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Introduction géenerale






Les assemblages supramoléculaires sont des objetitaés d’unités moléculaires liées entre
elles par des liaisons non covalentes. On retr@egesystemes partout dans la nature ou ils

sont impliqués dans de nombreuses fonctions bigles.

La faible énergie des liaisons unissant les unitésces assemblages leur confere une
réversibilité qui permet un contréle de leur forioatsous I'action de stimuli externes comme

dans le cas de la formation des complexes enzyoestiqu des filaments d’actine.

La principale caractéristique de ces systemes eésaohs le lien entre leur fonction et leur
architecture. En effet, leur fonction dépend de knchitecture qui est elle-méme controlée
par la nature de l'unité monomere qui la composecantrble de la structure de cette unité

monomere est donc d’'une grande importance podotesions visées par ces assemblages.

Dans la nature, on trouve comme exemple de cedgssemblages la double hélice d’ADN
qui présente un premier niveau d'organisation tonble est primordial dans le stockage de
I'information génétiqueRigure 1-a).

a b R
) ADN ) Collagéne
Triple hélice de chainesa
1€ niveau »_//H :\\
f,..f/AEhaine adecollagene
J 0/‘_' _'u - q‘t
a WR -
i Ay % ‘xN
% Paires de (o sm— —
(] bases EEEEEmEEET] Miorofibrille 1" niveau
_— ]
ERER Loy TR |
J . .
Phosphate désoxyribose ; Fibrille 2¢ niveau
Fibre 3¢ niveau

Figure 1: Exemples de structures d’assemblages supramoléesilbiérarchiques de nature
biologique.a) Double hélice d’ADN ) fibres de collagéne (figure adaptée de la tf.

On peut également citer 'exemple des fibres ddagéehe qui présentent une structure
supramoléculaire hiérarchique plus complexe corapor niveaux d'organisatibifFigure

1-b). Le premier niveau est constitué de triples leélide chaines de collagene assemblées en
microfibrilles. Ces microfibrilles s’associent eitsuen fibrilles qui constituent le deuxieme

niveau d’organisation. Un troisieme niveau est léngent formé par I'association de ces
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fibrilles en fibres qui apportent aux cellules gespriétés de résistance mécanique. Ainsi, la
fonction finale de ces fibres est contrblée parptemier niveau d’assemblage de ces

macromolécules.

Dans le domaine des assemblages supramoléculgmésesques, un des objectifs est de
s’inspirer des structures existant dans la natusar gformer de facon réversible des
macromolécules dont les fonctions spécifiquesgedeljue la vectorisation de molécules
active$ ou la gélification de miliet) sont contrdlables & I'échelle du monomeére. Leixcho
d’'une brique moléculaire adaptée doit ainsi corgjuiria le processus de formation des
différents niveaux d’assemblage, a I'élaboraticun@’ structure hiérarchique bien définie afin
de permettre la fonction visée. Par ailleurs, uangage des systemes synthétiques est de
permettre d’accéder a une large gamme de fonctieng grande modularité de la structure
du monomere composant le premier niveau d’assemplagntrairement aux systemes
biologiques, dans lesquels le nombre de monomereEssibles est limité, comme c’est le cas
pour les bases azotées de 'ADN ou les acides ancimgstituant les protéines.

Il existe un grand intérét pour les structures drighiques fibrillaires dont les propriétés
meécaniques, de support rigide ou de gélificatioh des applications dans des domaines
variés. De nombreux assemblages synthétiquesldibed ont donc été développés a I'état
solidé’, en solvant organiqdet en milieu aqueux tels que les organdyeisis le diamétre
de ces fibres n'est jamais contrdlé aussi finergeatdans le cas des systémes biologiques
Nous nous sommes plus particulierement intéressémibeu aqueux pour les possibilités
d’applications qu'il ouvre dans le domaine biométli®Or dans ce milieu, il n’existe, a ce
jour, aucun systéme synthétique permettant la fibomad'assemblages hiérarchiques
fibrillaires, ayant un diametre monodisperse et wiaucture modulable a I'échelle

moléculaire.

L’objectif de ce projet est donc de développer boge a outils moléculaires permettant la
formation en milieu aqueux de systémes de ce tgpejulables a I'échelle moléculaire
(Figure 2). Pour y parvenir, il est nécessaire de disposer shonomére soluble dans l'eau et
sélectivement fonctionnalisable de maniére a pouactéder a des structures hiérarchiques

modulables.



) N 2 -
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Figure 2: Schéma de boite a outils moléculaires permettanformation de polymeres

supramoléculaires puis d’assemblages hiérarchidileglaires.

Pour I'édification de polymeres supramoléculairdSKl) ayant des structures modulables et
solubles dans I'eau, nous avons choisi les cycloihes (CDs) comme brique moléculaire.

Ces oligosaccharides cycliques sont de bons caisdida ils sont solubles dans l'eau et ils
présentent la propriété intéressante de pouvomdordes complexes hoéte/invité avec des

molécules hydrophobeFi@ure 3).

Ej @
Figure 3: Schéma de I'équilibre de formation d’'un comple&tehinvité

Cette propriété sera utilisée pour le développendentnonomeres, fonctionnalisés par un
groupement invité hydrophobe, pouvant s'auto-astemgmus forme de PSM dans I'8au
Ensuite, le savoir-faire en fonctionnalisation stle de I'équipe Glycochimie Organique
Biologique et Supramoléculaire (GOB$) pourra permettre d'intégrer une deuxiéme
fonctionnalité a la structure de ces monomeres, @ donner a ces fibres la capacité de

former des assemblages hiérarchiques de formesegari

Le choix du monomeére bifonctionnalisé est crucialipl’élaboration de PSM hiérarchiques
de structure contrélée. Dans ce cadre, un étatadedes monoméres de CDs ayant été
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élaborés pour la formation de PSM sera présenté apremier chapitre de ce manuscrit.
Cette revue bibliographique permettra de mettreéeidence les parameétres structuraux

importants pour la formation de PSM solubles enemiaqueux.

Le nature dynamique des PSM peut rendre difficéer | caractérisation. Une bonne

connaissance des avantages et inconvénients desgiees de caractérisation utilisées dans
ce domaine est donc nécessaire afin de faire uix cleotechniques d’analyses appropriées.
Dans ce but, la description du principe, de l'iétést des limites des principales techniques de

caractérisation employées pour I'analyse des PSMDRkefera I'objet du deuxiéme chapitre.

Une fois I'ensemble de ces informations recueilliestroisieme chapitre de ce manuscrit
décrira les différentes étapes de I'élaboratio8& de CDs. La premiére étape consistera a
mettre en évidence, a l'aide de diverses technigiescaractérisation, des partenaires
hote/invité ayant une forte association. Les réssiltie cette étude permettront la conception
de monomeres bifonctionnalisés susceptibles detos@sembler. Le comportement en
solution de ces monomeres bifonctionnalisés aing ks conditions physico-chimiques

permettant de favoriser la formation de PSM seeosuite étudiés.

Une fois ces monomeres caractérisés, ils pourrmatiement nous servir de base pour
I'élaboration de PSM hiérarchiques formés par attons secondaires a l'aide de la
fonctionnalité additionnelle présente sur ces matres Cette étude fera ainsi I'objet du

quatrieme et dernier chapitre de ce manuscrit.

A l'issue de ce projet, le contrdle et la modukades structures hiérarchiques formées a base
des monomeres élaborés nous aideront a comprenammaitriser les mécanismes mis en jeu

lors de la formation d’assemblages hiérarchiques.
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Chapitre 1 :

Etat de I'art sur les polymeres

supramoléculaires de cyclodextrines
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|- Les Cyclodextrines

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosacchar@etiques constitués d’'unitésodl,4D-
glucopyranose. Elles sont produites lors de la abthgion de I'amidon par la
glycosyltransferase, une enzyme, qui permet laisatebn des unités de glucose via la
formation de liaisons--1,4. Ces molécules possédent la propriété decgmssde facon non
covalente et réversible avec des molécules hydimgshopour former des complexes
d’inclusion héte/invité. Cette propriété leur vadiétre utilisées dans de nombreuses
application$?. Elles sont également connues sous les noms deingdexle Schardinger,

cycloamylose, cyclomaltose ou cycloglucane.

Les CDs ont été pour la premiére fois décrites@9iIpar A. Villier$ et étudiées en 1904, F.
Schardingél®. Leur purification et la caractérisation de leprspriétés physico-chimiques
ont été réalisées dans les années 1950 par lgseéqie D. Frenéret F. Cramér Le groupe

de F. Cramer s’est par la suite focalisé sur I'éta@ leurs proprietés de complexation.
L’intérét grandissant pour ces molécules et lepacdé a former des complexes hote/invité a
ensuite donné lieu a de nombreuses publicationsegéts.

A-Généralités
1- Structure et Nomenclature

Trois types majoritaires de CDs ont été isoléeesHlifferent par le nombre d’unités glucose
qui les composent. k:cyclodextrine ¢-CD), la plus petite d’entre elles, comporte 6 ésit
glucose. Lg-cyclodextrine §-CD) et lay-cyclodextrine {-CD) comportent respectivement 7
et 8 unités glucoserijgure 1). P. R. Sundararajan et®bnt montré que la formation d’un
cycle constitué de moins de 6 unités glucose éé&gvorable du fait de la forte contrainte qui
s’exercerait sur les cycles. L’élaboration d'une €bBmportant 5 cycles est néanmoins
possible par voie synthétiqueDes CDs constituées de plus de 8 unités glucristent
également mais elles font I'objet d’un intérét ndsim car leurs propriétés de complexation

sont moins importantes.
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0.79nm

Nombre d’unités

1-4a-D-glucopyranose

Figurel: Dimensions des, S ety-CDs.

Les CDs ont la forme d’'un cbne tronqué constitutnidés glucose en conformation chaise
“C.. Les carbones de chaque unité sont numérotésalé &n commencant par le carbone
anomérique. Les alcools portés par lgs@nt les plus accessibles mais les moins acidss. L
alcools en @ sont les plus acides et ceux portés par kesddt les moins accessibles. Les
unités glucose qui constituent la CD sont nommeéeA d F, dans le cas dedCD, ou de A a

G, dans celui de I8-CD, dans le sens de la liaisonl,4 et en partant de l'unité la plus
substituée. Les alcools primaires portés par lésooes G et les alcools secondaires portés
par les carbones,CC; pointent chacun vers les cols appelés respectiveow primaire et

col secondaire de la CIFigure 2).

Col primaire

Col secondaire

Figure 2 : Nomenclature des CDs.
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2- Propriétés générales des CDs natives

Des études par RMN, FTIR et ORD ont montré quetdarmation des CDs en solution était

similaire & celle adoptée sous forme cristaffine

L’intérieur de la cavité des CDs est tapissé dafrdgenes portés par les carbongeCG
ainsi que des oxygénes impliqués dans les liaisehgl ce qui lui conferent un caractéere
hydrophobe. Les alcools des unités glucose pointerd I'extérieur et constituent ainsi 2
couronnes d’alcools qui conférent un caracteredpfute a I'extérieur de la molécule.

