,1 éq) et on agite 5 min puis 250 d’acrylate de méthyle (1,76 mmol ; 7 éq) sont
additionnés. La solution est chauffé au reflux 20efroidie a température ambiante, versée
dans 20 mL d’'HO et extraite avec de I'AcOEt (2x100 mL). Les plsaseganiques sont
rassemblées, lavées avec de la saumure (30 mhge®sur NSO, filtrées et concentrées
pour donner 740 mg d’une huile incolore. Le bratctéonnel est purifié par chromatographie
flash sur gel de silice avec un mélangeCECyclohexane (5:95) pour donner 245 mg du
composée 46 (0,2 mmol ; 71%) sous la forme d'une huile inceloR 0,41 avec
Et,O/Cyclohexane (5:95).

Formule brute : ggH12006Ss.

MM = 1202,05 g.mot.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,9 () = 6,91 Hz, 9H, Ch); 1,27-1,68 (m, 87H, CHCHs
tBu); 2,6 (t,%J = 7,44 Hz, 6H, CHCO); 2,8-2,9 (m, 12H, SGHAISCH,); 4,57 (s, 6H,
ArCH,S).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H,CHs); 28,1-28,3 (CHS+CH; tBu); 29,1-
31,9 (CH); 35,0 ((H,CO); 36,3-36,5 (ArCkS); 39,3 (ArSCH); 80,6 (C' tBu); 136,3
(CarCHp); 150,3 (GS); 171,3 (©,tBu).

Tripode Cl2tricarboxylate-Ni (47). Le composélt7 est synthétisé de la méme fagon que le
composéll a partir de 96 mg du compo48 (0,09 mmol) et on récupere 108 mg du composé

47 (0,09 mmol ; quantitatif) sous la forme d’'une paderte.
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Formule brute : &H10aNiOgSs .
MM = 1188,55 g.mot.

Tr H o
W \g/OH
© OH

N-(1,3-dihydroxy-2-(hydroxyméthyl)propan-2-yl)-3-(tritylthio)propanamide (48). 4 ¢
d’acide 3-(tritylthio)propanoique (11,5 mmol ; 1)é&mpnt solubilisés dans 120 mL d’EtOH.
On ajoute 1,5 g de trishydroxyméthylaminométharged(Inmol ; 1,1 éq) puis 3,4 g de EEDQ
(13,7 mmol ; 1,2 éq) et le milieu réactionnel dsudffé 24 h a 50°C. La solution est refroidie
a TA, neutralisée avec de I'IRC-50 pour ajustephta 7, filtrée et concentrée. Le résidu est
repris dans du MeOH puis ajouté goutte a gouttes @80 mL d’E2O glacé. Le précipité est
filtré et on récupere 4,3 g du compo$@ (9,5 mmol ; 83%) sous la forme d’'une poudre
blanche. R0,36 avec AcOEt.;R212,1-214,5°C.
Formule brute : H2oNO,S.
MM = 451,58 g.mof-
RMN*H (DMSO) : & (ppm) 2,23 (s, 4H, SCH CH,CO); 3,5 (d2J = 5,67 Hz, 6H, CHOH);
4,68 (t,%) = 5,75 Hz, 3H, CBHOH); 7,15 (s, 1H, NHCO); 7,23-7,39 (m, 15H, &IRh).
RMN*3C (DMSO): & (ppm) 20,2 (SCH); 40,9 (CHCO); 59,4 (¢); 63,8 (CHO); 66,2
(PhsCS); 126,8-129,6 (CH Ph); 144,1 (¢ Ph); 171,1 (NHCO).

OH
o
HN
OH
I
HO O S S
HO
Pae~g

on " s NV AN
Jj S
Do

Kb/OH

OH OH
1,3,5-tris{N-[1,3-dihydroxy-2-(hydroxméthyl)propan-2-ylJamidéthylthiométhyl}-2,4,6-
tris(octylthio)benzene (49).508 mg du compos#2 (0,66 mmol ; 1 éq) sont solubilisés dans
10 mL d’'un mélange anhydre de THF/MeOH (3:2). Ldiguiréactionnel est purgé avec de

I'argon et on ajoute 112 mg de NaBkK2,96 mmol ; 4,5 éq). La solution est agitée 1@ mi

puis 450 mg de THAM (2,38 mmol ; 3,6 éq) sont agsutt on laisse tourner la réaction 16 h a
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TA. Le milieu réactionnel est concentré et on perife résidu par chromatographie
d’exclusion de taille Sephadex LH-20 avec MeOH pdomner 470 mg du compod®é (0,4
mmol ; 67%) sous la forme d’'une poudre blancheé),B3 avec MeOH/AcOEt (2:8); B8,3-
99,7°C.

Formule brute : €HggN301,Ss.

MM = 1174,77 g.mot.

RMN *H (DMSO) : 5 (ppm) 0,83 (t3J = 6,82 Hz, 9H, Ch); 1,21-1,34 (m, 30H, CH; 1,5
(m, 6H, CH B du S); 2,52 (t2J = 6,64 Hz, 6H, CLCO); 2,77-2,86 (m, 12H, Gi$S+ArSCH);
3,55 (d,%J = 5,74 Hz, 18H, CHOH); 4,91 (s, 6H, ArChB); 4,73 (t,°J = 5,79 Hz, 9H,
CH,OH); 7,26 (s, 3H, NHCO).

RMN *3C (DMSO): & (ppm) 14,3 (CH); 22,2 (GH,CHs); 29,0-31,0 (CH+CH,S); 36,9
(CH,CO); 38,5 (ArCHS); 39,2 (CHSAr); 61,0 (¢/NHCO); 62,9 (CHO); 135,7 (G,CH,);

150,7 (GS); 172,3 (CONH).
AcO N3

1-azido-1-déoxy-(2,3,4,6-tétra-O-acétylp-D-glucopyranose (50)8 g d’azoture de sodium
(123 mmol ; 2 éq) sont ajoutés a une solution e@rte25 g du composIB (61 mmol ; 1éq)
dans 30 mL de DMF et le milieu réactionnel esteag4 h a TA. La solution est versée dans
250 mL d’HO puis extraite avec du GBI, (3x100 mL). La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et concentrée. Le résidu est recris@lasec de IPrO et on récupere 15,7 g
du composé0 (42 mmol ; 69%) sous la forme de cristaux jaufgd.27,8-128,1°C. RD,52
avec ACOEt/CHCI, (1:1). [a]p® = -44,5 € 1, CHCl,).

Formule brute : &H19N30o.

MM = 373,32 g.mof-

RMN H (CDCIs) : & (ppm) 2,0-2,14 (m, 12H, OAc); 3,81 (ddd,= 2,28 Hz*J = 4,63 Hz,
3)=9,81 Hz, 1H, H5); 4,19 (dfJ = 2,26 Hz2J = 12,47 Hz, 1H, H6'); 4,3 (dd) = 4,68 Hz,
2)=12,48 Hz, 1H, H6); 4,67 (d) = 8,83 Hz, 1H, H1); 4,98 () = 9,21 Hz, 1H, H2); 5,13 (t,
3)=19,06 Hz, 1H, H4); 5,24 ({) = 9,39 Hz, 1H, H3).

RMN *3C (CDCl3) : & (ppm) 20,6-20,8 (OAc); 61,6 (C6); 67,8 (C4); 70,8)C72,6 (C3);
74,0 (C5); 87,9 (C1); 169,3-170,7 (CO).
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1,3,5-tris(prop-2-ynyloxyméthyl)-2,4,6-tris(octyltho)benzéne (51). 210 uL d’alcool
propargylique (3,6 mmol ; 3,6 éq) sont introduihgld mL de DMF anhydre. La solution est
refroidie a 0°C sous une atmosphére d’'argon etrigde NaH a 60% (3,6 mmol ; 3,6 éq)
sont ajoutés par petites portions. Le milieu réactel est agité 10 min puis 656 mg du
compose&t0 (1 mmol ; 1 éq) en solution dans 5 mL de THF saiditionnés lentement a 0°C.
L’agitation est poursuivie 18 h a TA et on ajoute ld glace pour neutraliser le milieu
basique. La solution est versée dans 50 mL@'kEt extraite avec de I'’AcOEt (3x50 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, lavées a@e@kB0 mL) puis de la saumure (30 mL),
séchées sur MgS(iltrées et concentrées. Le résidu est purifiegheaomatographie flash sur
gel de silice avec un mélange g&Hy/Cyclohexane (6:4) pour donner 466 mg du compdsé
(0,65 mmol ; 65%) sous la forme d’'une huile jauRed, 45 avec CECl,/Cyclohexane (6:4).
Formule brute : GHgeO3Ss.

MM = 715,17 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,9 (t2J = 6,86 Hz, 9H, Ch); 1,26-1,43 (m, 30H, CH; 1,59 (p,
3) = 7,44 Hz, 6H, CHB du S); 2,49 (t*J = 2,38 Hz, 3H, ECH); 2,89 (%) = 7,5 Hz, 6H,
ArSCHy); 4,33 (d,"J = 2,38 Hz, 6H, CHC=CH); 5,3 (s, 6H, ArCHO).

RMN 13C (CDCIls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,6 (GH,CHs); 28,7-31,5 (CH); 39,0 (CHS);
58,1 ((H,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (GCH); 79,9 (GCH); 141,4 (G,CH,); 147,0
(CarS).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(octylthio)benzene (52). A 358 mg du composgl (0,5 mmol ; 1 éq) solubilisé
dans 15 mL de THF sont additionnés 672 mg du coépd$1,8 mmol ; 3,6 éq), 52(L de
DIEA (2,98 mmol ; 6 €q) et 29 mg de Cul (0,15 mm6I3 éq). La solution verte est agitée
24 h a TA puis 60 mL d’AcOEt sont ajoutés. La phagganique est lavée avec une solution
de NH,CI saturé (3x20 mL) puis de la saumure (20 mL)héécsur MgSQ filtrée et
concentrée. Le résidu est purifié par chromatogeaftsh sur gel de silice avec un gradient
d’élution dans un mélange AcOEt/@El, (1:9—4:6) pour donner 652 mg du compds2
(0,36 mmol ; 72%) sous la forme d’'une poudre blanch 0,66 avec ACOEt/CHCI, (4:6).

Pr 141,4-142,2°C.d]p*° = -39,8 € 1, CHCL,).

Formule brute : gH123Ng030Ss.

MM = 1835,11 g.mot.

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 0,88 (t3J = 6,87 Hz, 9H, Ch); 1,25-1,3 (m, 30H, C}; 1,47 (p,
%)= 7,14 Hz, 6H, ChBdu S); 1,89 (s, 9H, OAc); 2,04-2,11 (3s, 27H, OAZYS8 (t,°) =
7,14 Hz, 6H, ArSCH); 4,02 (ddd2J = 1,99 Hz,*J = 5,27 Hz,*J = 10,17 Hz, 3H, H5); 4,14
(dd, 3J = 1,95 Hz,2J = 12,54 Hz, 3H, H6'); 4,3 (dd) = 4,97 Hz,%J = 12,63 Hz, 3H, H6);
4,81 (s, 6H, ArCHO); 5,22-5,28 (m, 9H, OCjttiazole+H4); 5,4-5,53 (m, 6H, H2+H3); 5,9
(d, %)= 8,98 Hz, 3H, H1); 7,83 (s, 3H, CH triazole).