Du fait de leur mobilité, les alcools primaires uésnt le diametre externe effectif du col
primaire. Les alcools secondaires ont quant a eexposition fixe a cause de I'établissement
de liaisons hydrogene entre les alcools porté€pat G de chaque unité. Dans le cas de I’
CD, la présence d’'une contrainte sur le cycle deéDainduit une torsion des unités glucose
qui ne permet la formation que de 4 liaisons hydnegsur les 6 possibles. Cela conduit a une
bonne solubilité de cette molécule car elle peablét des liaisons hydrogéne avec les
molécules d’eau environnantes. Par ailleurs, dudaicette torsion du cycle, les molécules
d’eau incluses dans la cavité établissent dehaifiydrogene de faible énergie ce qui rend
leur libération vers I'extérieur enthalpiquemenvdeablé’. La conformation réguliére du
cycle de 1a3-CD permet la formation de la totalité des liaisbygrogéne du col secondaire.
Cette couronne de liaisons hydrogene conferefad® une conformation plus rigide et est
probablement responsable de sa moins bonne stdubidimparée aux autres CDs. }-&D
possede au contraire une structure tres flexibdstedinsi plus soluble que les 2 autres CDs.
A l'état solide, les CDs peuvent adopter 3 typearrdngement$ (Figure 3) qui sont
'arrangement de type colonne, dans lequel les g8s/ent étre empilées soit en «téte a
téte » soit en « téte a queue » de sorte que l@@EaomMmuniquent et les arrangements de

types cage et couche au sein desquels chaque eavigdlée.

Type colonne Type cage Type couche

ke oo

X4 I AD

Figure3: Arrangement cristallin des cyclodextrifiés
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Une méme CD peut adopter différents types d’arnawege cristallin en fonction de son degré
d’hydratation et donc du mode de préparation dehBatillon solide. En effet, bien que

n'étant pas hygroscopiques, sous forme cristallieag, CDs peuvent former des hydrates
stables avec les molécules d’eau qu’elles ont peg@@ cours du processus de cristallisation.
Le cristal formé est stabilisé par des liaisonsrbgdne intermoléculaires. Une structure

amorphe est formée si I'eau est totalement réfirée

De nombreuses propriétés physico-chimiques des @Msété déterminées. Elles sont

résumées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques des CDs.

a-CD B-CD vy-CD Réf.

Masse molaire (g/mol) 972 1135 1297 12
Volume approximatif de la cavité (A% 174 262 472 12
Nombre de molécules d’HO incluses 6-7 11-12 7-13 12
%m/m d’eau de cristallisation 10.2 13.2-14.5 8.13717 12
pKa & 25°C 12.33 12.20 12.08 12
Solubilité dans I'eau & 25°C (mM) 149 16.3 178.9 12
Viscosité relative a 25°C 1.0162 1.0195 o
(Concentration en mM) (10.51) (20)

Coefficient de diffusion & 25°C dans KD (m2/s)  3.52x10°  3.21x10™ 14
(Concentration en mM) (c—0) (c—0)

Coefficient de diffusion & 25°C dans BD (mz2/s) 2.9x10% 2.17x10%° 2.1x10% =
(Concentration en mM) (1) (1) (2)

Moment dipolaire sous forme cristalline (D) 7.6 -20.5 14 - 20.9 23 16

(8" sur col primaire e sur col secondaire)

Moment dipolaire en solution (D) 9.4-96 29-37 i
[a]p & 25°C 150 + 0.5 162.5+05 177.4+05 *?
Température de dégradation (°C) A partir de 200°C 12
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B-Propriétés de complexation des CDs

L’intérét porté aux CDs est dU a leur capacitérintr des complexes d’inclusion héte/invité
avec une large gamme de composés hydrophobes. [@etigété est largement exploitée
dans différents domaines(pharmaceutique, alimentaire, etc.) afin de pemmela
solubilisation de molécules organiques en miliegueax.

La formation des complexes hoéte/invité se produitneilieu aqueux sous linfluence de
différentes forces motrices dont I'importance dépde la nature de la CD, de I'invité et du
milieu environnarf. Afin de mieux comprendre les paramétres impliquims la
stabilisation des complexes hoéte/invité, nous allaans cette partie, passer en revue les
différentes interactions susceptibles d’intervetors de la formation d'un complexe

hoéte/invité.

1- L’effet hydrophobe

L’inclusion d’'une molécule invitée dans une moléchbte est principalement stabilisée par
effet hydrophobe. En effet, les interactions etarsurface hydrophobe de la molécule invitée
et les molécules d’eau ne sont pas favorables deentfie celles des molécules d’eau au
contact de la cavité hydrophobe de la CD. Ces dgp&s d’interactions vont donc étre
remplacés, via l'effet hydrophobe, par la formatidlun complexe hbéte/invité et par
I'établissement de liaisons hydrogéne eau/eau theymamiquement plus favorabldsdure

4).

v
,’.v's,’ .8 $ .8 5 S 5 o
) v » >
PN . $ % 4 ol

o + » ) —— o
» »
9 » » e I 9 »
$ o8 °, s EPOR s

Figure4 : Formation des complexes CD/invite.

De plus, lors de I'inclusion, la plus ou moins beradéquation entre la taille de la cavité et la
forme de linvité constitue un parametre qui inflge la stabilité du complexe. Bertrand et
al.*® ont montré qu’en général la formation de complaxec un phénol substitué est, d’une

part, plus exothermique avec lesCDs qu’'avec le$-CDs et, d’autre part, entropiqguement
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plus favorable avec IgsCDs qu’avec les-CDs. Cela est cohérent avec le fait que la tddle
la cavité desi-CDs permet une meilleure interaction de I'invitéisnpeu de degrés de liberté
tandis que les complexes avec fe€Ds ont une énergie de liaison moindre car latéaast

plus large mais permettent a I'invité d’avoir plles degrés de liberté lors de I'interaction.

Il a dans un premier temps été affirmé que la ale force motrice de I'association était la
libération des molécules d’eau situées dans laé&awi moment de I'inclusion qui permettait
un gain entropiqui?* associé au un gain enthalpique di a I'inclusieepeéddant, des travaux
plus récents ont montrés que les interactions de des Waals pouvaient également
contribuer de maniére importante a linteraction femction de la polarité de linvité

concerné&.

2- Les interactions de van der Waals

Les CDs natives ont un moment dipolaire orienténd’aharge partielle négativ&)(située

sur le col secondaire vers une charge partiellétipps(s*) située sur le col primaire. En
conséquence, les interactions de van der Waalgalement un rble important dans la
formation de complexes hote/invité. Lors de l'iaigtion de 16-CD avec des dérivés non
chargés du benzeéne, l'orientation de l'invité damscavité se fait de fagon a optimiser
I'interaction dipble/dipble avec la CD, i.e. la parnd’) du dipdle invité se place du c6té du col

primaire de la CD et la parti&') dépasse du coté du col secondair&(Figure 5).
o X &

8 0 —
5 Y &

Figure5: Interaction dipble-dipble entre CD et benzéne biitué.

K. A. Connors et aont également montré le lien entre la polarité mité et la stabilité
des complexes formés avea-ICD. Ils ont constaté que, dans le cas de I'acetebique para
substitué sous forme acide, plus le substituanélestro-attracteur (coefficient de Hammett
(o) élevé), moins l'association est stable car laapid de l'invité diminue et l'interaction

dipble/dipdle est alors défavoriséeableau 2).
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Tableau 2: Coefficient de Hammett) des substituants X de I'acide benzoique. Constant
d’association a 25 °C des complexes entre I'acidiezbique para substitué sous forme acide

et I'a-CD. Valeurs issues de la réf.

c X2 KM
-0.84 NHCH 1301
-0.66 NH, 1341
-0.37 OH 1130
-0.27 OCH; 884
-0.17 CH, 1091
0.00 H 722
0.06 F 504
0.50 CHCO 899
0.66 CN 471
0.78 NG, 350

28X dans : X — GH, — COOH

Cependant, certains auteurs ont constaté uneitdatels complexes invité para substitué/CD
en désaccord avec ces observations. M. V. Rekhaslal?®> ont observé dans le cas de
complexes de #-CD et de Ig3-CD avec des dérivés para substitués de la phdagtime une
stabilisation des complexes qui ne suivait payvdésurs de coefficients de Hammett associés
aux différents substituants. D. Martin Davies e’ @nt également observé cette incohérence
dans le cas de complexes entre@D et des dérivés para substitués de I'acétopleéritn
ont expliqué ces résultats par le fort encombrenstétique du substituant cétone qui

entrainerait une position non optimale de I'invdans la cavité.

La valeur des coefficients de Hammett peut dore @tise en compte pour prédire la stabilité
d’'un complexe hote/invité. Cependant, son util@ate peut pas étre généralisée car d’'autres
parameétres doivent étre évalués tels que la tailléa forme du substituant de I'invité. De
plus, une estimation de l'orientation de linvitd'@de de ces parametres est valable dans le
cas de l-CD car un invité aromatique ne peut adopter quiombre limité de positions dans
la cavité de li-CD. Dans le cas des complexes aveg-@D, ce nombre de positions est plus
important du fait de la taille plus grande de lait®ace qui augmente le type d’interactions
pouvant étre impliquées dans la complexation ed retus difficile la prédiction de

I'orientation de l'invité permettant une stabiligat optimale du complexe.
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3- Les interactions électrostatiques

La présence de charges sur la CD et/ou linvitégaleinent un impact sur l'interaction
hote/invité. Dans le cas ou la CD et I'invité sohargeés, il a été montré que le complexe était
stabilisé par des liaisons électrostatiques siléesx partenaires portent des charges de signes
opposés et au contraire moins stable si les chaaygsiu méme sight Dans le cas ol seule

la CD est chargée, l'interaction peut étre stabdlisu déstabilisée en fonction de la nature du
groupement charg§é Y. Zheng et af® ont observé la formation d’un complexe plus stahie
kaempférol 4-O-glucoside avec [RCD-sulfobutyléther (SBB-CD) qu’avec uneB-CD
méthylée. lls ont expliqué la stabilité plus impmte du complexe SBE-CD/invité par
l'intervention d’interactions électrostatiques enlies groupements hydroxyles du kaempférol

4-0-glucoside et le substituant anionique de la(EQure 6).

SBE$-CD kaempférol 4-O-glucoside
(o} o}
OH
HO o O II\
HO' OH
() L
OH
OH [¢]

Figure6: Structure de lg-CD-sulfobutyléther (SBB-CD) et du kaempférol 4-O-glucoside.

Cependant, l'effet d’un groupement chargé greffé lsup-CD diminue si la taille de

'espaceur entre ce groupement et la CD augrﬁzente

Dans le cas ou seul I'invité est chargé, sa pélanitis importante le rend plus soluble dans le
milieu aqueux ce qui peut réduire la stabilité dmplexe formé. Cela entraine également une
orientation du substituant chargé vers le col séawa de la cavité a cause de son degré de
solvatation et de la forte énergie qui serait nggies pour le désolvater et le faire traverser la
cavité. De plus, en fonction de la charge de l#@yvil peut y avoir une mauvaise adéquation
du dip6le de linvité par rapport a celui de la @ qui peut d’autant plus défavoriser
l'interaction. Ainsi, I'acide benzoique forme unnaplexe stable avecd-CD contrairement a

sa base conjuguée qui a cause de sa charge nepgeworienter de facon a favoriser
l'interaction dipdle/dipdle. Il en résulte une répan entre les charges négatives du benzoate

et la charge partielle négative du dipble de-CD localisées sur le col secondaire qui
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défavorise I'interaction héte/invité®® Cependant, dans le cas de substituants négativeme
chargés mais moins fortement solvatés, tels quétiaphénylporphyrine sulfonate du fait

de leur faible densité de charges cette barrierergétigue peut potentiellement étre

surmontée afin de les faire passer du coté éteolactavité de la CD et orienter le dipole de

l'invité dans un sens favorable par rapport a caéuia CD.