RMN *3C (CDCls) : 3 (ppm) 14,1 (CH); 20,2-20,7 (OAc); 22,6 (8,CHs); 28,9-29,7 (CH);
31,7 (CH Bdu S); 38,9 (ChKbB); 61,6 (C6); 64,2 (ArCkD); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 71,9
(OCHtriazole); 72,8 (C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121CH triazole); 141,1 (&CH,); 146,0
(C" triazole); 147,0 (&S); 168,8-170,5 (CO).
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1,3,5-tris[1-(3-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymethyl]-24,6-tris(octylthio)ben
zene (53).550 mg du composB2 (0,3 mmol ; 1 éq) sont solubilisés dans 50 mL d'un
mélange de THF/MeOH distillé (1:4) sous une atmespli’argon. Une quantité catalytique
de MeONa est ajoutée pour ajuster le pH a 9-18 etilieu réactionnel est agité pendant 24 h
a TA. La solution est neutralisée avec de la réaitide IRC-50, filtrée et concentrée. Le
résidu est purifié par chromatographie d’exclugientaille Sephadex LH-20 avec du MeOH
pour donner 369 mg du compdsg (0,28 mmol ; 93%) sous la forme d’'une poudre Wianc
Ri 0,63 avec ACOEt/MeOHA®D (7:2:1). R181,6-184,3°C.d]p> = -6,9 € 1, MeOH).
HRMS (ESI+) calculé pour g&gH100NoO18Ss ([M+H]™) : 1330,6343; trouvé 1330,6325.
Formule brute : gsHggNgO15Ss.
MM = 1330,67 g.mot.
RMN *H (DMSO) : & (ppm) 0,86 (t3J = 6,89 Hz, 9H, Ch); 1,22-1,4 (m, 36H, C}; 2,78 (t,
3) = 6,47 Hz, 6H, ArSCH); 3,21-3,27 (m, 3H, H4); 3,35-3,47 (m, 9H, H3+HB¥ )} 3,67-
3,77 (m, 6H, H2+HB); 4,61 (8 = 5,73 Hz, 3H, CHOH); 4,68 (s, 6H, ArCHO); 5,16 (2s,
9H, OCHtriazole+OH); 5,28 (d®J = 4,65 Hz, 3H, OH); 5,35 (dJ = 6,02 Hz, 3H, OH); 5,52
(d,33=9,22 Hz, 3H, H1); 8,24 (s, 3H, CH triazole).
RMN 13C (DMSO): & (ppm) 14,4 (CH); 22,6 ((H,CHs); 28,7-31,7 (Ch)); 38,3 (CHS);
61,3 (C6); 64,2 (ArChkD); 70,0 (C4); 71,7 (OCHtriazole); 72,6 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3);
87,9 (C1); 123,5 (A triazole); 140,3 (&CH,); 144,0 (¢’ triazole); 147,2 (&S).
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N-Acryloyltris[(propargyloxy)méthyllaminométhane (54). On prépare le tris(hydroxymé
thyl)acrylamidométhane (THAM) de la méme facon deeN,N-bis(2-hydroxyéthyl)acryl
amide dans la procédure décrite du compeiséLe THAM est recristallisé dans EtOH a
chaud et a partir de 2 g de THAM (11,4 mmol), andg les mémes conditions que dans la
synthése du compo&b a I'exception que les quantités de bromure degppe et de KOH
correspondent a 4,5 éq par rapport a celle du THAM.brut réactionnel obtenu apreés
traitement est purifié par chromatographie flasir gel de silice avec un mélange
AcOEt/Cyclohexane (1:1) suivi d’'une recristalligatidans un mélange AcORthexane pour
donner 2,1 g du compo&d (7,2 mmol ; 63%) sous la forme de cristaux blafg<,5 avec
AcOEt/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : gH19NO..

MM = 289,33 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 2,47 (t*3 = 2,35 Hz, 3H, ECH); 3,92 (s, 6H, ChD); 4,18 (t,*

= 2,37 Hz, 6H, CHC=CH); 5,63 (dd2J = 1,74 Hz,*J.s= 9,91 Hz, 1H, CH=Ch); 5,88 (br s,
1H, NHCO); 6,1 (dd®Jes= 9,91 Hz,*Jyans= 16,88 Hz, 1H, CHCH,); 6,3 (dd,2J = 1,73 Hz,
3Jrans= 16,87 Hz, 1H, CH=C}).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 58,7 (®&,C=CH); 59,4 (WHCO); 68,5 (CHO); 74,7 (GCH);
79,5 (G=CH); 126,4 (CH=GEi,); 131,4 (H=CHy); 165,4 (CO).

TN
/\g/ N \/\o/\

N,N-bis[2-(prop-2-ynyloxy)éthyllacrylamide (55). Une solution contenant 3 mL de
diéthanolamine (31,1 mmol ; 1 éq) dans 20 mL de MeafSt introduite dans un ballon tricol
surmonté de deux ampoules de coulée, I'une conteharl de chlorure d’acryloyle (49,23

mmol ; 1,6 €q) et l'autre une solution de KOH/Me@HR N. Le milieu réactionnel est refroidi
a 0°C puis on ajoute lentement le chlorure d’agiglcd un pH maintenu vers 8-9 par
I'addition de la solution basique. La solution agitée 1 h a TA, filtrée pour éliminer les sels
de KCI et concentrée pour donner 6,47 g de lintsfimire N,N-bis(2-hydroxyéthyl)

acrylamide sous la forme d'une huile incolore. Esidu est dissous dans 50 mL de DMF
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avec du tamis moléculaire 3 A et la solution eBbidie & 0°C sous une atmosphére d’argon.
On ajoute 10,4 mL d'une solution de bromure de argge a 80% dans le toluéne (93,3
mmol ; 3 éq) lentement & 0°C puis 5,2 g d'une pedulre de KOH (92,7 ; 3 éq) par petites
protions toujours a 0°C sur une période de 1 hmileeu réactionnel est agité 14 h a TA,
versé dans 500 mL d¥@® et extrait avec de 'AcOEt (3x150 mL). Les phasaganiques sont
rassemblées, lavées avegOH(2x100 mL) puis de la saumure (100 mL), séchedvigsQ,,
filtrée et concentrée pour donner 4,97 g d’uneehbiune. Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice avec unangd AcOEt/Cyclohexane (1:1) pour
donner 3,53 g du compo%é (15 mmol ; 48%) sous la forme d’'une huile jaune0R4 avec
AcOEt/Cyclohexane (1:1).

Formule brute : &H17/NOs.

MM = 235,28 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 2,41 (2t*J = 2,3 Hz,*J = 2,33 Hz, 2H, ECH); 3,6 (m, 8H,
CH,N+CH,0); 4,05 (t,*J = 2,59 Hz, 4H, ChC=CH); 5,58 (dd?J = 2,17 HzJ.s= 10,42 Hz,
1H, CH=CH); 6,22 (dd2J = 2,15 Hz 2Jyans= 16,73 Hz, 1H, CH=C}J; 6,58 (dd;Jss= 10,41
Hz, *Jyans= 16,74 Hz, 1H, CHCHy).

RMN 13C (CDCIs) : 5 (ppm) 47,0-48,8 (ChN); 58,4-58,2 (E,C=CH); 68,1-68,5 (ChD);
74,7-75,0 (ECH); 79,3-79,5 (ECH); 127,8 (CH=El,); 128,0 (Gt=CH,); 166,7 (CO).
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1,3,5-tris{N,N-bis[2-(prop-2-ynyloxy)éthyllamidéthyithiométhyl}-2,4,6-tris(octylthio)ben
zene (56).Une solution contenant 497 mg du compd2g0,64 mmol ; 1 éq) dans 12 mL
d’'un mélange anhydre de MeOH/DMF (2:1) est chaufé®°C sous atmosphére d’argon et
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145 mg de borohydrure de sodium (3,83 mmol ; 6séq} additionnés au milieu réactionnel.
La solution est agitée 5 min et une solution coatérb46 mg du composb (2,32 mmol ;
3,6 €q) dans 2 mL de MeOH est ajoutée. La solugisinchauffée a 50°C pendant 20 h,
refroidie a température ambiante, versée dans 108'IHpO et extraite avec avec de 'AcOEt
(3x50 mL). Les phases organiques sont rassemhbbaes avec pO (50 mL) puis de la
saumure (50 mL), séchées sur MgS@iltrées et concentrées. Le résidu est purifié pa
chromatographie d’exclusion de taille Sephadex I0Haec un mélange MeOH/GEIl, (1:1)
pour donner 931 mg du compds® (0,69 mmol ; quantitatif) sous la forme d’une bydune.

Rt 0,47 avec AcOEt/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : ©H111N30¢Ss.

MM = 1355,06 g.mot.

RMN H (CDCIs) : & (ppm) 0,9 (t2J = 6,87 Hz, 9H, Ch); 1,28 (m, 30H, CH); 1,6 (p,>J =
7,17 Hz, 6H, CHB du S); 2.47 (2t%J = 2,35 Hz,*J = 2,37 Hz, 6H, ECH); 2,81 (m, 12H,
CH,CO+CH:S); 2,98 (1,3 = 6,69 Hz, 6H, ArSCH); 3,39 (m, 24H, CkN+CH,0); 4,16 (m,
12H, CHC=CH); 4,58 (s, 6H, ArCkLb).

RMN '3C (CDCls): & (ppm) 14,1 (CH); 22,7 (GH,CHs); 29,0-31,9 (CH+CH,S); 33,9
(CH,CO); 37,0 (ArCHS); 39,3 (CHSAr); 46,5-48,8 (ChN); 58,3-58,5 (€1,C=CH); 67,9-
68,7 (CHO); 74,5-75,0 (ECH); 79,3-79,6 (ECH); 136,2 (G,CH,); 150,4 (G.S); 172,0
(CO).
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1,3,5-tris{N-[1,3-bis(prop-2-ynyloxy)-2-(prop-2-ynyjoxyméthyl)propan-2-yljJamidéthyl

Q\\X

///

thiométhyl}-2,4,6-tris(octylthio)benzene (57)Une solution contenant 502 mg du composée
42 (0,65 mmol ; 1 éqg) dans 12 mL d’'un mélange anhyde®©H/DMF (2:1) est chauffée a

265



Partie expérimentale

50°C sous une atmosphére d’'argon et 153 mg de yanate de sodium (4,1 mmol ; 6,3 €q)
sont ajoutés au milieu réactionnel. La solutionaggtée 5 min et une solution contenant 674
mg du compos®4 (2,33 mmol ; 3,6 éq) dans 2 mL de MeOH est ajoutéesolution est
chauffée a 50°C pendant 22 h, refroidie a TA, wek@ns 100 mL d’'bD et extraite avec de
I’AcOEt (3x50 mL). Les phases organiques sont rasdées, lavées avec,@ (40 mL) puis
de la saumure (40 mL), séchées sur MgSilirées et concentrées. Le résidu est purifié pa
chromatographie d’exclusion de taille Sephadex I0Haec un mélange MeOH/GEIl, (1:1)
pour donner 671 mg du compadsé (0,44 mmol ; 68%) sous la forme d’'une huile jauRre.
0,42 avec AcOEt/Cyclohexane (4:6).

Formule brute : giH11/N301,Ss.