4- Les liaisons hydrogene

La stabilisation du complexe peut également éindoreée par I'interaction d’'un invité non
chargé via des liaisons hydrogéne avec les ala®ll CD. La complexation d’'un invité
aromatique peut donc étre améliorée par l'additium groupe donneur ou accepteur de

liaisons hydrogéne (carboxgfecarbonyle, amines I, Il et fii34.

Il est donc possible d’évaluer la stabilité d’ummmexe héte/invité en prenant en compte pour
chaque partenaire sa charge globale, sa polaitéahihsi que la structure et la nature des

éventuels substituants.

C-Les agrégats non spécifiques de CDs

1- Mise en évidence des agrégats de CDs

Les CDs en solution sont connues pour former desgats non spécifiques d’'une centaine de
nanometres de diametre. Les premiers travaux ayanen évidence la présence d'agrégats
ont été réalisés par K. Miyajima et®allls ont comparé les propriétés en solution@&D et
v-CD a celles de quelques oligosaccharides linéagte®nt observé une variation du
coefficient d'activité des CDs avec la concentratidifferente de celle des molécules
linéaires. lls ont attribué cette différence adarfation de diméres de CDs. Par la suite, A. W.
Coleman et af® ont observé par DLS la présence d’agrégats dedx®wiron 200 nm dans
des solutions de CDs a 25 g/L. lls ont émis I'hjygése que ces agrégats avaient pour origine
les noyaux de nucléation de la forme cristalling @®s. Leurs travaux ont permis de montrer
gue la formation de ces agrégats était liée adepacité a établir des liaisons hydrogene inter
et intra CDs via les alcools. lls ont en effet aliéeune augmentation de la solubilité dgda
CD a pH supérieur &, 12, qui correspond au pKaattEmls situés en e la CO". A pH
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basique, les liaisons hydrogéne intra et inter Glisstructurent les agrégats sont rompues ce
qui permet d’augmenter la solubilité de la CD. Dénme, une meilleure solubilisation defila

CD est observée lors de l'addition dans le mili@undolécules chaotropes qui permettent
d’augmenter la solubilité des molécules hydrophodregiéstructurant le réseau de liaisons

hydrogene de I'eau.

G. Gonzéalez-Gaitano et ¥ .ont quantifié ces agrégats par analyse DLS. ltsadrsi montré
gu’ils étaient présents en quantité faible car lgamrcentage massique était inférieur a 1%.
M. Bonini et al*® ont ensuite montré que la formation de ces agségait proportionnelle a
la concentration de CDs. lls ont déterminé, par BLSLS, une concentration d’agrégation
critique (CAC) de ces assemblages située entre 2et/mM dans le cas deffaCD. lls ont
également étudié leur morphologie par Cryo-MET amcfion de la concentration #eCDs.

lls ont décrit la présence de structures globudagte 6 nm de diameétre a 3 mM puis la
formation de feuillets en plus des structures dlaibes au-dela de 6 mM. Par la suite, K. E.
Geckeler et &l ont montré par RMN, analyses par diffraction dgores X et MET sur des
échantillons de8-CDs de 2 a 10 mM préparés avec des durées diagitallant de 5 & 72
heures que la taille des agrégats augmentait aveanicentration et que leur forme dépendait

de la durée de l'agitation.

La diffusion de la lumiére et la microscopie soas techniques usuelles permettant la mise en
évidence de ces agrégats. Cependant, la préseageights peut également étre détectée a
I'aide de méthodes colligatives telles que I'osmtiaéou la tonométrie (VPO). P. Saokham
et al** ont ainsi développé une méthode de mesure rapidpgsméation membranaire d’'une
concentration gu’ils appellent CAC des agrégatsCilis. Cette donnée correspond a la
concentration a partir de laquelle ils observerg daviation du flux de CDs, a travers leur
membrane, due a la formation d’agrégats. lls ot¢raba 25°C pour d&-CD, lap-CD et lay-

CD les valeurs respectives de 12 mM, 6 mM et 7 mdherentes avec les solubilités des CDs

natives.

La solubilité des différentes CDs est donc lieeadpbssibilité de formation de liaisons
hydrogene intra CDs entre les alcools secondagsxdrbone £et G, ainsi qu’a I'équilibre

de formation des liaisons hydrogene entre CDs &t s molécules d’eau environnantes.
Ces agrégats, bien que minoritaires, peuvent femtda détection des complexes d’inclusion
hote/invité. En effet, dans le cas des mesuresld® Dintensité diffusée est proportionnelle
au diametre des particules a la puissance sixadgégats seront donc préférentiellement

détectés. L'application de conditions permettaé@idiiner ces agrégats devrait permettre de
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s’affranchir d’un tel biais et par la méme occadimiuire une augmentation de I'efficacité de

complexation.

2- Méthodes d’élimination des agrégats de CDs

Plusieurs méthodes ont été développées pour empl@cformation de ces agrégats ou pour
les dissocier. Elles ont été classées en troiggoass : les méthodes chimiques impliquant
une modification de la structure chimique des Cirsdiempécher la formation des agrégats,
les méthodes physico-chimiques impliquant I'ajotadditifs susceptibles de dissocier les
agrégats de CDs et finalement les méthodes physiguaiquant un traitement physique de

I'échantillon afin de séparer ou dissocier les ggte présents.

a. Méthodes chimiques

La B-CD est la CD la plus couramment utilisée mais & soluble des trois types de CDs.
Afin d’augmenter sa solubilité et donc de réduaddrmation d’agrégats, différents dérivés
de B-CDs ont été développés notamment par méthylatiohyoroxyalkylation des alcodfs
(Tableau 3.

Tableau 3 : Propriétés des principales CDs modifiées compaaéesCDs native’s ™

CD substituant n M Solubilité dans 'eau
(g/mol) a 25°C (mM)

a-CD -H - 972 149

B-CD -H - 1135 16

RAME B B-CD méthylée aléatoiremen -CHs 1.8 1312 > 380

DIME B 2,6-diméthyl-CD -CHs 2 1331 428

TriME B 2,3,6-triméthylg-CD -CH; 3 1428 140

HPBCD 2-hydroxypropylg-CD -CH,CHOHCH; 0.65 1400 > 430

SBESCD Sulfobutyléthe3-CD -(CH,)4S0s- 0.9 2163 > 230

n = nombre de substituant moyen par unité 4-D-glucopyranose

En plus de leur solubilité, ces molécules modifiggésentent des propriétés physico-
chimiques différentes de celles des CDs nativeeskint en effet une structure cristalline
amorphe a cause du grand nombre d’isomeres passiBe grand nombre d’isomeres
contribue probablement & leur meilleure solulfffitéCependant, la solubilit¢ des CDs
substituées n’est pas proportionnelle au degréutistisution Tableau 3. En effet, dans le
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cas des CDs méthylées, la solubilité augmente jasdeux tiers des alcools substitués par

unité glucose puis au-dela celle-ci dimiffue

Par ailleurs, la présence de substituants hydrashdevrait favoriser I'interaction avec un
invité hydrophobe en augmentant la surface hydroeli® la cavité. Cependant, la position a
une influence sur la stabilisation du complexe.sfidans le cas d&CD, C. Schdnbeck et
al.** ont observé, par analyses ITC, un effet opposéistaraction suivant que la substitution
était majoritairement sur les alcools Qui pointent vers I'extérieur de la cavité ou tes
alcools en @ qui pointe vers lintérieur. Le degré de subsiiuta également un impact sur
l'interaction hote/invité. Un degré de substitutélevé peut, en effet, entrainer une rupture de
la couronne de liaisons hydrogéne intra CD, ceeguiléstabilisant la conformation de la CD,
peut induire une diminution de l'efficacité de cdexatiori”. Dans le cas ded:CD, K.
Harata et af® ont constaté que cette déstabilisation était coseéee par un gain enthalpique
dd a un meilleur ajustement de la taille de latéapar rapport a un dérivé aromatique. Le

degré de substitution est donc & ajuster en fametiocouple héte/invité étudié

b. Méthodes physico-chimiques

Difféerents additifs peuvent étre ajoutés afin dieegter la solubilité de$-CDs. L'utilisation
d’'une base forte permet d’ioniser les alcools atrdi dissocier les agrégats. A. W. Coleman

et al*®

ont montré une forte diminution de la taille dgségats dg-CDs mesurée par DLS et
une augmentation de la solubilité de 16.3 mM a®B4 quand le pH passe au dessus de 12
(valeur du pKa des alcools situés end@ la C3’). De méme, G. Gonzélez-Gaitano ef?al.
ont observé par DLS cet effet sur I'ensemble des G&lives a 12 mM en présence de NaOH
alM.

Par contre, 'augmentation du pH de facon a iones®alcools et donc a dissocier les agrégats
ne permet pas d'augmenter l'efficacité de compleraten effet, I'ionisation des OH de la
CD détruit les liaisons hydrogéne intramoléculaiges conferent sa rigidité a la CD. Il en
résulte une déstabilisation des complexes attribaéeette destruction de la cavité
hydrophob&. De plus, la couronne d'alcoolates ainsi crééestifre pour un invité

hydrophobe une barriére ionique difficile & framthi

L’efficacité de composés chaotropes comme l'urégaement eté démontrée pour dissocier
les agrégats dp-CDs*®. Cependant une concentration supérieure a 1 Néestssaire pour
avoir un effet significat® %! L’ajout de sels chaotropes tels que NaCl, GadlCa(NQ),
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permet également augmenter la solubilité d@-@D *** |’addition de polyméres ou de

cosolvant est aussi utilisée en fonction de I'aglon viség">

Par ailleurs, l'utilisation composés choatropes tppar contre réduire la stabilité des
complexes héte/invité. La présence d’'urée pernmegfiet, d’augmenter la solubilité des CDs
mais également celle des invités hydrophobes, ceégtabilise le complexe CD/invité

La force ionique a un effet différent sur la conxalgon en fonction de la nature chargée ou
non de la CD et de linvité. Les interactions apes peuvent étre renforcées par
'augmentation de la force ionique du fait de I'emgntation de la polarité du solvant. Les
interactions électrostatiques sont au contrairauitésl De plus, la nature chaotrope ou
cosmotrope du sel utilisé a également un impactl’agsociation. Dans le cas d'un sel
chaotrope comme NacCl, l'interaction sera moinsefarar il augmentera la solubilité des

espéces hydrophobiés

c. Méthodes physiques

Afin de dissocier ou séparer les agrégatspdeDs différents traitements physiques ont
également été appliqués aux échantillons.