MM = 1517,2 g.mof-

RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 0,9 (t,°J = 6,88 Hz, 9H, Ch); 1,28-1,38 (m, 30H, Ch; 1,56-
1,65 (m, 6H, CH B du S); 2.48 (t*J = 2,33 Hz, 9H, ECH); 2,52 (t,°J = 7,94 Hz, 6H,
CH,CO); 2,82 (1) = 7,57 Hz, 6H, ArSCh); 2,9 (t,J = 7,11 Hz, 6H, CkB); 3,88 (s, 18H,
CH;0); 4,18 (d,*J = 2,36 Hz, 18H, CbC=CH); 4,56 (s, 6H, ArCkB); 5,92 (br s, 3H,
NHCO).

RMN '3C (CDCls): & (ppm) 14,2 (CH); 22,7 (GH,CHs); 28,9-31,8 (CH#+CH,S); 36,6
(CH,CO); 37,8 (ArCHS); 39,2 (ArSCH); 58,7 (GH,C=CH); 59,4 (¢'NHCO); 68,5 (CHO);
74,7 (G=CH); 79,6 (G=CH); 136,2 (G,CH,); 150,3 (GS); 171,5 (CO).
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1,3,5-tris(N,N-bis{2-[1-(2’,3",4",6'-tétra-O-acéty}p-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-
yloxy]éthyl}amidéthylthiométhyl)-2,4,6-tris(octylthio)benzéne (58)A 869 mg du composée
56 (0,64 mmol ; 1 éq) solubilisé dans 30 mL de THRtsaditionnés successivement 1,9 g
du compos&0 (4,62 mmol ; 7,2 éq), 1,3 mL de DIEA (7,44 mmallL,6 éq) et 73 mg de Cul
(0,38 mmol ; 0,6 éq). Le milieu réactionnel esté&@i4 h a TA et on ajoute 200 mL d’AcOEt.
La phase organique est lavée avec une solutionHi€Nsaturé dans ¥ (3x50 mL) puis de
la saumure (50 mL), séchée sur MgS@itrée et concentrée pour donner 3,1g d’'uneéhuil
jaune. Le brut réactionnel est purifié par chromgedphie d’exclusion de taille Sephadex LH-
20 avec un mélange MeOH/@El, (1:1) pour donner 1,73 g du compds# (0,48 mmol ;
75%) sous la forme d’une poudre blancheOR avec AcOEt. £131,2-133,6°C.d]p* = -
21,1 €1, CHCL).

Formule brute : &eH229N21063Ss.

MM = 3594,95 g.mot.

RMN 'H (DMSO, 50°C): & (ppm) 0,82 (t3J = 6,54 Hz, 9H, CH); 1,21 (m, 30H, CH); 1,47
(m, 6H, CH B du S); 1,79 (s, 18H, OAc); 1,92-2,04 (3s, 56H, QAxY1 (m, 6H, CHCO);
2,82 (m, 12H, CKS+ArSCH); 3,5-3,58 (m, 24H, CHN+CH,0); 4,14 (m, 12H, H6); 4,36
(m, 6H, H5); 4,53 (s, 12H, OGHiiazole); 4,57 (s, 6H, ArCsB); 5,19 (t,J = 9,29 Hz, 6H,
H2); 5,51-5,56 (m, 12H, H3+H4); 6,3 @, = 8,48 Hz, 6H, H1); 8,33 (s, 6H, CH triazole).
RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 20,1-20,7 (OAc); 22,6 (8,CHs); 28,9-31,8 (CH
+CH,S); 33,9 (H,CO); 36,9 (ArCHS); 39,2 (ArSCH); 46,6-48,6 (CHN); 61,5 (C6); 64,1-
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64,2 (CHO); 68,7-69,1 (OCHhtriazole);70,2-70,3 (C4); 72,7 (C2); 75,0 (C5); 77,3 (C3),885
(C1); 121,4-121,6 (CH triazole); 136,1 4CH,); 145,3-145,6 (& triazole); 150,4 (&S);
168,8-171,8 (CO).
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1,3,5-tris(N,N-bis{2-[1-(-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxy]éthyl}amiéthylthio
méthyl)-2,4,6-tris(octylthio)benzene (59)1,63 g du composB8 (0,45 mmol ; 1 éq) sont
solubilisés dans 30 mL de MeOH distillé sous uneogphere d’argon. Une quantité
catalytique de MeONa est ajoutée pour ajuster lea@H10 et le milieu réactionnel est agité
pendant 16 h a TA. La solution est neutralisée aleeda résine acide IRC-50, filtrée et
concentrée. Le résidu est purifié par chromatogeaglexclusion de taille Sephadex LH-20
avec du MeOH pour donner 924 mg du com@®€0,36 mmol ; 80%¥»ous la forme d’'une
poudre blanche. 0,42 avec BUOH/EtOHA®D (5:4:3). P198,1-200,7°C .d]p> = -2,7 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé pour 168H17dN21036Ss ([M+2H]%") : 1293,5506; trouvé
1293,5509 et pour gaH185N23036Ss ([M+2NH,4]?") : 1310,5771; trouvé 1310,5777.

Formule brute : €gH17N21040Ss.

MM = 2570 g.mof".

RMN 'H (DMSO, 50°C): & (ppm) 0,85 (t3J = 6,64 Hz, 9H, CH); 1,23 (m, 30H, CH); 1,49
(m, 6H, CH Bdu S); 2,71 (m, 6H, C¥O); 2,81 (m, 12H, CkS+ArSCH,); 3,21-3,79 (m,
66H, H2+H3+H4+H5+H6+CBED+CH:N); 4,49-4,58 (m, 24H, ArCks+OCHtriazole+
CH,OH); 4,99 (d,*J = 5,28 Hz, 6H, OH); 5,10 (dJ = 4,55 Hz, 6H, OH); 5,24 (d) = 5,77
Hz, 6H, OH); 5,53 (d3J = 9,19 Hz, 6H, H1); 8,22 (s, 6H, CH triazole).
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RMN !%C (DMSO): &(ppm) 14,3 (CH); 22,5 ((H,CHs); 28,8-31,7 (CHH+CH,S); 33,8
(CH2CO); 36,9 (ArCHS); 38,6 (ArSCH); 46,1-48,3 (CkEN); 61,4 (C6); 64,0-64,2 (CiD);
68,2-68,8 (OCHtriazole);70,2 (C4); 72,7 (C2); 77,5 (C5); 80,4 (C3); 88,11YC123,5 (CH
triazole); 135,7 (&CH,); 144,2-144,3 (& triazole); 150,8 (&S); 171,3 (CO).
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1,3,5-tris(N-{1,3-bis[1-(2",3",4’,6'-tétra-O-acétytf3-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yl
oxy]-2-[1-(2’,3",4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-
propan-2-yl}amidéthylthiométhy)-2,4,6-tris(octylthio)benzene (60). A 658 mg du
composé 57 (0,43 mmol; 1 éq) solubilisé dans 30 mL de THmtsadditionnés
successivement 1,93 g du comps844,69 mmol ; 10,8 €q), 1,4 mL de DIEA (8,02 mmol ;
18,7 éq) et 74 mg de Cul (0,39 mmol ; 0,9 éq). lleemréactionnel est agité 24 h a TA et on
ajoute 150 mL d’AcOEt. La phase organique est laadec une solution de NBI saturé
dans HO (3x50 mL) puis de la saumure (50 mL), sécheeMmBO,, filtrée et concentree
pour donner 3,1 g d’'une poudre jaune. Le brut ré@acel est purifié par chromatographie
d’exclusion de taille Sephadex LH-20 avec un meéakig OH/CHCI, (1:1) pour donner 1,4
g du composé0 (0,29 mmol ; 67%) sous la forme d'une poudre hendy 0,36 avec
CH.Cl,/MeOH (95:5). P159,6-161,3°C.d]p*° = -24,3 € 1, CH,CL.).

Formule brute : €H23dN30093s.

MM = 4877,04 g.mot.

RMN *H (DMSO, 50°C): & (ppm) 0,82 (br s, 9H, C#t 1,2 (m, 30H, Ch); 1,48 (m, 6H,
CH; Bdu S); 1,7 (s, 27H, OAc); 1,97-2,04 (3s, 81H, OAZR7 (m, 6H, CHCO); 2,81 (m,
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12H, CHS+ArSCH); 3,69 (m, 18H, CbD); 4,13 (m, 18H, H6); 4,36 (m, 9H, H5); 4,53 (s,
24H, OCHtriazole+ArCHS); 5,19 (t,°J = 9,49 Hz, 9H, H2); 5,5-5,68 (m, 18H, H3+H4);
6,32 (d,%J = 8,85 Hz, 9H, H1); 8,32 (s, 9H, CH triazole).

RMN %3C (CDCls): &(ppm) 14,1 (CH); 20,1-20,6 (OAc); 22,6 (B,CHs); 29,2-31,8
(CH+CH,S); 36,8 (G1,CO); 37,4 (ArCHS); 39,0 (ArSCH); 46,6-48,6 (CHN); 59,8
(CVNHCO); 61,6 (C6); 64,6 (C#D); 67,8 (OCHitriazole);70,3 (C4); 72,8 (C2); 74,9 (C5);
77,2 (C3); 85,5 (C1); 121,6 (CH triazole); 136,1(H,); 145,5 (C' triazole); 150,3 (&S);

168,8-171,6 (CO).
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1,3,5-tris(N-{1,3-bis[1-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxy]-2-[1f8-D-glucopyra
nosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-propan-2-yl}anidéthylthiométhy)-2,4,6-tris(octyl
thio)benzene (61)On réalise le méme protocole que pour la syntdassompos&9 a partir
de 1,4 g du composE0 (0,29 mmol) et on obtient 685 mg du comp6440,2 mmol ; 70%)
sous la forme d'une poudre blanche. 833 avec BuOH/EtOH/AD (5:4:3). R195,4-
197,6°C. f]o> = -2,8 € 1, MeOH). HRMS (ESI+) calculé pour 16H21dN300s7Ss
(IM+3H]%" : 1122,1170; trouvé 1122,1168.

Formule brute : GH21dN30057.

MM = 3363,72 g.mot.

RMN 'H (DMSO, 50°C): & (ppm) 0,83 (t3J = 6,6 Hz, 9H, CH); 1,19 (m, 30H, Ch); 1,42
(m, 6H, CH B du S); 2,47 (m, 6H, C¥O); 2,77 (m, 12H, CkS+ArSCH,); 3,16-3,81 (m,
90H, H2+H3+H4+H5+H6+CED); 4,53 (m, 24H, ArCk5+OCHtriazole); 4,69 (m, 9H,
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CH,OH), 5,21 (d,J = 5,0 Hz, 9H, OH); 5,34 (¢J = 4,25 Hz, 9H, OH); 5,45 (d) = 5,28
Hz, 9H, OH); 5,55 (a3 = 9,16 Hz, 9H, H1); 7,52 (br s, 3H, NHCO); 8,348, CH triazole).
RMN *3C (CDCls): &(ppm) 14,4 (CH); 22,6 (GH,CHs); 28,9-29,4 (CH+CH,S); 31,7
(CHy); 36,8 (GH,CO); 38,3 (ArCHS); 38,9 (ArSCH); 60,4 (C'NHCO); 61,2 (C6); 64,6
(CH;0); 68,6 (OCHitriazole); 70,0 (C4); 72,5 (C2); 77,4 (C5); 80,43JC87,9 (C1); 123,7
(CH triazole); 135,5 (&CH,); 144,3 (¢’ triazole); 150,7 (&S); 171,35(CO).

Les composé62a-h sont obtenus selon la méme procédure que pounthése du composé

36 a partir de 2,47 mmol du compa3g mais en utilisant le thiol correspondant a la plde

I'octanethiol.
HO
NS S
HO OH
S o

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(propylthio)benzene (62a).On récupére 769 mg du
composé62a (1,97 mmol; 80%) sous la forme d'une huile inceloR 0,24 avec
AcOELt/Cyclohexane (3:7).

Formule brute : gH3003Ss.

MM = 390,62 g.maf-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 1,03 (t2J = 7,34 Hz, 9H, Ch); 1,65 (six,’J = 7,39 Hz, 6H, CH

B du S); 2,89 (t2J = 7,55 Hz, 6H, ArSCH); 2,9 (br s, 3H, OH); 5,31 (s, 6H, GBIH).

RMN 1%C (CDCls) : & (ppm) 13,5 (CH); 23,0 (CH B du S); 40,7 (CkS); 63,3 (CHOH);
137,2 (G,CH,); 150,7 (G\S).

HO
S-S S
HO OH
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1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(butylthio)penzne (62b). On récupere 985 mg du
composé62b (2,27 mmol; 92%) sous la forme d'une huile inceloR 0,37 avec
AcOEt/Cyclohexane (3:7).

Formule brute : @H3603Ss.

MM = 432,7 g.mot.
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RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 0,93 (33 = 7,16 Hz, 9H, Ch); 1,43 (m, 6H, CHydu S); 1,61
(m, 6H, CH B du S); 2,91 (t3 = 7,51 Hz, 6H, ArSCh); 2,99 (1,3 = 7,56, 3H, OH); 5,33 (d,
3)=7,54, 6H, CHOH).

RMN *3C (CDCl3) : 8 (ppm) 13,7 (CH); 22,1 (GH,CHs); 31,7 (CH B du S); 38,5 (CkS);
63,3 (CHOH); 137,3 (G,CH,); 150,7 (G,S).

HO
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HO OH
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1,3,5-tris(hydroxymethyl)-2,4,6-tris(pentylthio)berzene (62c). On récupére 1,04 g du
composé 62¢ (2,19 mmol ; 89%) sous la forme d'une huile incelolR 0,3 avec
AcOEt/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : &H4,03Ss.

MM = 474,78 g.mof.

RMN 'H (CDCls) : & (ppm) 0,93 (t3J = 7,16 Hz, 9H, Ch); 1,43 (m, 6H, CHydu S); 1,61
(m, 6H, CH B du S); 2,91 (13 = 7,51 Hz, 6H, ArSCH); 2,99 (t,% = 7,56, 3H, OH); 5,33 (d,
3)=7,54, 6H, CHOH).

RMN 1%C (CDCly) : & (ppm) 14,0 (CH); 22,3 ((H.CHg); 29,3-31,1 (E€l,); 38,8 (CHS);
63,4 (CHOH); 137,3 (G,CH,); 150,6 (G\S).

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(isopentylthiopenzéne (62d)On récupere 971 mg du
compose62d (2,04 mmol; 83%) sous la forme d'une huile inceloR 0,31 avec
AcOELt/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : &H4203Ss.

MM = 474,78 g.mot.
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Partie expérimentale

RMN *H (CDCls3) : & (ppm) 0,93 (d3J = 6,55 Hz, 18H, CH); 1,5 (9,°J = 6,7 Hz, 6H, CH
Bdu S); 1,7 (m, 3H, CH); 2,92 @) = 7,82 Hz, 6H, ArSCh); 2,96 (t,%J = 7,44, 3H, OH);
5,32 (d,*J = 7,37, 6H, CHOH).

RMN *3C (CDCI3) : 3 (ppm) 22,3 (CH); 27,5 (CH); 36,9 (CHIB du S); 38,5 (ChB); 63,3
(CH,OH); 137,3 (G,CH,); 150,6 (G,S).

HO
S-S S
HO OH
S

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(hexylthio)benZne (62e). On récupere 1,1 g du
composé 62e (2,05 mmol; 89%) sous la forme d'une huile inceloR 0,36 avec
AcOEt/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : ¢H4503Ss.

MM = 516,86 g.mof-

RMN H (CDCls3) : & (ppm) 0,89 (t3J = 6,79 Hz, 9H, Ch); 1,25-1,43 (m, 18H, Ch); 1,61
(p, 3J = 7,84 Hz, 6H, CHB du S); 2,89 (t3J = 7,48 Hz, 6H, ArSCH); 3,0 (t,%J = 7,45 Hz,
3H, OH); 5,32 (d3J = 7,43, 6H, CHOH).

RMN 1%C (CDCly) : & (ppm) 14,0 (CH); 22,5 ((H.CHa); 28,6-31,4 (CH); 38,8 (CHS);
63,3 (CHOH); 137,3 (G,CH,); 150,6 (G\S).

HO
NSNS S
HO OH
SN NN

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(heptylthio)berzene (62f). On récupere 1,34 g du
compose 62f (2,4 mmol; 97%) sous la forme dune huile incelorR 0,38 avec
AcOEt/Cyclohexane (2:8).

Formule brute : gH5403Ss.

MM = 558,94 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,83 (t2J = 6,86 Hz, 9H, Ch); 1,22-1,38 (m, 24H, Ch}; 1,54
(p, 3J = 7,48 Hz, 6H, CHpB du S); 2,83 (t°J = 7,46 Hz, 6H, ArSCh); 3,15 (br s, 3H, OH);
5,24 (s, 6H, CHOH).
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RMN % (CDCls) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,5 (GH,CHs); 28,6-31,4 (Ch); 38,8 (CHS);
63,3 (CHOH): 137,3 (G,CH,); 150,7 (G:S).

1,3,5-tris(hydroxymeéthyl)-2,4,6-tris(phényléthanettio)benzene (62g)On récupere 1,35 g
du composé62h (2,34 mmol ; 95%) sous la forme d'une poudre jauRe 0,44 avec
AcOEt/Cyclohexane (3:7).1B4,1-84,3°C.

Formule brute : €3H3603Ss.

MM = 576,83 g.mof-

RMN H (CDCl5) : & (ppm) 2,78 (br s, 3H, OH); 2,91 {1 = 7,4 Hz, 6H, ArSCH); 3,2 (t,°J

= 8,05 Hz, 6H, ArSCH); 5,22 (s, 6H, ChDH); 7,18-7,35 (m, 15H, Ck).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 35,8 (CHS); 39,6 (CHPh); 63,4 (CHOH); 126,7 (CH,p Ph);
128,5-128,6 (Clo,m Ph); 137,3 (&CH.); 139,6 (G, Ph); 150,6 (&S).

HO OH

1,3,5-tris(hydroxyméthyl)-2,4,6-tris(benzylthio)berzéne (62h). On récupere 1,24 g du
compose62h (2,32 mmol ; 94%) sous la forme d'une poudre Hi@ncR 0,28 avec
AcOEt/Cyclohexane (3:7).:R25,1-125,4°C.

Formule brute : ggH3003Ss.

MM = 534,75 g.mof.

RMN 'H (CDCl5) : & (ppm) 2,37 (br s, 3H, OH); 4,02 (s, 6H, &H); 4,98 (s, 6H, CHOH);
7,07-7,11 (m, 6H, CR); 7,27-7,29 (m, 9H, CH).

RMN '3C (CDCls) : & (ppm) 42,6 (PhCbB); 63,1 (CHOH); 127,6-128,8 (Cl Ph); 136,4
(CaCH,); 137,6 (G, Ph); 151,8 (&S).
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Les composé63a-h sont obtenus selon la méme procédure que poynthése du composé
40 mais en utilisant 2 mmol du composé 1,3,5-tristbygméthyl)-2,4,6-tris(alkylthio)ben-

zéne62a-hcorrespondant a la place du compd&é

Cl

1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(propylthio)penzZne (63a). On récupére 702 mg du
composé63a (1,57 mmol; 79%) sous la forme d'une poudre Hi@ncR 0,53 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (1:9).:R88,7-89,1°C.
Formule brute : gH»7Cl3Ss.
MM = 445,96 g.maf-
RMN *H (CDCls) : & (ppm) 1,07 (t2J = 7,36 Hz, 9H, Ch); 1,72 (six,’J = 7,36 Hz, 6H, CH
B du S); 3,02 (£2J = 7,36 Hz, 6H, ArSCh); 5,51 (s, 6H, CkLCI).
RMN 13C (CDCls) : & (ppm) 13,6 (CH); 23,1 (GH,CHs); 40,9 (CHS); 46,2 (CHCI); 139,9
(CarCHy); 149,5 (GS).

Cl

S
1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(butylthio)benzéne (63b). On récupere 865 mg du
compose 63b (1,77 mmol; 89%) sous la forme d'une huile inceloR; 0,5 avec
CH,Cl,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : gH33Cl3Ss.

MM = 488,04 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,96 (t°J = 7,32 Hz, 9H, Ch); 1,49 (six,’] = 7,3 Hz, 6H, CH
ydu S); 1,69 (six3J = 6,73 Hz, 6H, Chp du S); 3,04 (t2J = 7,53 Hz, 6H, ArSCH; 5,51 (s,
6H, CH.CI).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 13,7 (CH); 22,1 (GH,CHs); 31,6 (CH B du S); 38,7 (CkS);
46,2 (CHCI); 140,0 (G,CHy); 149,5 (G\S).
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1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(pentylthio)benzne (63c). On récupere 925 mg du
compose63c (1,74 mmol; 87%) sous la forme dune huile inceloR; 0,56 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : €H3qCl3Ss.

MM = 530,12 g.mof-

RMN *H (CDCls3) : 8 (ppm) 0,93 (t3J = 7,12 Hz, 9H, Ch); 1,32-1,46 (m, 12H, CH); 1,71
(p, 33 =7,49 Hz, 6H, CHB du S); 3,03 (t2J = 7,63 Hz, 6H, ArSCH; 5,51 (s, 6H, ChCI).
RMN 13C (CDCls) : 3 (ppm) 14,0 (CH); 22,3 (GH,CHs); 29,3 (CH); 31,1 (GH, Bdu S);
39,0 (CHS); 46,2 (CHCI); 140,0 (G,CHy); 149,5 (G:S).

1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(isopentylthio)enzene (63d).On récupere 924 mg du
composé63d (1,74 mmol ; 88%) sous la forme d'une huile inceloR; 0,63 avec
CH,CI,/Cyclohexane (1:9).185,2-85,5°C.

Formule brute : &H3oCl3Ss.

MM = 530,12 g.mof-

RMN H (CDCls3) : & (ppm) 0,93 (t3J = 7,12 Hz, 9H, Ch); 1,32-1,46 (m, 12H, C, 1,71
(p, 33 =7,49 Hz, 6H, CHIB du S); 3,03 (t2J = 7,63 Hz, 6H, ArSCH; 5,51 (s, 6H, ChCI).
RMN 13C (CDCls) : 3 (ppm) 22,4 (CH); 27,7 (CH); 37,2 (CHP du S); 38,4 (ChBS); 46,2
(CH.CI); 140,0 (G,CHy); 149,5 (G,S).
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1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(hexylthio)benzae (63e). On récupére 1,03 g du
composeé 63e (1,8 mmol; 90%) sous la forme d'une huile inceloR; 0,66 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : gzHsCl3Ss.