L’augmentation de la température permet par exeapleeduire la taille des agrégats de CDs
mais leur dissociation totale n’est pas atteints @un chauffage & 80°€ Cette méthode est
donc nettement moins efficace pour éliminer leségats que les méthodes physico-
chimiqued®*® Cette méthode permet, néanmoins, en augmentawiuailisation des CDs
natives et de l'invité d’améliorer I'efficacité @@mplexation. Cependant, la température peut
également défavoriser la complexation. Un équilisedonc a trouver entre ces deux effets
en fonction de la nature de l'invité

D’autres méthodes physiques peuvent étre emplogeéts, fois pour séparer les agrégats des
monomeéres de CDs, telle que la centrifugation. iAids Bonini et al*® ont fait subir & leurs
échantillons, avant de les analyser par DLS, un¢rifiggation a 5000 g pendant 30 minutes
afin d’enlever les trés gros agrégats de tailleégepre a 10 um responsables du bruit sur
leurs analyses.

La filtration est également un autre traitementgiipye couramment employé pour retirer les
agrégats de CDs. Des mesures de DLS effectuées gam par G. Gonzalez-Gaitano ef‘al.
et d’autre part par Bonini et &l.sur des solutions & 12 mMag’B, ety-CDs filtrées sur des
membranes de porosités allant de 0.45 um a 0.02ntrmontré une meilleure élimination

des agrégats quand la porosité du filtre diminuge Uhtensité diffusée stable dans le temps
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est observée apres filtration sur une membranedespé 0.45 um quand la concentration en
B-CDs est inférieure & 3 miW Cependant, aprés filtration sur membrane de O)Zjs
observent, dans le cas des solutionf- @D, une augmentation de I'intensité diffusée dans
temps quand la concentration est supérieure 33A@ de 3 mM?®. Dans le cas des solutions
d’'a-CDs ety-CD a 12 mM, une stabilité de l'intensité diffusggres filtration est obtenue
quand une membrane de porosité 0.1 um est uffliséa filtration ne permet donc une
élimination définitive des agrégats que dans aegtaconditions.

Ces résultats montrent que la formation des agéagsdtliée a la solubilité des CDs et qu'ils

sont soumis a un équilibre de formation dépendan& @oncentration en CDs.

3- Agrégation impliquant l'invité

Ces agrégats de CDs, bien que minoritaires, peuwvdatférer dans la formation des
complexes d’inclusion hote/invité en formant deséggts avec la molécule invitée via des
interactions non spécifiques®’. De plus, des interactions non spécifiques peuareoir lieu
avec des complexes CDs/invité@rigure 7). De la méme facon que dans le cas des solutions
de CDs natives, la formation de toutes ces intemagtnon spécifiques est liée a la solubilité
des espéces en présence et donc a leur concamtriadiovaleur de constante d’association
déterminée pour un systéme est donc liée a la otnaten d’analyse utilisée. L'ensemble de
ces interactions non speécifiques potentielles @@usi rendre plus complexe I'étude d’un

systeme hote/invité en termes de stcechiométrie pathmetres thermodynamiques.
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Figure 7: Schéma des complexes d’inclusion et interactioos oonventionnelles de

CD/invité (figure issue de la réf).

Nous avons passé en revue différentes méthodeseftant d’éliminer les agrégats non
spécifigues de CDs natives. Cependant, toutes thates permettant de dissocier les
agrégats de CDs ou d’augmenter la solubilité des G®sont pas forcément efficaces pour
augmenter l'inclusion. Le choix d’'une méthode juelise d’élimination des agrégats a
appliguer nécessite donc de prendre en compteaulaendes partenaires héte/invité qui seront

étudiés in fine.
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lI- Les polyméres supramoléculaires de CDs

Les polyméres supramoléculaires (PSM) sont desaomaaiécules constituées de monomeres
liés entre eux par des liaisons non covalente®rséles et directionnelles. L'intérét de ces
macromolécules réside dans leur capacité a cordéver milieu des propriétés rhéologiques
et mécaniques réversibles sous I'action d’'un osgiplus stimuli externes. Le concept de PSM
a pour la premiére fois été démontré par le graled. M. Leh® qui a synthétisé, en 1990,

le premier PSM & base de liaisons hydrogéne. BijBesma et &° ont ensuite confirmé le

potentiel de telles structures en développant uM R§ant des propriétés rhéologiques

similaires a celles de polyméres covalents en isolut

A-Généralités sur les PSM

1- Classification structurelle des PSM de CDs

Les cyclodextrines constituent un monomeére adaper pa formation de PSM, par
interactions héte/invité, en milieu agueux. Dansadre, on peut rencontrer des monomeres
homo-ditopiques correspondant & des diméres de (BEB®) et d'invités (A-A) pouvant
s’assembler entre eu¥ifure 8-a). On peut eégalement rencontrer des monomeresohétér
ditopiques (A-B) correspondant a une CD fonctiorsg& par une molécule invitéigure 8-

b). Des assemblages linéaires sont principalememé® mais des assemblages cycliques
peuvent également étre rencontrés si la longuelar fegxibilité du PSM formé le permettent
(Figure 8-0. On rencontre également des monomeres de CDs -trdomques (B-B-B)
pouvant donner lieu en présence d’invités homopitjiees (A-A) a des structures ramifiees
ou réticuléesKigure 8-d). De méme, des monomeres hétéro-tritopiques del {pB,) ou
(A2>-B) peuvent également s’auto assembler et condui@eformation de structures ramifiées
(Figure 8-e-1).
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d) f)

Figure 8 : Exemples d’assemblages supramoléculaires dera@iifiées linéairea) type (A-
A+B-B), etb) (A-B), ¢) cyclique type (A-B)et ramifiésd) type (A-Bs)n, €) type (A-B), etf)
type (A-B)n.

2- Mécanismes de formation des PSM de CB's

Les mécanismes mis en jeu pour la formation des E8pendent de la nature des unités
monomeres choisies. Le principal mécanisme de fiomae PSM rencontré dans le cas des
CDs est le modele isodesmique. Le modele d’associast isodesmique quand la longueur
de la chaine en formation n’a pas d’influence suiokce de I'interaction entre la chaine et le
monomeére. La constante d’'association a donc la mé&ieair quelle que soit la taille de la
chaine. Dans ce cas, la longueur de la chaine augmprogressivement quand la

concentration en monomere augmente ou quand |aétatupe diminue.
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B-PSM de CDs a I'état solide

Les complexes hote/invité ainsi que les assemblagpsamoléculaires de CDs substituées
peuvent étre formés a I'état solide apres crist@iibon de I'échantillon. L'analyse par
diffraction de rayons X des PSM de CDs permet d&tade de leur structure a I'échelle
moléculaire. La plupart des CDs monosubstituéestatiisent sous forme d’'un arrangement

qui peut é&tre colonnaire ou hélicoidale mainteraredes liaisons hydrogéne inter-Cbs

L'étude de [Il'arrangement cristallin permet d’obtenidles informations structurales
complémentaires sur le complexe en solution, ssuppose que sa structure est similaire a
I'état solide. Cependant, la cristallisation pewbialieu sans que le complexe soit stable en
milieu aqueu®®® Par ailleurs, certains complexes tels qug-@D-6-cinnamoyl& sont trés
peu solubles et ne peuvent donc étre étudiés tpiat bolide Figure 9). Dans ce cas, seule
I'analyse par diffraction de rayons X ou la microgie permettent leur caractérisation.

Figure9: Structure de 1g-CD-6-cinnamoyl&.
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1- PSM a base de monomeres hétéro-ditopiques (A-B)

Le premier assemblage de CDs monosubstituées asgbgs diffraction de rayons X a été
réalisé par K. Hirotsu et &. Aprés cristallisation du monomépeCD-6-thiotert-butyle, ils
ont observé la formation d’'une structure hélicadahns laquelle le groupemeastt-butyle

était inclus dans la cavité de la CD adjacehtgure 10).

Figure 10: Structure cristalline hélicoidale du PSM ¢eCD-6-thio-tert-butyle (figure

adaptée a partir de la réf?).
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a. Influence de la rigidité du groupement invité

K. Harata et af? ont effectué une étude comparative de I'arrangérestallin en fonction
de la structure du substituant de 4 difféerefit€2Ds 6-monosubstituées : faCD-6-amino-1-
propyle Figure 11-3, la B-CD-6-amino-1-(R)-éthylcyclohexyleF{gure 11-b), la B-CD-6-
amino-1-(R)-éthylphényleFgure 11-¢ et la p-CD-6-amino-1-(R)-indanyl-2-(S)-hydroxyle
(Figure 11-d). lls ont constaté que les CDs substituées pgrompement linéaire ou flexible
conduisaient a un arrangement hélicoiddmuyre 11-a et b) tandis que les substituants

planaires et rigides conduisaient & un arrangeswannaire Figure 11-cetd).

b)

HO  HO

Figure 11 : Structure cristalline de #-CDs 6-monosubstituées) f-CD-6-amino-1-propyle
b) p-CD-6-amino-1-(R)- éthylcyclohexyly p-CD-6-amino-1-(R)- éthylphényld) s-CD-6-
amino-1-(R)- indanyl-2-(S)-hydroxyle (figure adaptépartir de la réf®").
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b. Influence de I'espaceur

L'influence de la nature de I'espaceur dans le datde I'arrangement cristallin a également
été montré par Y. Liu et &f.dans le cas de |&CD-6-O-4-hydroxybenzoyle ou la structure
dimere formée conduit a un arrangement colonnaire«¢éte a téte » contrairement a
'arrangement hélicoidal observé dans le cas d'spaeeur plus court. Un espaceur de
longueur et de flexibilité suffisante peut égalemeonduire a la cristallisation d’especes
auto-incluse¥.

c. Influence de la position de l'invité sur la CD

De plus, K. Harata et &. ont montré linfluence de la position du substituasur
I'arrangement formé. lls ont en effet observé uaragement hélicoidale d’axe de symétre 4
dans le cas de IgCD-6-0O-2-hydroxypropyleKigure 12-3g tandis que dans le cas defla
CD-2-0-2-hydroxypropyle, un arrangement hélicoiddlaxe de symétrie ;2est adopt®
(Figure 12-b).

Figure 12 : Structure cristalline de la) p-CD-6-O-2-hydroxypropyle et Ia) p-CD-2-O-2-
hydroxypropyle (figure adaptée a partir de la réj.
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2- PSM a base de monomeres hétéro-tritopiques ¢B)

Dans le cas @-CD disubstituées par deux groupements azottiigsie 13-g, M. Ménand

et al’? ont montré qu'il était possible de former des adsages hiérarchiques de CDs & I'état
solide fFigure 13-b). Un premier niveau d’association conduisant a stnecture hélicoidale
d’axe de symétrie idest obtenu par I'inclusion d’'un des deux groupesezotures dans la
cavité de la CDs adjacente. Le deuxieme niveausdiablage est atteint via des liaisons
hydrogene entre les azotures orientés vers I'exterde I'hélice et les alcools formant le
sillon de I'hélice voisine ce qui conduit a un eaeétrement mutuel des hélices. lls ont ainsi
montré l'intérét d'une double fonctionnalisation nda la formation d’assemblages

hiérarchiques a I'état solide.

S. secondary
: interaction

primary
interaction

tertiary

interactions

Figure 13: a) o-CD disubstituée par deux groupements azotures. Assemblage

hiérarchique cristallin correspondant (figure issde la réf.’?).
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C-PSM de CDs en solution

Dans cette partie, des exemples de systemes panmné&itformation de PSM de CDs via
I'interaction hote/invité seront présentés dangpremier temps. Ces systemes seront classés
en fonction de l'architecture du monomére qui lempose, i.e. homo-topique ou hétéro-
topique. Dans un deuxieme temps, des systemes f@ntia formation de PSM de CDs non

assurée par l'interaction hote/invité seront égalendécrits.