MM = 572,2 g.mof.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,91 (t3J = 6,73 Hz, 9H, Ch); 1,29-1,47 (m, 18H, C&; 1,7 (p,
3)=7,8 Hz, 6H, CHB du S); 3,02 (t2J = 7,4 Hz, 6H, ArSCH); 5,51 (s, 6H, ChCl).

RMN 1%C (CDCl) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,5 ((H.CHa); 28,6-31,4 (CH); 39,0 (CHS);
46,2 (CHCI); 140,0 (G,CH,); 149,5 (G/S).

Cl

1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(heptylthio)benzne (63f). On récupére 993 mg du
composé 63g (1,62 mmol; 81%) sous la forme d'une huile inceloR 0,7 avec
CHCl,/Cyclohexane (1:9).

Formule brute : Hs:Cl3Ss.

MM = 614,28 g.mof-

RMN H (CDClg) : 8 (ppm) 0,91 (t3J = 6,73 Hz, 9H, Ch); 1,31-1,44 (m, 24H, CH), 1,71
(p, 33 =7,65 Hz, 6H, CHP du S); 3,03 (3 = 7,63 Hz, 6H, ArSChH); 5,51 (s, 6H, ChLCl).
RMN *3C (CDCls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,7 ((H.CHs); 28,6-31,8 (Ch); 39,0 (CHS);
46,2 (CHCI); 140,0 (G,CH,); 149,5 (G,S).
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1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(phényléthanethd)benzene (63g)On récupere 1,71 g du
composé63g (1,83 mmol ; 81%) sous la forme d'une poudre Hi@ncR 0,47 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (1:9).:A.25,4-126°C.

Formule brute : gH33ClsSs.

MM = 632,17 g.mof-

RMN *H (CDCl3) : & (ppm) 3,05 (t°J = 7,63 Hz, 6H, ChkPh); 3,36 (1) = 8,16 Hz, 6H,
CH,SAY); 5,45 (s, 6H, CKCI); 8,0-8,18 (m, 15H, CH).

RMN '3C (CDCls) : & (ppm) 35,9 (CHS); 39,8 (CHPh); 46,3 (CHCI); 126,7 (CHp Ph);
128,6 (CH,0,m Ph); 139,7 (&" Ph); 139,8 (& CH.); 149,7 (GS).

Cl Cl

1,3,5-tris(chlorométhyl)-2,4,6-tris(benzylthio)bengne (63h). On récupére 1,12 g du
composé63h (1,9 mmol; 95%) sous la forme d'une poudre blancR 0,34 avec

CH,CI,/Cyclohexane (3:7).{A65,1-165,7°C.

Formule brute : ggH»7Cl3Ss.

MM = 590,09 g.mof-

RMN H (CDCl3) : & (ppm) 4,18 (s, 6H, CHPh); 5,2 (s, 6H, CkCI); 7,19-7,23 (m, 6H,

CHar); 7,31-7,34 (m, 9H, CH).

RMN 13C (CDCly) : & (ppm) 42,8 (SCHPh); 46,0 (CHCI); 127,8 (CH.p Ph); 128,8-129,1
(CHa0,m Ph); 136,7 (§' Ph); 138,3 (&CH,); 151,1 (G/S).

Les composé64a-h sont obtenus selon la méme procédure que poynthese du composé

51 mais en utilisant 1 mmol du composé 1,3,5-trig{aithéthyl)-2,4,6-tris(alkylthio)ben-
zéneb3a-hcorrespondant a la place du compé@é
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Xx_o
NS SN
Xx_ o o F
S

1,3,5-tris(prop-2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-tris(propylthio)benzene (64a)On récupere 329 mg
du composé6bda (0,65 mmol; 65%) sous la forme d'une huile jaufg. 0,36 avec
CH,Cl,/Cyclohexane (8:2).

Formule brute : gH3603Ss.

MM = 504,77 g.mof-

RMN *H (CDCl5) : & (ppm) 1,02 (t3J = 7,34 Hz, 9H, Ch); 1,6 (p,°J = 7,34 Hz, 6H, Chi
Bdu S); 2,5 (t*J = 2,38 Hz, 3H, ECH); 2,88 (1% = 7,24 Hz, 6H, ArSCH); 4,34 (d,*J =
2,35 Hz, 3H, CHC=CH); 5,33 (s, 6H, ArCpD).

RMN 1%C (CDCly) : & (ppm) 13,6 (CH); 23,0 ((H,CHs); 41,0 (CHS); 58,1 (G&,C=CH);
71,6 (ArCHO); 74,4 (EGCH); 79,9 (GCH); 141,4 (G,CHy); 147,0 (G:S).

\\\/o
S-S S
Xx_ o o F

1,3,5-tris(prop-2-ynyloxyméthyl)-2,4,6-tris(butylthio)benzéne (64b)On récupére 339 mg
du composé64b (0,62 mmol; 62%) sous la forme d'une huile jaufg.0,43 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (7:3).

Formule brute : gH4:03Ss.

MM = 546,85 g.motf.

RMN *H (CDCls) : 8 (ppm) 0,92 (t3J = 7,2 Hz, 9H, CH); 1,44 (six,%J = 8,0 Hz, 6H, CH
ydu S); 1,57 (p3J = 7,01 Hz, 3H, CHB du S); 2,49 (t%J = 2,37 Hz, 3H, ECH); 2,9 (1) =
7,5 Hz, 6H, ArSCh); 4,33 (d,"J = 2,39 Hz, 6H, CLC=CH); 5,3 (s, 6H, ArCHD).

RMN 13C (CDCIls) : 8 (ppm) 14,1 (CH); 22,6 ((H.CHs); 29,6 (CH); 39,1 (CHS); 58,1
(CH,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (&GCH); 79,9 (GCH); 141,4 (G,CH,); 147,0 (G,S).
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Xx_o
NS SN
Xx_ o o F
S

1,3,5-tris(prop-2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-tris(pentylhio)benzeéne (64c)On récupere 492 mg
du composé6b4c (0,62 mmol; 84%) sous la forme d'une huile jaug. 0,45 avec
CH,Cl,/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : ¢gH4203Ss.

MM = 546,85 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,9 (1,3 = 7,06 Hz, 9H, Ch); 1,29-1,42 (m, 12H, CH; 1,58
(m, 6H, CH B du S); 2,49 (t*J = 2,32 Hz, 3H, ECH); 2,89 (1,3 = 7,49 Hz, 6H, ArSCh);
4,33 (d,*J = 2,36 Hz, 6H, CHC=CH); 5,3 (s, 6H, ArCKD).

RMN 1%C (CDClg) : & (ppm) 14,0 (CH); 22,3 (GH,CHs); 29,4 (CH); 31,2 (CH B du S);
39,0 (CHS); 58,1 (BH,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (GCH); 79,9 (GCH); 1414

(CaCHz); 147,0 (GiS).
\\\/O
\(\/S SK\(
o _Z
\/O S\/\(

1,3,5-tris(prop-2-ynyloxyméthyl)-2,4,6-tris(isopenylthio)benzene (64d).On récupére 373
mg du composé4d (0,62 mmol ; 68%) sous la forme d’'une huile jauRe.0,53 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : gH4:03Ss.

MM = 546,85 g.maf-

RMN *'H (CDCl5) : 8 (ppm) 0,9 (d3J = 6,56 Hz, 18H, Ch); 1,59 (q,°J = 6,74 Hz, 6H, CH
Bdu S); 1,69 (m, 3H, CH); 2,49 () = 2,37 Hz, 3H, ECH); 3,04 (t,%] = 7,71 Hz, 6H,
ArSCH,); 2,9 (t,%) = 7,89 Hz, 6H, ArSCh); 4,33 (d,"J = 2,36 Hz, 6H, CHC=CH); 5,3 (s,
6H, ArCH,0).

RMN '3C (CDCls) : 3 (ppm) 22,4 (CH); 27,7 (CH); 37,1 (CHP du S); 38,6 (ChBS); 58,1
(CH,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (ECH); 79,9 (CH); 141,4 (G,CH,); 147,0 (G,S).
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\\\/O
SN NS S
Xx_ o o F

SN
1,3,5-tris(prop-2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-tris(hexyltho)benzene (64e)On récupére 4388 mg
du composé6bde (0,77 mmol; 77%) sous la forme d'une huile jau®. 0,45 avec
CH,Cl,/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : Hs403Ss.

MM = 631,01 g.mof-

RMN *H (CDCls3) : & (ppm) 0,9 (t3J = 6,81 Hz, 9H, Ch); 1,26-1,43 (m, 18H, CH: 1,59 (p,
3) = 8,88 Hz, 6H, Chif du S); 2,49 (t?J = 2,37 Hz, 3H, ECH); 2,89 (t3] = 7,5 Hz, 6H,
ArSCH,); 4,33 (d,*J = 2,39 Hz, 6H, CHC=CH); 5,3 (s, 6H, ArCHO).

RMN 13C (CDClg) : & (ppm) 14,1 (CH); 22,6 (GH,CHs); 28,7-31,5 (CH); 39,1 (CHS);
58,1 ((H,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (&CH); 79,9 (GCH); 141,4 (G.CH,); 147,0
(CarS).

\\\/o
NSNS SN
\o o/

SN
1,3,5-tris(prop-2-ynyloxyméthyl)-2,4,6-tris(heptylhio)benzéne (64f)On récupere 452 mg
du composé64f (0,67 mmol; 67%) sous la forme d'une huile jau®. 0,45 avec
CH.Cl,/Cyclohexane (6:4).

Formule brute : ggHgO3Ss.

MM = 673,09 g.maf-

RMN 'H (CDCl5) : & (ppm) 0,9 (t2J = 6,88 Hz, 9H, Ch); 1,27-1,4 (m, 24H, CH; 1,59 (p,
3) = 8,88 Hz, 6H, Chif du S); 2,49 (t?J = 2,37 Hz, 3H, ECH); 2,89 (t3 = 7,5 Hz, 6H,
ArSCHy); 4,33 (d,"J = 2,39 Hz, 6H, CHC=CH); 5,3 (s, 6H, ArCHD).

RMN 13C (CDCIls) : 5 (ppm) 14,1 (CH); 22,6 (GH,CHs); 28,7-31,5 (CH); 39,1 (CHS);
58,1 (H,C=CH); 71,6 (ArCHO); 74,4 (GCH); 79,9 (GCH); 141,4 (G,CHy); 147,0
(CarS).
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1,3,5-tris(prop-2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-tris(phényléhanethio)benzene (64g)On récupere
490 mg du composg4g (0,71 mmol ; 71%) sous la forme d’'une poudre bhen®& 0,51 avec
CH,CI,/Cyclohexane (1:9).{A26,3-126,8°C.

Formule brute : GH4203Ss.

MM = 690,98 g.mof-

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 2,5 (t,*J = 2,36 Hz, 3H, ECH); 2,9 (t,°J = 7,45 Hz, 6H,
CH,Ph); 3,2 (t,) = 8,29 Hz, 6H, ArSCH); 4,3 (d,*J = 2,39 Hz, 6H, CHC=CH); 5,24 (s, 6H,
ArCH,0); 7,21-7,33 (m, 15H, CH).

RMN *3C (CDCls) : 5 (ppm) 35,9 (CHS); 39,8 (CHPh); 58,1 (&1,C=CH); 71,6 (ArCH,0);
74,7 (GECH); 79,9 (G=CH); 126,3 (CH,p Ph); 128,4-128,6 (Ctb,m Ph); 140,4 (&" Ph);
141,1 (G,CHy); 147,2 (G/S).

o

\/O o/
S

1,3,5-tris(prop-2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-tris(benzylhio)benzéne (64h). On récupere 506
mg du composé&4h (0,78 mmol ; 78%) sous la forme d’une poudre btendy 0,38 avec
CH,CI,/Cyclohexane (7:3).{A02,1-102,7°C.

Formule brute : gsH3603Ss.

MM = 648,9 g.mof.

RMN H (CDCls) : & (ppm) 2,55 (t/J = 2,39 Hz, 3H, ECH); 4,09 (s, 6H, CkPh); 4,34 (d,
43=2,38 Hz, 6H, CHC=CH); 5,11 (s, 6H, ArChD); 7,22-7,32 (m, 15H, CkJ).

RMN '3C (CDCls): & (ppm) 43,3 (SChkPh); 58,1 (®,C=CH); 71,3 (ArCHO); 74,8
(C=CH); 80,0 (GCH); 127,3 (CH,p Ph); 128,5-129,1 (Ckb,m Ph); 137,7 (&" Ph);
140,4 (G,CH,); 148,3 (G,S).
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Les composé65a-h sont obtenus selon la méme procédure que poynthése du composé
52 mais en utlisant 0,5 mmol du composé 1,3,5-trg§2-ynyloxymeéthyl)-2,4,6-

tris(alkylthio)benzen&4a-h correspondant a la place du compdsé

AcO OAC
AcOr-

OA
NNH ¢

1 e

1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(propylthio)benzéne (65a).On récupere 677 mg du compo8ga (0,42 mmol ;
84%) sous la forme d'une poudre blanche.0RR6 avec AcOEt/CHCIl, (4:6). R190,1-
192,9°C. fi]p>>= -56,2 € 1, CHCly).

Formule brute : 6sHg3sNgO30Ss.

MM = 1624,71 g.mot.

RMN *H (CDCls) : 8 (ppm) 0,92 (t3J = 7,41 Hz, 9H, Ch); 1,53 (six,’J = 7,4 Hz, 6H, CH
Bdu S); 1,88 (s, 9H, OAc); 2,05-2,09 (3s, 27H, OABY9 (t,°J = 7,41 Hz, 6H, ArSCh);
4,02 (ddd?3 = 2,82 Hz2) = 4,76 Hz*J = 9,98 Hz, 3H, H5); 4,14 (ddfJ = 2 Hz,2) = 12,53
Hz, 3H, H6'); 4,3 (dd3J = 4,95 Hz2) = 12,56 Hz, 3H, H6); 4,82 (s, 6H, ArGH); 5,21-5,33
(m, 9H, OCHitriazole+H4); 5,4-5,53 (m, 6H, H2+H3): 5,9 @,= 9,0 Hz, 3H, H1); 7,83 (s,
3H, CH triazole).

RMN 13C (CDCls) : 8 (ppm) 14,0 (CH); 20,2-20,7 (OAc); 23,0_(8,CHs); 40,8 (CHS);
61,6 (C6); 64,2 (ArChD); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 72,0 (OGtiazole); 72,8 (C3); 75,0 (C5);
85,7 (C1); 121,1 (CH triazole); 141,1 ACH,); 146,0 (¢’ triazole); 147,1 (&S); 168,9-
170,6 (CO).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(butylthio)benzéne (65b)On récupere 627 mg du compdsb (0,38 mmol ; 76%)
sous la forme d’'une poudre blanche.®32 avec AcOEt/CHCI, (4:6). R 194,3-195,9°C.
[a]p®>=-54,9 € 1, CHCL,).

Formule brute : &HggNgO30Ss.

MM = 1666,79 g.mot.

RMN *H (CDCls3) : & (ppm) 0,86 (t2J = 7,12 Hz, 6H, Ch); 1,34 (six,>J = 7,65 Hz, 6H, Chi
ydu S); 1,45-1,68 (m, 6H, GH8 du S); 1,9 (s, 9H, OAc); 2,04-2,09 (3s, 27H, OALB1 (t,
3) = 7,41 Hz, 6H, ArSCH); 4,02 (m, 3H, H5); 4,14 (dd3J = 1,73 Hz,2) = 12,55Hz, 3H,
H6'); 4,3 (dd,®J = 4,85 Hz2J = 12,62 Hz, 3H, H6); 4,83 (s, 6H, ArGE); 5,22-5,33 (m, 9H,
OCH;triazole+H4); 5,4-5,53 (m, 6H, H2+H3); 5,9 {d,= 8,75 Hz, 3H, H1); 7,84 (s, 3H, CH
triazole).

RMN *3C (CDCIls) : 5 (ppm) 13,7 (CH); 20,2-20,7 (OAc); 22,1 (8,CHs); 31,7 (CH B du
S); 38,6 (CHS); 61,6 (C6); 64,2 (Ar8,0); 67,7 (C4); 70,3 (C2); 72,0 (OGtiazole); 72,8
(C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121,1 (CH triazole):11% (G CH,); 146,0 (¢’ triazole); 147,1
(CarS); 168,8-170,5 (CO).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(pentylthio)benzene (65¢)On récupére 685 mg du compd&e (0,4 mmol ; 80%)
sous la forme d’'une poudre blanche.®42 avec AcOEt/CHCI, (4:6). R 179,5-181,2°C.
[a]p®=-55,9 € 1, CHCly).

Formule brute : &H10sNgO30Ss.

MM = 1708,87 g.mot.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,86 (t3J = 7,1 Hz, 9H, Ch); 1,25-1,31 (m, 12H, CH; 1,5 (p,
8= 7,26 Hz, 6H, CHB du S); 1,88 (s, 9H, OAc); 2,05-2,08 (3s, 27H, OAR (1,3 = 7,41
Hz, 6H, ArSCH); 4,02 (m, 3H, H5); 4,14 (dd3J = 1,98 Hz,%J = 12,55 Hz, 3H, H6); 4,3
(dd, 33 = 4,83 Hz,%J = 12,52 Hz, 3H, H6); 4,81 (s, 6H, ArGH); 5,21-5,32 (m, 9H,
OCHtriazole+H4); 5,39-5,52 (m, 6H, H2+H3); 5,9 @,= 8,93 Hz, 3H, H1); 7,83 (s, 3H,
CH triazole).

RMN *3C (CDCls) : 8 (ppm) 14,0 (CH); 20,2-20,7 (OAc); 22,3 (8,CHs); 29,3 (CH); 31,1
(CH, Bdu S); 38,9 (CHB); 61,6 (C6); 64,2 (ArCkD); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 71,9
(OCHtriazole); 72,7 (C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121CH triazole); 141,1 (&CH,); 146,0
(CV triazole); 147,1 (&S); 168,8-170,6 (CO).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(isopentylthio)benzéne (65d)On récupere 658 mg du compd®d (0,39 mmol ;
78%) sous la forme d'une poudre blanche.ORl4 avec AcOEt/CHCIl, (4:6). R 196,9-
198,4°C. fi]p>=-51,1 € 1, CHCL,).

Formule brute : &H;0gNgO30Ss.

MM = 1708,87 g.mot.

RMN *H (CDCls) : 8 (ppm) 0,83 (d3J = 6,54 Hz, 18H, CH); 1,4 (9,%J = 7,95 Hz, 6H, Chl
Bdu S); 1,59 (m, 3H, CH); 1,88 (s, 9H, OAc); 2,082(3s, 27H, OAc); 2,82 () = 7,85
Hz, 6H, ArSCH); 4,02 (m, 3H, H5); 4,14 (dd3J = 1,91 Hz,2J = 12,52 Hz, 3H, H6); 4,3
(dd, 33 = 4,83 Hz,%J = 12,52 Hz, 3H, H6); 4,82 (s, 6H, ArGH); 5,22-5,33 (m, 9H,
OCH;triazole+H4); 5,4-5,49 (m, 6H, H2+H3); 5,9 {d,= 8,92 Hz, 3H, H1); 7,83 (s, 3H, CH
triazole).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 20,3-20,7 (OAc); 22,3 (G 27,6 (CH); 37,0 (CHP du S);
38,5 (CHS); 61,6 (C6); 64,3 (ArCkD); 67,7 (C4); 70,3 (C2); 72,0 (OGtiazole); 72,8
(C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121,1 (CH triazole):11% (G, CH,); 146,0 (¢’ triazole); 147,1
(CarS); 168,8-170,5 (CO).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(hexylthio)benzene (65e)0n récupére 643 mg du compde (0,37 mmol ; 74%)
sous la forme d’'une poudre blanche.®47 avec AcOEt/CHCI, (4:6). R 123,7-125,4°C.
[a]p?>= -54,8 € 1, CHCL).

Formule brute : €H111NgO30Ss.

MM = 1750,95 g.mot.

RMN *H (CDCls) : & (ppm) 0,87 (t3 = 7,0 Hz, 9H, Ch); 1,25-1,35 (m, 18H, CH: 1,47 (p,
83 = 7,38 Hz, 6H, CHpB du S); 1,89 (s, 9H, OAc); 2,05-2,11 (3s, 27H, OAZY9 (t,%) =
7,28 Hz, 6H, ArSCH); 4,02 (m, 3H, H5); 4,14 (dd>J = 1,75 Hz,2) = 12,53 Hz, 3H, H6);
4,3 (dd,?J = 4,96 Hz,2J = 12,71 Hz, 3H, H6); 4,81 (s, 6H, ArGH); 5,22-5,28 (m, 9H,
OCHtriazole+H4); 5,39-5,53 (m, 6H, H2+H3); 5,9 @,= 8,85 Hz, 3H, H1); 7,83 (s, 3H,
CH triazole).

RMN *3C (CDCIls) : 8 (ppm) 14,1 (CH); 20,2-20,7 (OAc); 22,5 (B,CHs); 28,6-29,6 (CH);
31,4 (CH Bdu S); 38,9 (CkB); 61,6 (C6); 64,2 (ArCHD); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 71,9
(OCHetriazole); 72,8 (C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121CH triazole); 141,1 (&CH,); 146,0
(CV triazole); 147,0 (&S); 168,8-170,5 (CO).
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1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(heptylthio)benzene (65f)On récupére 645 mg du compd@Es (0,37 mmol ; 74%)
sous la forme d’une poudre blancheOB4 avec ACOEY/CHCI, (4:6). R 134,2-136,7°C.
[a]p®=-50,8 € 1, CHCly).
Formule brute : &H;11NgO30Ss.
MM = 1750,95 g.mot.
RMN *H (CDCls) : 5 (ppm) 0,88 (t3J = 6,9 Hz, 9H, CH); 1,25 (m, 24H, Ch); 1,47 (p,*J =
7,54 Hz, 3H, CHB du S); 1,89 (s, 9H, OAc); 2,05-2,11 (3s, 27H, OAY9 (1,°J = 7,3 Hz,
6H, ArSCH); 4,02 (ddd?J = 1,99 Hz2J = 5,27 Hz,%J = 10,17 Hz, 3H, H5); 4,14 (dd’J =
1,95 Hz,2) = 12,54 Hz, 3H, H6"); 4,3 (ddJ = 4,97 Hz2J = 12,63 Hz, 3H, H6); 4,81 (s, 6H,
ArCH,0); 5,22-5,28 (m, 9H, OC#triazole+H4); 5,4-5,53 (m, 6H, H2+H3); 5,9 @,= 8,98
Hz, 3H, H1); 7,83 (s, 3H, CH triazole).
RMN *3C (CDCls) : 8 (ppm) 14,1 (Ei3); 20,2-20,7 (OAc); 22,6 (B,CHs); 28,9-29,7 (CH);
31,7 (CH B du S); 38,9 (CkB); 61,6 (C6); 64,2 (ArCHD); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 71,9
(OCHetriazole); 72,8 (C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121CH triazole); 141,1 (&«CH,); 146,0
(CV triazole); 147,0 (&S); 168,8-170,5 (CO).