1- PSM formés par interaction héte/invité

La formation et la structure des assemblages sugéamlaires de CDs dépendent de la
longueur et de la flexibilité du ou des espaceurssgnts entre les différentes parties
associatives du monomere ainsi que de la natutaillaet la forme de la molécule invité par

rapport a la taille de la cavité de la CD. On net® comme dans le cas des polymeres

covalents des assemblages directionnels i.e. fegau cycliques.

a. Phénomeénes défavorables a la formation de PSM

Cependant, la formation de ces PSM peut étre empégar l'existence d’équilibres
compétiteurs conduisant a la formation d’assemBlagm directionnels. Ainsi, la présence
d’interactions non spécifiques peut entrainer lanfation préférentielle d’agrégats de CDs au
détriment de celle du PSM. De méme, le phénoméaetatinclusion du groupement invité
dans sa propre cavité peut inhiber la formation B88f% En effet, si la longueur et la
flexibilité de I'espaceur entre la CD et le groumarinvité le permet, une auto-inclusion du
groupement invité peut avoir lieu de facon diredgele col sur lequel l'invité est greffé”
(Figure 14-8 ou de facon indirecte par rotation de la liaiszsidique de l'unité portant
linvité "® (Figure 14-b).
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Figure 14 : Mécanisme d’auto-inclusion par voie direeeet indirecteb) (figure issue de la

réf. 7).

o

b. PSM a base de monoméres hétéro-topiques

Dans le cas des monomeres hétéro-topiques, leegalte et invité sont couplées sur le

méme monomere.
i. PSM a base de monomeres hétéro-ditopiques (A-B)

i-1.Influence de I'espaceur

La formation de PSM du type (A-B)iépend de la rigidité de I'espaceur connectarpdeses
héte et invité du monomére (A-B). A. Harada et®ant en effet constaté par RMN que les
CDs comportant un espaceur flexibl&igure 15-8 s’associent trés faiblement par
complexation intermoléculaire (cas dea-CD-6-hydrocinnamoyle) ou forment des
monomeres auto-inclus (cas depCD-6-hydrocinnamoyle). Ces especes auto-inclusgs o
été mises en évidence car aucune modification dgdacements chimiques avec la
concentration en monomeres, n'a été observee pd,RMN que I'interaction phényle/cavité
ait été identifiée. Suite a ces résultats, ils moposé des structures comportant un espaceur
cinnamoyle plus rigideHigure 15-b). Cependant, dans le cas d¢4@D-6-cinnamoyle cela a
conduit a une perte de solubilité du complexe, wemgent caractérisable sous forme
cristalline. Dans le cas denfCD-6-cinnamoyle, un oligomere est formé. Sa masskire

moyenne en nombre (Yide 3000 g/mol a 10 mM a été mesurée par VPOuceagrespond
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a un trimére. Un équilibre est donc a trouver enigalité de I'espaceur et solubilité du

complexe afin d’éviter I'auto-inclusion du monomere

!

Dimeres Auto-inclusion Trimeres Cristallisation

Figure 15 : Influence de la rigidité de I'espaceur sur la faton de PSM di-CD et dep-
CD substituéesa) cas d’'un espaceur flexible : le groupement hydmamoyle eb) cas d’'un

espaceur rigide : le groupement cinnam&¥le

De la méme maniére la longueur de I'espaceur anfluence sur la structure formée. Si ce
dernier est trop long, cela conduit a la formatibespeces auto-incluses comme dans le cas
de la B-CD-6-aminoimidazol-4-Nert-butoxycarbonyl-N-(N'-éthyl)propanamide (Figure

16).

Auto-inclusion

Figure 16 : Influence de la longueur de I'espaceur sur la fation de PSM d@g-CD : cas de
de lap-CD-6-aminoimidazol-4-N-tert-butoxycarbonyl-N-(Nhgl)propanamide.
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i-2.Influence de la taille et de la nature du groupemerinvité

La formation et la structure des assemblages démenéilgalement des dimensions du
groupement invité par rapport a la taille de laitéade la CD. Dans le cas de dérivés de I’
CD, A. Harada et dP ont montré que la taille du groupement invité mmtnavoir une
influence sur I'hélicité de I'arrangement suprancaléire. lls ont observé par RMN et VPO
la formation d’'un PSM linéaire a basendCD-3-cinnamamide ayant une,Me 16000 g/mol
(DP, = 12) a 30 mM FKigure 17-g. Dans le cas de d-CD-3-amino-4tert-Boc-
aminocinnamoyle qui comporte un groupement invités prolumineux, un PSM de M
comparable mais présentant une hélicité a été miévielenc&’. Son hélicité a été montrée
par mesures de dichroisme circulaire {&@Figure 17-b). lls ont, en effet, observé au niveau
de la bande d’absorption du chromophore de leurpcséy, a 323 nm, une augmentation du
signal cd avec la concentratioRiqure 18-3. En prenant, pour référence un composé de
structure hélicoidale comportant un chromophoreilaira, ils ont attribué ces signaux a la

formation d'un PSM présentant une hélicité gauéhgure 18-3).
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b)

!

Polymeres supramoléculaires Polymeres supramoléculairgs
linéaires _ linéaires helicoidaux

Figure 17 : Influence de la taille du groupement invit&x-«€CDs 3-monosubstituées sur la
structure des assemblages supramoléculaires fora)éBormation d’un PSM linéaireb)

Formation d’un PSM hélicoidal (figure adaptée a trade la réf.®").
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Figure 18: a) Spectres de dichroisme circulaire dea-CD-3-amino-4-tert-Boc-
aminocinnamoyle a une concentration de 0.1 a 1.5dakk HO. b) Structures et signes des
signaux cd obtenus pour le (2S, 4S)-2,4-bis-p-m&tionamate-hexanediol, le (2R, 4R)-2,4-
bis-p-méthoxycinnamate-pentanediol et le PSM ¢-@D-3-amino-4-tert-Boc-

aminocinnamoyle (figures issues de la &f.
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W. Deng et af* ont également montré I'influence de la taille doupement invité sur la
structure secondaire des assemblages formés. tllsoomparé les analyses RMN, VPO et
AFM des assemblages formés pai&€D-6-cinnamoyl-4-amino-2,4,6-trinitrobenzene et la
B-CD-6-amino-2,4,6-trinitrobenzene. lls ont constpté VPO que |8-CD-6-cinnamoyl-4-
amino-2,4,6-trinitrobenzene ayant le groupemeniténke plus volumineux forme de longs
PSM de 16000 g/mol a 5 mM tandis queBt&D-6-amino-2,4,6-trinitrobenzéne forme des
oligoméres de 6500 g/mol & 50 mMigure 19-3. lls ont expliqué ce comportement par une
meilleure affinité de la cavité pour le groupemenité de lap-CD-6-cinnamoyl-4-amino-
2,4,6-trinitrobenzene. En effet, le caractere plwdrophobe de cet invité favorise
probablement son inclusion. De plus, ils ont ob&ela formation d’'un gel ayant une
température de transition sol-gel a 50°C dans $edeala$-CD-6-cinnamoyl-4-amino-2,4,6-
trinitrobenzene a 20 mMF{gure 19-b). Suite a des expériences de compétition en présen
d’'un agent chaotrope, l'urée, ils ont expliquédariation de ce gel par des liaisons hydrogéne
entre les PSM de CDs.

a)

Figure 19: Influence de la taille du groupement invité surd@ucture secondaire des
assemblagesa) Formation d’oligoméresb) Formation d’'un hydrogel (figure adaptée a

partir de la réf.8%),
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i-3.Influence de la position de l'invité sur la CD

La position de linvité a également une influence k& structure de I'assemblage. En effet,
l'interaction préférentielle de linvité avec ungéeux cols de la CD peut conduire a une
structure différente en fonction de sa position lsu€D. M. Miyauchi et af® ont mis en
évidence de telles différences structurales danadales dérivés cinnamamide deCD. lIs

ont montré par RMN que la-CD-6-cinnamamide forme un dimére cycligue en sotut
(Figure 20-g tandis que lax--CD-3-cinnamamide forme un PSM ayant ung déterminée
par VPO de 16000 g/mol (QE 12) a 30mM Figure 20-b). Au-dela de cette concentration,
la M, du PSM reste constante ce qui indigue une inbibitie la polymérisation peut-étre due

a la formation d’especes cycliques.

b)

Dimeéres

W

Figure 20: Influence de la position du groupement invité lsustructure des assemblages
supramoléculairesa) Formation de dimeres a baseadCD-6-cinnamamideb) Formation

d’oligoméres & base d*CD-3-cinnamamide (figure adaptée & partir de 1a f8).
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ii. PSM a base de combinaison de monomeres hétéro-diigpes (A-B) + (A’-B’)

Afin de combiner les avantages de différents momeméles systemes mixtes ont été
élaborés. Dans ce sens, le groupe d’A. Harada elafgpé des PSM constitués de deux
monomeres hétéro-ditopiques a bage@D ayant une bonne solubilité et €D présentant
une constante d’association élevée avec les délwdadamantane. Pour cela, ils ont congu
des monomeres dont le choix et la position de itéhgont définis de facon a permettre une
interaction croisée favorabife Ainsi, en réalisant un mélange équimolaire-68D substituée
par un adamantane en positionet de 6-[44ert-Boc-amino)cinnamoylamind}-CD, ils ont
mis en évidence par RMN et VPO la formation d'unvP8&8lterné ayant une Mde 10000
g/mol (DR, = 8) a 10 mM Figure 21).

!

Oligomeres

Figure21: PSM alterné a base @'CD et des-CD monosubstituées (figure adaptée a partir
de la réf??).
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iii. PSM a base de monomeres hétéro-tritopiques £43)

Ces monomeres sont constitués d’'une molécule htéostituées par deux groupements
invités. M. Saviano et &F ont effectué la premiére caractérisation strutéucampléte d’un
dérivé disubstitué de Ip-CD, la 8' ,6° -dideoxy-8 ,6° —bis [2-(2-pyridyl)-éthylamino}-

CD. lls ont montré par RMN, diffraction de rayonseX dichroisme circulaire qu’a I'état
solide, ce composé forme un PSM par l'inclusionnddes deux substituants dans la cavité
d’'une autre CD tandis que le deuxieme substitugmise au dessus de la cavité de la CD sur
laquelle il est greffé. Par contre, en solutioneatge ce composé ne forme pas de PSM car un
des deux substituants est auto-inclus dans laécdeisa propre COF{gure 22).

Polymeres supramoléculaires Auto-inclusion en solution
cristallins

Figure 22 : p-CD 6-disubstituée par un groupement pyridyle (fggadaptée a partir de la

réf. 89).

Par ailleurs, des monomeres disubstitués ont égaledté développés par le groupe d’A.
Harad&* dans le but de former des PSM branchés. Ils ast aynthétisé une-CD substituée

par deux groupements invités. D’apres les anallgdéhl et par spectrométrie de masse ESI-
TOF, ce monomére bien que peu soluble (saturati@B3amM) permet en présence d’'un
monomere hétéro-ditopique CD-invité, de former BMPbranché. Ce PSM présente une

viscosité réduite élevée signe de la formationmBess de grande taille. lls ont donc suggéré
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gue la présence d’une interaction additionnellertyydobe ou par liaisons hydrogene serait

responsable de cette viscosité éle@gure 23).