288



Partie expérimentale

AcO OAC
AcO'

OA
NNH ¢

”f
-
5 x

OAc
1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(phényléthanethio)benzéne (65g)On récupére 733 mg du compo6ég (0,4
mmol ; 80%) sous la forme d'une poudre blanche.0R4 avec AcOEt/CKCl, (2:8).
P 175,1-176,6°C.d]p>°= -41,2 € 1, CHCl,).

Formule brute : gHggNgO30Ss.

MM = 1810,92 g.mot.

RMN *H (CDCls) : 3 (ppm) 1,84 (s, 9H, OAc); 2,04-2,12 (3s, 27H, OAGB &,%) = 7,31
Hz, 6H, CHPh); 3,13 (t2J = 8,07 Hz, 6H, ArSCh); 3,96 (m, 3H, H5); 4,11 (dd®J = 2,69
Hz, %3 = 12,45 Hz, 3H, H6"); 4,28 (dd) = 5,08 Hz,2J = 12,67 Hz, 3H, H6); 4,73 (s, 6H,
ArCH,0); 5,17 (s, 6H, OCHiriazole); 5,23 (2t2J = 9,87 Hz, 3H, H4); 5,42 (2d) = 6,71 Hz,
6H, H2+H3); 5,84 (2dJ = 9,24 Hz, 3H, H1); 7,1-7,29 (m, 15H, GM 7,65 (s, 3H, CH
triazole).

RMN *3C (CDCls) : & (ppm) 20,2-20,7 (OAc); 35,8 (GB); 39,5 (CHPh); 61,6 (C6), 64,2
(ArCH,0); 67,7 (C4); 70,2 (C2); 72,0 (OGtiazole); 72,8 (C3); 75,0 (C5); 85,6 (C1); 121,1
(CH triazole); 126,4 (CWp Ph); 128,4-128,5 (Ckb,m Ph); 140,4 (& Ph); 141,1
(CarCHy); 145,8 (€ triazole); 147,2 (&S); 168,8-170,5 (CO).

289



Partie expérimentale

AcO OAC

NNH
N~
OAc
QH

1,3,5-tris[1-(2',3',4’,6'-tétra-O-aceétyl-B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-
2,4,6-tris(benzylthio)benzéne (65h)On récupere 733 mg du compa8gh (0,41 mmol ;
82%) sous la forme d’'une poudre blanche. k5 avec AcOEUCEHCI, (1:1). R121,6-
123,9°C. fi]p>= -45,0 € 1, CHCL,).

Formule brute : giHg3NgO30Ss.

MM = 1768,84 g.mot.

RMN®H (CDCls) : & (ppm) 1,77 (s, 9H, OAc); 2,04-2,12 (3s, 27H, OAGR @,%3 = 7,31 Hz,
6H, CH,Ph); 3,93 (s, 6H, ArCkS8); 4,01 (m, 3H, H5); 4,12 (ddf) = 1,93 Hz2J = 12,45 Hz,
3H, H6'); 4,29 (dd2J = 4,84 Hz,2) = 12,62 Hz, 3H, H6); 4,78 (s, 6H, ArGH); 4,96 (s, 6H,
OCHhtriazole); 5,28 (m, 3H, H4); 5,44 (m, 6H, H2+H3)88 (d,J = 9,08 Hz, 3H, H1); 7,03-
7,07 (m, 6H, CH}); 7,22-7,25 (m, 9H, CH); 7,79 (s, 3H, CH triazole).

RMN!3C (CDCl3) : & (ppm) 20,1-20,7 (OAc); 43,1 (SGPh); 61,6 (C6); 64,1 (ArC}D);
.67,7 (C4); 70,2 (C2); 71,4 (OGtiiazole); 72,7 (C3); 75,0 (C5); 85,7 (C1); 121R_H
triazole); 127,2 (Clp Ph); 128,5-129,0 (Ckb,m Ph); 137,7 (§" Ph); 139,9 (G.CH,);
145,8 (C' triazole); 148,5 (&S); 168,8-170,5 (CO).

Les composé66a-h sont obtenus selon la méme procédure que poynthéese du composé
53 mais en utilisant 0,3 mmol du composé 1,3,5-t+{&13',4’,6'-tétra-O-acétylB-D-gluco-
pyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-2,4,6-{i@dkylthio)benzene65a-h correspondant a

la place du composg2.

290



Partie expérimentale

HQ  oH

HO!

H
NNH

OH Y
Ho A/i?f/\/

H//. ,~‘OH

Q OH

o OH
1,3,5-tris[1-([B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(propylylthio)
benzéne (66a).0n récupére 246 mg du compdia (0,22 mmol ; 73%) sous la forme d’'une
poudre blanche. 0,18 avec AcCOEt/MeOHA® (7:2:1). 182,8-184,1°C.d]p*°>= -8,0 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé poursgH71NgO1sSs ([M+2H]?") : 560,7034; trouvé 560,7033.
Formule brute : GsHggNoO18Ss.
MM = 1120,27 g.mot.
RMN *H (DMSO) : & (ppm) 0,90 (t3J = 7,4 Hz, 9H, CH); 1,45 (six,%J = 7,23 Hz, 6H, Chl
Bdu S); 2,79 (t,3J = 7,28 Hz, 6H, ArSChH); 3,23 (m, 3H, H4); 3,37-3,48 (m, 9H,
H3+H5+H6"); 3,66-3,77 (m, 6H, H2+H6); 4,63 @) = 7,5 Hz, 3H, CHOH); 4,69 (s, 6H,
ArCH,0); 5,18 (d,*J = 5,36 Hz, 3H, OH); 5,19 (s, 6H, OGiHazole); 5,3 (d>J = 4,81 Hz,
3H, OH); 5,37 (d3J = 6,06 Hz, 3H, OH); 5,53 (dJ = 9,23 Hz, 3H, H1); 8,27 (s, 3H, CH
triazole).
RMN '3C (DMSO): & (ppm) 13,8 (CH); 22,9 (GH,CHs); 39,0 (CHS); 61,6 (C6); 64,2
(ArCH0); 70,0 (C4); 71,8 (OCHiriazole); 72,5 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3); 87,9JC123,6
(CH triazole); 140,4 (&CH,); 144,1 (¢ triazole); 147,3 (&S).
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(butylylthio)
benzéene (66b)On récupere 289 mg du compd@b (0,25 mmol ; 83%) sous la forme d’'une
poudre blanche. 0,4 avec AcCOEt/MeOH/$D (7:2:1). P184,3-186,0°C.d]p°= -8,4 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé pourgH;7/NgO1sSs ([M+2H]?") : 581,7269; trouvé 581,7275.
Formule brute : ¢gH7sNgO;5Ss.
MM = 1162,35 g.mot.
RMN 'H (DMSO) : & (ppm) 0,82 (133 = 7,03 Hz, 9H, Ch); 1,26-1,41 (m, 12H, Ch: 2,81
(t, °J = 6,91 Hz, 6H, ArSCh); 3,22 (m, 3H, H4); 3,37-3,46 (m, 9H, H3+H5+H63)67-3,79
(m, 6H, H2+H6); 4,63 (t2J = 5,09 Hz, 3H, CHOH); 4,69 (s, 6H, ArCkD); 5,19 (s, 9H,
OCH;triazole+OH); 5,31 (d®J = 4,49 Hz, 3H, OH); 5,36 (dJ = 5,96 Hz, 3H, OH); 5,53 (d,
3)=9,2 Hz, 3H, H1); 8,25 (s, 3H, CH triazole).
RMN *3C (DMSO0) : & (ppm) 14,1 (CH); 21,9 ((H.CHs); 31,7 (CH B du S); 38,0 (CHS);
61,2 (C6); 64,2 (ArCkHD); 70,0 (C4); 71,8 (OCHiriazole); 72,6 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3);
87,9 (C1); 123,5 (CH triazole); 140,44CH,); 144,1 (¢’ triazole); 147,3 (&S).
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(pentylylthio)
benzene (66¢)On récupere 346 mg du compdiie (0,287 mmol ; 96%) sous la forme d’'une
poudre blanche. 0,46 avec AcCOEt/MeOHAD (7:2:1). R187,8-189,3°C.d]p*°= -7,7 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé pours@ssNgO1sSs ([M+2H]?") : 602,7504; trouvé 602,7506.
Formule brute : €HgiNgO15Ss.

MM = 1204,43 g.mot.

RMN 'H (DMSO) : & (ppm) 0,82 (3] = 6,96 Hz, 9H, Ch); 1,18-1,25 (m, 12H, CH); 1,42
(m, 6H, CH B du S); 2,79 (t3J = 7,24 Hz, 6H, ArSCH); 3,19-3,26 (m, 3H, H4); 3,34-3,45
(m, 9H, H3+H5+H6'); 3,66-3,78 (M, 6H, H2+H6); 4,623 = 5,56 Hz, 3H, ChDH); 4,68
(s, 6H, ArCHO); 5,18 (2s, 9H, OC}triazole+OH); 5,31 (dJ = 4,67 Hz, 3H, OH); 5,36 (d,
83=6,03 Hz, 3H, OH); 5,53 (dJ = 9,23 Hz, 3H, H1); 8,23 (s, 3H, CH triazole).

RMN *3C (DMSO): & (ppm) 14,3 (CH); 22,2 ((H.CHs); 29,2 (CH); 30,9 (CH B du S);
38,2 (CHS); 61,2 (C6); 64,2 (ArCHD); 70,0 (C4); 71,8 (OCHriazole); 72,6 (C2); 77,4
(C5); 80,4 (C3); 87,9 (C1); 123,5 (CH triazole) 01t (C,CHy); 144,1 (C' triazole); 147,3
(CarS).
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(isopentylylthio)
benzene (66d).On récupéere 334 mg du compaded (0,277 mmol ; 92%) sous la forme
d’une poudre blanche.;R,44 avec AcCOEt/MeOHA® (7:2:1). P195,2-196,7°C.d]p> = -
7,7 € 1, MeOH). HRMS (ESI+) calculé pours{BlgsNgO1sSs ([M+2H]?") 602,7504; trouvé
602,7515.
Formule brute : §HgiNgO18Ss.
MM = 1204,43 g.mot.
RMN *H (DMSO) : & (ppm) 0,8 (d2J = 6,57 Hz, 9H, CH); 1,27-1,36 (g, 6H, CkB du S);
1,56 (m, 3H, CH); 2,81 (£J = 7,77 Hz, 6H, ArSCh); 3,17-3,24 (m, 3H, H4); 3,34-3,45 (m,
9H, H3+H5+H6"); 3,66-3,76 (M, 6H, H2+H6); 4,62 {f, = 5,65 Hz, 3H, CLHOH); 4,69 (s,
6H, ArCH,0); 5,18 (2s, 9H, OC}triazole+OH); 5,31 (d*J = 4,78 Hz, 3H, OH); 5,36 (dJ
= 6,09 Hz, 3H, OH); 5,53 (d) = 9,23 Hz, 3H, H1); 8,23 (s, 3H, CH triazole).
RMN *3C (DMSO) : & (ppm) 22,6 (CH); 27,5 (GH); 36,4 (CH B du S); 38,6 (CkS); 61,3
(C6); 64,2 (ArCHO); 70,0 (C4); 71,8 (OCHiriazole); 72,6 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3); 87,9
(C1); 123,5 (CH triazole); 140,4 4CH,); 144,0 (¢’ triazole); 147,3 (&S).
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxyméthyl]-24,6-tris(hexylylthio)
benzene (66e)On récupere 347 mg du compdiie (0,278 mmol ; 93%) sous la forme d’'une
poudre blanche. 0,46 avec AcCOEt/MeOHAD (7:2:1). P186,8-188,1°C.d]p*°=-8,2 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé pours@sgNgO1sSs ([M+2H]?") : 623,7738; trouvé 623,7739
Formule brute : €&Hg7NgO15Ss.