Polymeres supramoléculaires
branchés

Figure 23: Proposition de mécanisme d’interaction conduisanta formation de PSM

branchés (figure adaptée a partir de la r&j.

iv. PSM a base de monomeres hétéro-tritopiques (AzB

Y. Bai et al® ont développé un monomére comportant un grouperagiamandane
disubstitué par deuf-CDs. lls ont mis en évidence par RMN, DLS et MEIege dernier
permet la formation de PSM hyperbranchés assunééepanteractions hote/invité dans un
mélange DMF/H20 1 :1 v/v. Lors de l'ajout d'une malile invité compétitrice, la structure
branchée est dissociée et les monoméres s’assdrehkarte sous forme de micelles. Ils ont
proposé pour expliquer cette transition morphologigin mécanisme dont la force motrice
serait les interactions hydrophobes qui seraiartrisgées dans le mélange DMF/H20 1 :1 v/v
entre les monomeéres hétéro-tritopiques complexéke mampétiteurKigure 24).
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Figure 24: Représentation des possibles transitions de mdogieo de la f-CD,-

adamantane (figure adaptée a partir de la P&,

c. PSM a base de monoméres homo-topiques

i. PSM a base de combinaison de monomeéres homo-ditopéas (A-A) + (B-B)

Afin de favoriser la formation d’assemblage pareiattions héte/invité, des monomeres
comportant deux CDs ont été développés. Le couglagese faire par le col secondaire mais
la synthése est dans ce cas plus difficile dudaigrand nombre d'isoméres possifiete
couplage peut également étre fait sur le col prieneé qui en plus de simplifier la synthése a
'avantage de permettre plus de possibilités atratts au niveau des assemblages formés.
Cependant, la formation et la structure de PSMs& lol@ combinaison de monomeéres homo-
ditopiques dépendent de la longueur, de la fletéildi de la polarité de I'espaceur. En effet,
N. Birlirakis et al®” ont mis en évidence, par RMN, un phénoméne d'mdosion de
'espaceur aliphatique liant deux CDs par le caloselaire Figure 25-8 pouvant expliquer

la diminution de la constante d’association dansdg d’espaceur de grande taille. lls ont
montré que l'utilisation d’un espaceur plus rigjgkrmet d’éviter ce phénomeéne et conduit a
une constante d’associatifrCD/porphyrine estimée par RMN a plus de 5.M0" % (Figure
25-b).
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Auto-inclusion Interaction avec porphyrine
frrrni( P

Figure 25 : Influence de la rigidité de I'espaceur sur I'ingation hoéte/invité (figures issues
de la réf.2o).

Dans I'équipe GOBS, des CDs couplées par deux espa@u niveau du col primaire,
appelées duplexF{gure 26-a et b), ont également été développées afin d’'une part de
favoriser I'association en pré-orientant les dewvités et d’autre part d'éviter l'auto-
inclusion en réduisant la flexibilité du monomé@ependant I'auto-inclusion n’est évitée que
lorsque ces deux espaceurs sont suffisamment hyitkepfFigure 26-b) ce qui permet

d’obtenir une constante d’associatf#CD/dérivé adamantane de K = 6.38%M™ 8,

a) I I b) T z
9 @O :@9 9@ \/\ouo/\/ @9
NAVAVAVANE WAV TN
Auto-inclusion Interaction avec adamantan}e

Figure 26 : Influence de la polarité de I'espaceur sur I'indetion héte/invité (figures issues

de la réf.®).
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K. Ohga et af® ont montré que I'association de diméres de CDataya espaceur rigide avec
des invités homo-ditopiques comportant un espaggalement rigide permet la formation de
PSM linéaire. Ces PSM mis en évidence par RMN am W, déterminée par VPO
supérieure a 90000 g/mol a environ 14 mM. Quandtilssent des invités homo-ditopiques
comportant un espaceur flexible, ils observentAFayl, la formation de PSM cycliques ayant
des M, de 10000 & 15000 g/mol déterminées par VPO a grijlire 27).

\ 4 /I
N—CH;~C——

Br JO

Polymeres supramoléculaires Polymeres supramoléculaires
linéaires cycliques
B-CD dimer—Guest Dimer CO B-CD dimer—Guest Dimer C2
a 0 “ &
) oy f/| :@"@ (* B-CD dimer-Guest Dimer C3 @, (:o ;@a
f/ O\ ] (}:;; T Ve
oG’ Al il
O DP > 30, Mq> 90,000 .

= sy £ SO
DP = 3~5, M, = 10,000~15,000 === ‘(\2.5: og

Figure 27 : Influence de la rigidité de I'espaceur sur la stture des PSM formés (figures

issues de la réfd).
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Enfin, Y. Liu et al®® ont montré qu'il est possible de former une strrehiérarchique a partir
de diméres de CDst de fullerene g. Pour cela, ils ont augmenté la coopérativité eded
assemblages en utilisant des diméres pouvant simstcier via un deuxieme type
d’interaction, i. e. des liaisons de coordinatitsont caractérisé les assemblages ainsi formés
a l'aide de différentes techniques dont la RMN,\V'&t la diffraction de rayons X. La
structure des assemblages formés, mise en évigemamicroscopie a effet tunnel, présente
des fibres dont les dimensions sont celles de Qf@snativement espacées par l'invité et

I'espaceur dicarboxamide des diméres de (Higufe 28).

e . —
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Figure 28 : Formation d’assemblages hiérarchiques de dimeeg-GDs et de fullerene &

(figure issue de la réf9).

ii. PSM a base de combinaison de monomeres ditopiquesh®mo-tritopiques
(A-A) + (B-B-B)
Afin d'obtenir des structures hyperbranchées, dé3s Giomo-tritopiques peuvent étre
associées a des invités homo-ditopiques. Danstc&bH. Soto Tellini et af* ont caractérisé
par RMN et ITC des solutions comportant un méladgetrimeres de CDs et de dimeres
d’adamantane. lls ont montré que les paramétrasnduynamiques de l'association sont
indépendants du nombre de CDs présentes sur I'Ridtis, ils ont mis en évidence la

formation de PSM dendritiques par DLS et SLS en tnami que I'évolution de la masse
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molaire apparente et du rayon hydrodynamique du R8&t la concentration en invité est
plus importante dans le cas du trimére de CD que dalui d’'un dimere de CDs. Ce résultat
a été confirmé par I'analyse AFM qui montre quelessules fibres sont observées pour le
mélange bis-adamantane/dimeres de CDs tandis gustetures dendritiques sont formées

lors du mélange bis-adamantane/trimeres de E@sie 29).

o A
e

&ﬂv/\$@*

Structure fibrillaire Structure dendritique

Figure 29 : Exemple de structure dendritique formée a basa ghuité homo-ditopique (Al
et de triméres dg-CDs. En présence de dimeéresfd€Ds une structure fibrillaire est formée

(figure adaptée a partir de la rét).
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2- PSM a base de CDs modifiées sans interactions haneité

Afin de contrdler la structure des PSM formés, Kméuchi et al* ont développé desCD
substituées par un groupement invité dont la comftion et donc les dimensions sont
modulables via un stimulus externe. En conformatrans celui-ci permet la formation d’'un
dimeére cyclique peu soluble mis en évidence patlyaes RMN et diffraction de rayons X
tandis que la conformation cis empéche l'inclusaninduit la formation d'un PSM non
assurée par des interactions hote/invité. En effet,conformation cis permet une
polymérisation via I'établissement de liaisanig stacking entre les invitégigure 30). lls
ont caractérisé ce dernier par analyses RMN, Uthrdisme circulaire et ont déterminé par

spectrométrie de masse ESI-TOF un,0@ 15 a 1 mM.

hv' hv
(=254 nm) || (A=340 nm)

Supramolecular
Assemblies
(<22 mer)

3-cis-Sti-0-CD

Figure 30: Influence de la conformation du groupement stydbénr les assemblages

supramoléculaires @-CDs 3-monosubstituées formés (figure adaptée &r i la réf.%?).
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B. J. Ravoo et af ont également reporté la formation d’assemblage€@s induite par une
force motrice autre que l'interaction héte/invilis. ont pour cela synthétisé ufeCD Janus,
dont chaque col est fonctionnalisé par des grouptsrde charges opposées permettant ainsi
une auto-association des CDs par interactions réktatiques en milieu de faible force

ionique Figure 31).

[J:NHE HCl|,
£-2)
/ i
|[HO|;, OR

!

Polymeres supramoléculaires
linéaires

Figure 31: Exemple de PSM formés par des interactions élgitigues entres-CDs

modifiées (figure adaptée & partir de la réj.
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l1I- Conclusion

Depuis leur découverte, il y a plus d'un siecls, dgclodextrines ont été amplement étudiées.
Leur capacité a former des complexes héte/inviédéeaexploitée, d’'une part, pour solubiliser
des molécules hydrophobes en milieu aqueux maierégat pour la formation de PSM de
CDs a I'état solide et en solution. Suite aux naubes études effectuées sur I'élaboration de
PSM, différents parameétres influencant leur forpratiinsi que la structure des assemblages
formés ont été mis en évidence. Les auteurs ost miantré que la rigidité et I'hydrophile de
'espaceur permettent de contrbler le phénomenetatimclusion et d'avoir un impact sur la
solubilité des PSM formeés. Ills ont également mogtré la force de l'interaction et donc la
longueur des PSM formés dépendent de la tailleda dature du groupement invité choisi.
La position de cet invité semble aussi avoir urikiégmce sur I'architecture des assemblages

formés.

Pour conclure, ces études montrent que lors duathwisysteme hote/espaceur/invité, une
balance est a trouver de fagon a favoriser I'éorglde polymérisation au détriment de 'auto-
inclusion tout en maintenant la solubilité du PSivhié.
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Techniques de caractérisation des
polymeres supramoléculaires de
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L’interaction CD/invité, impliquée dans la formatiale polymeres supramoléculaires (PSM)
de CDs en solution, entraine la modification déédéntes propriétés physico-chimiques de la
molécule invitée et du milieu environnant. En capshce, diverses méthodes d’analyse
permettant la mesure de ces propriétés peuventuétigees pour mettre en évidence et
caractériser les propriétés des PSM formés etrdegctions CD/invité qui les composent.
Les informations obtenues par ces méthodes peldtemtcomplétées par des analyses de
microscopie qui permettent, cette fois, une obsemadirecte des structures formeées.
Cependant, la nature dynamique des PSM de CDs rpadte difficile le choix d'une
méthode d’analyse adaptée et rendre nécessaustéajent des conditions d’analyses. Afin
d’éclairer le choix des techniques d’analyses aquiéié utilisées durant ce projet, le principe
et les limitations des principales méthodes ugspour caractériser les PSM de CDs seront

présentées, dans ce chapitre, en fonction du typleminations qu’elles permettent d’obtenir.

|- Mise en évidence et détermination des parametres

thermodynamiques de I'association CD/invité

A-Spectrométrie UV et RMN

La mise en évidence des complexes CD/invité sectatmunément par spectrométrie RMN
'H et ROESY en suivant la variation du déplaceméirhitjue §) de protons sensibles & la
complexation. Ces analyses permettent égalemeodmgaitre la position de l'invité dans la
cavité de la CD. Dans le cas ou l'un des deux paites absorbe en UV, linteraction
hote/invité peut étre mise en évidence par la needer son absorbance U¥)(si elle est

modifiée lors de la formation du complexe.

1- Détermination de la steechiométrie des complexes CD/invité

La stcechiométrie des complexes CD/invité est gésméent déterminée en réalisant un Job
plot. Pour cela, des solutions ayant une concémtrétale en hote (H) et invité (G) constante
mais des fractions molaires en hote,\Xroissantes sont analysées par spectrométrielJV o
RMN. On trace ensuite la variation du paramétreédrmental mesuréAP) lors de la

formation du complexe en fonction dey.XLe maximum de la courbe correspond a la
stoechiométrie du complex€&igure 1). Ce parameétre mesuré est la variation d’absoganc
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(4Aop9 dans le cas d’analyses UV ou la variation de d@&phent chimiqueddon) dans le cas
d’analyses RMN. Cette méthode n’est cependant glable si I'hnéte et/ou I'invité s’agrégent
en solution, quand plus d'un complexe est présairisi qu'en cas de systéme anti-

coopératif.

0.254
0.20
0.15 1

0.10 4

AP (a.u.)

0.05 1

0.00

Figure 1: Exemples de Job plots réalisés pour deux systaites(H)/invité (G) permettant

la mise en évidence de complexes héte/invité 1t 2dfigure issue de la rél).

2- Détermination des parametres thermodynamiques de la

formation des PSM

Ces deux techniques permettent également de détarheis paramétres thermodynamiques
de linteraction en réalisant une expérience dagé. Pour cela, dans le cas de I'étude de
complexes CD/invité, la concentration de I'une depeces est maintenue constante pendant
gue des guantités fixes de l'autre espéece sontégsyprogressivement. Dans le cas de I'étude
de PSM, l'analyse de solutions comportant une aunagon croissante en PSM est réalisée.
Le suivi de la variation d’absorbancé?(,9 ou du déplacement chimiqued(,) de protons
sensibles a la complexation est ensuite effecei@uc permet d’obtenir une courbe, appelée
isotherme, représentatd® en fonction de la concentration en I'un des paites, ou en

monomeéres dans le cas de I'analyse de PSiu(e 2).
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Figure 2: Isotherme tracée & partir de mesures de RN\ lors de linteraction entre
I’hydroxypropyl$-CD (HPBCyD) et de I'halopéridol, modélisée par le modedeetinvité 1:1

(figure issue de la réf).

Sachant que la concentration en complexes formtéselSe a la variation de déplacement
chimique ddqp9 par I'équation ), dans le cas ou linvité est I'espece suivieada variation
d’absorbancedAoy par I'équation 2)*:

Dans le cas de mesures RMN : AO,, =0, [HG]J @
[c],
Dans le cas de mesures d’absorbance UNA, = A&, O [ﬁHG] @

avec :[ra]= 2 f[a, + 1], + ¢ —\/([G]O +[H], +%j + 4l dH], @

pour un modeéle d’association héte/invité'1:1

[HG] concentration en complexe hote/invité

[G]o concentration totale en invité

[Hlo concentration totale en hoéte

K constante d’association du complexe

Adops Variation du déplacement chimique de l'invité alée @ons- dc) lors de la formation
du complexe (ppm)

Aoy Vvariation du déplacement chimique de linvigyd - dg) lors de la formation du
complexe (ppm). Cette variation est égaleldns quand la totalité de linvité est

complexée i.e. [HG] = [G]
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APAops Variation de I'absorbance de l'invité observégu{ - As) lors de la formation du
complexe (L/mol.cm)

Aeys  variation du coefficient d’absorption molaire devité (syc - ec) lors de la formation
du complexe (L/mol.cm)

I largeur de la cellule (cm)

Il est ensuite possible de déterminer la constdisgsociation K du couple CD/invité étudié,
aprés avoir modélisé lisotherme expérimentale [grmodele d’association adapté a
'équilibre étudié. Dans le cas de I'exemple pré&efrigure 2), le modele d’association

hote/invité 1:1 a été utilisé. Il a permis en gtlt 'équation ) de déterminer la constante
d’association (K) faisant le mieux correspondégys et [HG], i.e. les points expérimentaux et

I'isotherme modeéle.

Des constantes d'association allant jusqu'd WD' et 10 M™ peuvent étre déterminées

respectivement par spectrométrie UV et spectrom&iN'.

Dans le cas ou aucun des partenaires du couplen@ié/n’absorbe en UV, il est possible de
déterminer la constante d’association en effectuaet expérience de compétition avec une
molécule compétitrice invitée comportant un chrohlmmp. D. Landy et al.ont procédé ainsi
pour I'étude du complexe adamantafidllD. En effet, cet invité n’absorbe pas en UV et sa
faible solubilité ne permet pas non plus son épateRMN ou ITC. Pour remédier a cela, ils
ont donc effectué une expérience de compétitiontéisant du méthyl-orange (MO) comme
agent compétiteur. En suivant la perturbation daglexe CD/MO par I'ajout d’adamantanol,
ils ont pu déterminer une constante d’associatiamantanop-CD de 34500 N en accord
avec les valeurs de constantes d’association @B et dérivés d’adamantane trouvées
dans la littératuré

Dans le cas de I'analyse de PSM, les constantesatation déterminées par RMN ou UV
permettent ensuite de déterminer le degré de poigat®®n moyen en nombre (RPou en
poids (DR,) du PSM formé pour un modéle d’association et cmecentration initiale en
monomeéres donnésPar ailleurs, en effectuant des titrages partspmétrie UV ou RMN a
différentes températures, il est également possibleemonter a I'enthalpie et I'entropie de

I'équilibre étudié a I'aide de I'équation de vakfoff (équation 4° :

— ¢)

AH  enthalpie (J/mol)

66



AS  entropie (J/mol)
T température (K)

] constante des gaz parfaits (8.314 J/K.mole)

B-Calorimétrie de titrage isotherme (ITC - Isothermal

Titration Calorimetry)

La plupart des interactions supramoléculaires sehti des échanges de chaleur. L'analyse
ITC est une technique frequemment utilisée powalactérisation des complexes CD/invité
et des PSM de CDs car elle permet, par la meswéawanges de chaleur ayant lieu lors des
interactions CD/invité, de remonter a I'ensembles gmrametres thermodynamiques de
l'interaction en une seule mesure. Pour cela, dersanalyse ITC de linteraction entre une
molécule A et une molécule B, une molécule B emitgml est injectée progressivement a
'aide d’'une seringue automatique dans une cetliglanesure contenant une molécule A en

solution dans le méme solvafidure 3-3).

Temps (S)
0 40 80 120 160 200
a) b) T T T T T T T T
» 00 F 1 111
2 i
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= =20 F
>
<@
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, kel
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z 0.0F
£ I
2 -40r
Cellule Cellule de S 8.0 F
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T I
< .20.0 F
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Figure 3: a) Schéma d’'une expérience de titrage par IDCLe flux de chaleur en fonction
du temps conduit aprés intégration des pir® une isotherme de liaison qui permet, apres

modélisation, d’accéder aux parameétres thermodygass de I'association.
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Lors de l'interaction entre les 2 molécules, il y@sommation ou libération de chaleur et
cette variation est compensée par le systeme paimtenir la température de la cellule de
mesure constante et égale a celle de la celluggerdte uniguement remplie de solvant. A
lissue de cette mesure, on obtient le flux de elmakchangé a chaque injection en fonction
du temps Figure 3-b). L'intégration de chaque pic d’injection permettdacer une isotherme
(Figure 3-¢) représentant la variation d’enthalpie en fonctilbnratio molaire des molécules
en interaction (fandNirs). La modélisation de cette isotherme par le modéssociation
approprié permet ensuite d’obtenir les parameklresriodynamiques de l'interaction étudiée :
son enthalpieAH), sa constante de d’association (K), sa stoechrané et d’en déduire son
énergie libre 4G) ainsi que I'entropieAS) mise en jel L'ensemble de ces informations
renseigne également sur la force motrice des complorméy’.

Afin d’augmenter la précision des mesures, des rexpees complémentaires peuvent étre
réalisées telles que le titrage inverse qui comsishjecter la solution de A dans celle de B ou
I'expérience de dilution lors de laquelle le conxgléAB est injecté dans la cellule de mesure
contenant le solvant d’analy3e Dans ce dernier cas contrairement aux deux aubres

observe la dissociation du complexe. Ces trois mpees doivent conduire aux mémes
parametres thermodynamiques et permettent donestler la reproductibilité de I'analyse et

la robustesse du modéle.

L’analyse ITC permet aussi bien de caractérisercdeples CD/invité que des PSM de CDs.
Dans le cas de PSM a base de monomeres hétérigdigspde CDs, la détermination des
parametres thermodynamiques s’effectue a l'issuaalexpérience de dilution du PSM. La
constante d’association déterminée apres modélisatir le modéle d’association approprié
permet ensuite de remonter au degré de polyménsaioyen en nombre ([QPou en poids

(DP,)) du PSM formé & une concentration initiale doneréenonomeres

Cette méthode permet de déterminer une gamme d¢acdes d’association allant de valeurs
aussi faibles que 10 ™' & des valeurs supérieures & M0* '3, Elle a pour avantages de
s’appliquer a une grande variété de systémes ge¢mheettre une mesure directe de I'ensemble

des parameétres thermodynamiques de l'interaction.
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C-Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une technique spectyggue qui renseigne sur la formation de
structures chirales. Elle permet également, commg tfechniques spectroscopiques
précédemment citées, de mettre en évidence un@dtitsn CD/invité et de déterminer les

paramétres thermodynamiques qui y sont assbdpendant, les spectroscopies RMN et

UV sont plus couramment utilisées a cet effet.

1- Principe

Cette technique est adaptée a I'étude de comptEixesusion entre des invités possédant un
chromophore et les CDs constituant un environnemantal. En effet, quand un
chromophore est lié ou placé dans un environnemsyinétrique, il produit un signal de
dichroisme circulaire : I'absorbance de la lumigreulairement polarisée a gauchg)(est
différente de celle de la lumiere circulairemenlapsée a droitesg). Cette differenceAg)
entreg, et eg induit la formation d’'une onde elliptique de larligre dont I'ellipticité ¢) est
mesurée, a une température donnée, en fonctioa tnueur d’onde)j. Le spectre de
dichroisme circulaire (cd) ainsi obtenu peut préser la longueur d’'onde d’absorption UV
du chromophore, un signal cd dans le sens (+) Eff¢ton positif ou (-) effet Cotton négatif
(Figure 4).

* Positive
Cotton effect

AN

e o \/ A

- Negative
Cotton effect

Unpolarized Plane Circular Sample

source polarizer  polarizer cell cd spectrum

Figure4: Schéma du principe d’'une analyse de dichroisnwileiire

L’ellipticité (8) mesurée par I'appareil de dichroisme circulagtereliée a I'ellipticité molaire
(Aeg) par la relationq). Cette équation permet de normali@&t de pouvoir ainsi comparer les

données obtenues dans différentes conditions :
A = 6/(32980xI xc) 6)

0 ellipticité (mdeg)
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I largeur de la cellule (cm)
c concentration (mol/L)
Ae ellipticité molaire (L/mol.cm)

2- Mise en évidence de complexes CD/invité

L’analyse d’'un complexe CD/invité par dichroismeculaire peut entrainer deux types de

modifications du spectre de dichroisme circulairdaaction de la nature de l'invité :

- Si l'invité est chiral, l'inclusion entrainera umeodification de son propre signal de

dichroisme circulaire

- Si linvité est achiral, cas le plus communémentdét, linclusion entrainera

I'apparition d’un signal de dichroisme circulairgluit (icd) de l'invité.