MM = 1246,51 g.mot.

RMN 'H (DMSO) : & (ppm) 0,82 (3] = 6,96 Hz, 9H, Ch); 1,18-1,25 (m, 12H, CH); 1,42
(m, 6H, CH B du S); 2,79 (t3] = 7,24 Hz, 6H, ArSCh); 3,19-3,26 (m, 3H, H4); 3,34-3,45
(m, 9H, H3+H5+H6'); 3,66-3,78 (M, 6H, H2+H6); 4,623 = 5,56 Hz, 3H, ChDH); 4,68
(s, 6H, ArCHO); 5,18 (2s, 9H, OC}triazole+OH); 5,31 (dJ = 4,67 Hz, 3H, OH); 5,36 (d,
83=6,03 Hz, 3H, OH); 5,53 (dJ = 9,23 Hz, 3H, H1); 8,23 (s, 3H, CH triazole).

RMN *3C (DMSO): & (ppm) 14,3 (CH); 22,2 ((H.CHs); 29,2 (CH); 30,9 (CH B du S);
38,2 (CHS); 61,2 (C6); 64,2 (ArCHD); 70,0 (C4); 71,8 (OCHriazole); 72,6 (C2); 77,4
(C5); 80,4 (C3); 87,9 (C1); 123,5 (CH triazole) 01t (C,CHy); 144,1 (C' triazole); 147,3
(CarS).
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Partie expérimentale
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(heptylylthio)
benzene (66f)On récupére 341 mg du compd (0,264 mmol ; 88%) sous la forme d’'une
poudre blanche. /0,53 avec AcCOEt/MeOHA® (7:2:1). 183,0-184,7°C.d]p>°= -7,4 € 1,
MeOH). HRMS (ESI+) calculé pours@esNgO1sSs ([M+2H]?") : 644,7973; trouvé 644,7978
Formule brute : &Hg3NgO;5Ss.
MM = 1288,59 g.mot.
RMN 'H (DMSO) : 5 (ppm) 0,85 (33 = 6,95 Hz, 9H, Ch); 1,22-1,41 (m, 30H, CH; 2,79
(t,%J = 6,77 Hz, 6H, ArSCH); 3,17-3,27 (m, 3H, H4); 3,36-3,45 (m, 9H, H3+H%H 3,67-
3,76 (m, 6H, H2+H6); 4,62 (£J = 5,54 Hz, 3H, CLDOH); 4,68 (s, 6H, ArChD); 5,17 (2s,
9H, OCHptriazole+OH); 5,3 (d*J = 4,73 Hz, 3H, OH); 5,35 (dJ = 6,06 Hz, 3H, OH); 5,53
(d, %= 9,21 Hz, 3H, H1); 8,24 (s, 3H, CH triazole).
RMN 13C (DMSO): & (ppm) 14,4 (CH); 22,5 ((H,CHs); 28,7-31,6 (Ch)); 38,3 (CHS);
61,3 (C6); 64,2 (ArCkED); 70,0 (C4); 71,7 (OCHiriazole); 72,6 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3);
87,9 (C1); 123,5 (CH triazole); 140,34CH,); 144,0 (¢’ triazole); 147,2 (&S).
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Partie expérimentale
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(phényléthane
thio)benzene (66g)On récupéere 352 mg du compdiy (0,269 mmol ; 90%) sous la forme
d’une poudre blanche.;R,25 avec AcCOEt/MeOHA® (7:2:1). P201,6-202,3°C.d]p> =

9,0 € 1, MeOH). HRMS (ESI+) calculé poursEl;7/NgO1sSs ([M+2H]?") : 653,7269; trouvé
653,7284.

Formule brute : ggH75NgO18Ss.

MM = 1306,48 g.mot.

RMN *H (DMSO) : & (ppm) 2,74 (3] = 7,37 Hz, 6H, CbPh); 3,11 (t°J = 7,51 Hz, 6H,
ArSCH,); 3,25 (m, 3H, H4); 3,37-3,47 (m, 9H, H3+H5+H&)67-3,8 (m, 6H, H2+H6); 4,59
(s, 6H, ArCHO); 4,65 (1,3 = 5,55 Hz, 3H, CHOH); 5,05 (s, 6H, OCHiriazole); 5,2 (dJ =
5,32 Hz, 3H, OH); 5,33 (d) = 4,58 Hz, 3H, OH); 5,39 (d) = 6,03 Hz, 3H, OH); 5,53 (d)
=9,22 Hz, 3H, H1); 7,14-7,27 (m, 15H, &M 8,13 (s, 3H, CH triazole).

RMN *3C (DMSO): & (ppm) 35,6 (CHPh); 39,4 (CHS); 61,2 (C6); 63,6 (ArCyD); 69,7
(C4); 71,7 (OCHtriazole); 72,9 (C2); 77,4 (C5); 80,0 (C3); 88,41JC123,4 (CH triazole);
126,2 (CH.p Ph); 128,4-128,6 (Ckb,m Ph); 140,5 (&" Ph); 140,9 (&CH,); 144,7 (¢’
triazole); 147,3 (&S).
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Partie expérimentale
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1,3,5-tris[1-(B-D-glucopyranosyl)-1,2,3-triazole-4-yloxymeéthyl]-24,6-tris(benzylthio)
benzeéne (66h).On récupéere 356 mg du compadeh (0,282 mmol ; 94%) sous la forme
d’une poudre blanche.;R,28 avec AcCOEt/MeOHA® (7:2:1). P200,8-201,7°C.d]p* =
9,4 € 1, MeOH). HRMS (ESI+) calculé poursf;1NgO1sSs ([M+2H]?") : 632,7034; trouvé
632,7031.
Formule brute : 6HggNgO18Ss.
MM = 1264,4 g.mof-
RMN H (DMSO) : & (ppm) 3,24 (m, 3H, H4); 3,35-3,47 (m, 9H, H3+H5+HE&)67-3,78
(m, 6H, H2+H6); 3,95 (s, 6H, SGAh); 4,65 (s, 6H, ArCkD); 4,87 (s, 6H, OCHiriazole);
5,19 (d,%J = 5,34 Hz, 3H, OH); 5,31 (d) = 4,98 Hz, 3H, OH); 5,4 (¢J = 6,02 Hz, 3H,
OH); 5,55 (d3J = 9,21 Hz, 3H, H1); 7,09-7,11 (m, 6H, G} 7,23-7,28 (m, 9H, CK); 8,28
(s, 3H, CH triazole).
RMN 13C (DMSO): & (ppm) 42,5 (SChPh); 61,2 (C6); 64,1 (ArC¥D); 70,0 (C4); 71,3
(OCHutriazole); 72,5 (C2); 77,4 (C5); 80,4 (C3); 87,91JC123,8 (CH triazole); 127,5
(CHap Ph); 128,9-129,4 (Ckb,m Ph); 138,0 (§" Ph); 139,3 (GCH,); 144,0 (¢’
triazole); 148,5 (&S).
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ANNEXE 1
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Spectre RMNH du triester hémifluoré dans le CDGl

Spectre RMN™C du triester hémifluoré dans le CDG
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ANNEXE 2

""" 's'v'e'sh'a'z'l
Spectre RMNH du tripode66a (C3Glu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
|
-
B

Spectre RMNH du tripode66b (C4Glu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
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Spectre RMN'H du tripode66c¢ (C5GIu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
(
- f
A . L

Spectre RMN'H du tripode66d (iC5GIu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
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Spectre RMN'H du tripode66e (C6Glu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
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Spectre RMN'H du tripode66f (C7Glu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
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Spectre RMNH du tripode66g (PhC2Glu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.

Spectre RMNH du tripode66h (BnGlu3) solubilisé dans le DMSO deutéré.
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Résumeé

Ce manuscrit décrit la synthése et I'étude physhimique de tensioactifs innovants utilisés
comme outils biochimiques pour le maintien et iatatlisation de protéines membranaires en
solution aqueuse. Un premier chapitre présenteni@gens techniques actuels a disposition
pour la manipulation et I'étude des protéines memaires ainsi que les problemes rencontrés
concernant leur inactivation et les alternativesigltes. Une seconde partie décrit la synthése
d’un lipide hémifluoré possédant un ligand métakigspécifique, qui a été utilisé pour la
formation d’un film de Langmuir. Les propriétés film lipidique (stabilité et fluidité) ont été
étudiées et des essais de cristallisation 2D stuieaooncept interfacial ont été réalisés sur
une protéine recombinante SUR1 « his tag » sofidglidans des micelles de détergents
hydrocarbonés. Le troisieme chapitre aborde laonot’amphiphilie faciale et décrit la
synthése de tensioactifs glucosidiques par « diokmistry » basés sur corps aromatique
central. La persubsitution sélective de tétes Iphites sur les positions 1,3,5 et de parties
hydrophobes sur les positions 2,4,6 apporte unehiguhiie aux molécules via une
ségrégation faciale. Enfin, le dernier chapitre a&tlié a I'étude du comportement et des
propriétés physico-chimiques des tripodes amphéphificiaux en solution aqueuse grace a
différentes techniques : tensiométrie, diffusiodalkimiére, CPLH,...

Mots clés : protéine membranaire, tensioactif hierore, amphiphile facial, click chemistry,
cristallisation 2D, tensiométrie, aromatique pessitié.

Abstract

This thesis deals with the synthesis and the pbydiemical study of new surfactants used as
tools for holding membrane proteins in aqueous medi first part presents the existing
methods that allow the manipulation of the membrpreeins and describes the current
issues encountered which lead to its denaturatiora second chapter, the synthesis of a
hemifluorinated lipid with a specific ligand is gented in order to form a film of Langmuir.
The stability and fluidity of the monolayer lipi¢ imonitored and used in experiments of
cristallisation 2D following the interfacial condepn the recombinant membrane protein
SUR1 «his tag » keep soluble in water with hydrbcaated detergents. The third part
defines the term associated to facial amphiphilel g@nesents a synthesis by «click
chemistry » of glucosidic surfactants with an artmeore persubstitued. The alternated and
selective substitution on 1,3,5 and 2,4,6 positiofisthe aromatic ring by respectively
hydrophilic heads and hydrophobic tails inducesaeial segregation. The last chapter
concerns the study of facial amphiphiles behaviod &s physico-chemical properties in
aqueous solution by using several methods : teretigmdynamic diffusion light scattering,
HPLC,...

Key words: membrane protein, hemifluorinated sueat, facial amphiphile, click
chemistry, crystallisation 2D, tensiometry, arom@iersubstitued
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