L’intensité du signal de dichroisme circulaire rEigae sur la position de l'invité par rapport
a la CD. Elle dépend de la distance entre le momigaiaire du chromophore de l'invité et
celui de la CB" donc du degré d'inclusion de l'invité dans la ¢éwe la CD. L'intensité du
signal est maximale quand l'invité est situé autreede la CD et diminue selon la distance

dipdle-dipdlea la puissance trdis

Le signe du signal de dichroisme circulaire donne information sur la conformation du
complexe formé. En effet, les lois d’'Haratat Kodaka® indiquent que le signal est positif si
les deux moments dipolaires sont paralléles, nelusion axiale, et négatif s’ils sont
perpendiculaires, i.e. inclusion équatoriale. dgses sont inversés lorsque l'invité est placé
a I'extérieur de la cavité (au contact de la cong)rigure 5).

icdnégatif

Fes

icd positif - ced positif
cdpos
o ="
(2 fois moms important)
(rET——— e
N :?S: = >3
\ = icd négatit \
\ [T (2 foismoins important) \
- e
Loi de Harata Loi de Kodaka

Figure 5: Schéma représentant les régles d’'Harata et de Kadarvant a l'interprétation

des spectres icd des complexes chromophore/CDéfaglaptée de la rét!).
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3- Caractérisation de la structure hélicoidale des PSM

Le spectre de dichroisme circulaire peut présamedouble effet Cotton de signes opposeés
dd au couplage excitonique induit par la proxind&é deux chromophores. Dans le cas de
I'étude de systeme hételinvité, ce type de signgbére que la dimérisation d’un invité a lieu

ou gu’'un complexe de deux invités s’'est formé. Dinsas de I'étude de PSM, qui nous

intéresse ici, la présence de ce signal indiquerlaation d’une structure hélicoidale et son

signe renseigne sur I'hélicité de la structtifé Le couplage excitonique est posifffiure

6-a) si la configuration relative des dipbles éleaigg des chromophores forme une hélice

droite et négatif si elle forme une hélice gaudkigure 6-b).

AE or [0]

a)
|
/ANRP"
/Ny
\ /i
b) AE or [0] 1
l e
/Nl %
\/
|
VAN
|
]
Ay A

Figure 6: a) Couplage excitonique positih) négatif etc) spectre d’absorption UV (figure

issue de la réf9).

Le dichroisme circulaire est donc une techniquectspscopique sensible pour mettre en
evidence la formation de complexes héte/invité.efat, les changements de spectre causes
par l'inclusion d'une molécule invitée sont génémént plus importants en dichroisme
circulaire qu’en spectroscopie UV. Cette technicqpermet également d’accéder a des
informations sur la géométrie des complexes forese les CDs et des chromophores
invités. Les informations structurales obtenues giahroisme circulaire completent celles
obtenues par d’autres méthodes telles que l'angbgsediffraction de rayons X qui est
restreinte aux échantillons sous forme solide ouRMIN qui donne également des
informations liées a la proximité dans I'espace elgseces étudiées en solution mais pas sur

une éventuelle hélicité.
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[I- Deétermination de la masse molaire des PSM

Differentes méthodes de caractérisation permettientdéterminer la masse molaire des
polymeres. Cependant, les principales techniquéisées pour la caractérisation des
polymeres covalents, présentent des limitations #kacas de I'analyse des PSM. Le principe
et les limitations de certaines de ces méthodéguémment rencontrées dans la littérature sur

I'étude des PSM de CDs, sont décrits dans cettepar

A-Viscosimétrie

La mesure de la viscosité relativge() (équation 6 d’une solution de polyméres permet de

remonter a sa masse molaire.

”rel = l 6)
o
n viscosité de la solution (Pa.s)

1o viscosité du solvant (Pa.s)

1- Mesure de la viscosité relative

Les mesures de viscosité relative s’effectuent ddes enceintes thermostatées et sont
communément réalisées a l'aide d’'un viscosimetpallaae (Ostwald ou Ubbelohde). Dans
ce cadre, le temps d'écoulement d’'un volume doneéliglide dans un capillaire aux
dimensions connues, sous l'action d’une différetieegression, est relié a la viscosité de la

solution via la loi de Poiseuill&guation 7).

_ mRYIAP 0
T 8w
Avec : AP =plgll 8)
t temps d’écoulement de la solution dans le cayell¢s)
\% volume de solution traversant le capillaire dutartemps d’écoulement

AP différence de pression entre I'entrée et la saltieapillaire (Pa)
constante gravitationnelle (r#)s

p masse volumique du solvant (kg/dm
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R rayon du capillaire (m)

I longueur du capillaire (m)

Le rapport entre le temps d’écoulement de la smiut) et celui du solvant{) permet ensuite
de remonter a la viscosité relativg.() de la solution étudié&quation 9.

t

’7re| = E 9)

La viscosité peut également étre mesurée avecsaosimeétre a chute de bille. Pour cela, on
mesure le temps de chute d’une bille calibrée (ratalensité connus) dans un tube rempli de
la solution, suite a l'inclinaison de ce dernieum’angle choisi. Quand la bille atteint sa
vitesse limite ¢im), 'ensemble des forces qui s’appliquent sur gguilibrent, i.e. son poids
(P) (équation 10, la poussée d’Archimedd{) (équation 11) et la force de frottemenf)

(équation 12.

P=V, b, [0 )
F.=W%Lply (1
F= 67F7F\>bvllm 0-2)

V,  volume de la bille (1)
Db masse volumique de la bille (kg/dfin
Ry rayon de la bille (m)

Vim  Vvitesse limite de la bille (m/s)

On obtient alors une relation de proportionnalitéela viscosité dynamique de I'échantillon
et le temps de chute de la biligpation 13.

zéRbEg[lqpb_p)[ﬂ 13

n

En faisant le rapport entre le temps de chute ddl&adans la solution et celui dans le solvant

d’analyse, on obtient la viscosité relativgj de la solution étudié&quation 9.
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2- Détermination de la masse molaire

Dans le cas des polyméres covalents, la relatiomMaid&-Houwink-Sakuradaéguation 14)

est utilisée pour relier la viscosité intrinsequencpolymére a sa masse molaire :
pl=kdm, ) 14

[#]  viscosité intrinseque (L/g ou dL/g)
K eta coefficients de Mark-Houwink

La viscosité intrinséque se détermine a partir a@eviscosité relative en réalisant une
extrapolation a concentration nulle des relatioes Huggins €quation 15 ou Kraemer
(équation 19 :

T = [p)+k, o) o 15

c
e~ fp] ki e 9

Cependant, une extrapolation a concentration midist pas possible dans le cas des PSM ou
la variation de la concentration entraine une vViamade la masse molaire. De plus, la
détermination des coefficients de Mark-Houwink restie de mesurer la viscosité intrinséque
de polyméres isomoléculaires de masses molairasuesn Par exemple, S. Abed ef’abnt
utilisé un polymere covalent modele de leur PSM df¢ déterminer la viscosité intrinséque
pour différentes masses molaires et remonter aeficentsK et a de Mark-Houwink de
leur PSM. Néanmoins cette stratégie n'est pas gkeméent applicable car il est souvent

impossible de trouver un modéle adéquat.

Ainsi, en général les analyses viscosimétriques gludt utilisées pour une caractérisation
gualitative des PSM. En effet, la croissance noédire de la viscosité relative d’'une solution
de PSM avec sa concentration traduit la formatienlahgs PSK. La comparaison de la
courbe de viscosité relative du composé pouvanutgassocier en fonction de sa
concentration a celle d'un composé monomere témeipouvant pas s’auto-associer permet

ainsi de déterminer s'il y a formation de PSM densolution d'intéréf (Figure 7-b).
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Figure 7 : a) Schéma d’un monomere hétéro-ditopique pouvanssfabler dans de DMSO
sous forme de dimére ou de polymére en fonctiorcaladitions expérimentaleb) Courbes
de viscosité relative des différentes especes. gnwmtation importante de la viscosité
relative en fonction de la concentration permetnaettre en évidence la formation du PSM

(figures issues de la réf).

B-Osmomeétrie a pression de vapeur (VPO — Vapor Pressal

Osmometry)

La VPO est une méthode, dépendant des propriéliégatives des solutions, qui permet de
déterminer la masse molaire moyenne en nondgedes polymeéres.

L’analyse VPO s’effectue dans une enceinte mairgentempérature constante. Un récipient
rempli de solvant est placé dans I'enceinte afasslirer une pression de vapeur saturante en
solvant. Au centre de cette enceinte, sont dispdeas capteurs thermiques ayant chacun a
leur extrémité une goutte de solvant. Le remplacgrdaine des gouttes de solvant par une
goutte de solution diluée d'un soluté induit umaidution de la pression de vapeur du solvant
proportionnelle a la fraction molaire totale enuséld’apres la loi de Raoukduation 17) :

AP = P° [X, 1))

P,  pression de vapeur saturante du solvant
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X fraction molaire en soluté

Afin de revenir a I'équilibre, i.e. a une pressiégale a la pression de vapeur saturante du
solvant, il y a alors condensation de moléculesalgant sur la goutte de solution ce qui
entraine une augmentatiofi de la température de la goutte. L’appareil mesioes une
variation de résistancgR proportionnelle aT. La mesure ddR permet ainsi de remonter a
la fraction molaire en soluté, i.e. au nhombre dagm)molécules présentes dans la solution.
Connaissant la concentration massique de la solagodépart, on peut relidil a la masse
molaire moyenne en nombril{) du polymére en solution , dans le cas de faiéemtions

de température et de solutions idéales de polympaesa relation8)>>

AT = DTZD( 8
AP
. ) _h,_¢c M,
Simp<<m,ona: X,=—==—[>H—— @19
n M, 100Qp

H constante des gaz parfaits (8.314 J/K.mole)

AH  enthalpie molaire de vaporisation du solvant (oal)
Ny nombre de moles de solvant

Ny nombre de moles de soluté

c concentration massique en soluté (g/L)

M;  masse molaire du solvant

M masse molaire moyenne en nombre du soluté

Yo, masse volumique du solvant (kg/dm

Ce qui conduit a I'expressio2Q) :

akar 00)

n

ki, étant une constante d’appareillage.

Dans le cas de solutions non idéales, la relagondevient I'équationZ1)**
——k1 —kﬂE—’fB@?j (21) R1)
napp

Mnapp Masse molaire moyenne en nombre apparente di solut

B coefficient
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L’extrapolation a concentration nulle de cette tiela permet d’obtenirM,, aprés avoir
préalablement déterming via une calibration avec un composé de masse raatannue.
Cette technique permet de relif a desM, allant jusqu’'a 10000 g/mol. Au-dela de cette

valeur, la précision diminue car I'effet du solsté AT est moindre.

Cependant, dans le cas des P3M,dépend de et ne peut donc pas étre déterminée par
extrapolation & concentration ndfleW. Knoben et af® ont, dans le cas de leur PSM,
surmonté cette limitation par I'ajout d’une fractionolaire constante de stoppeur qui leur a
permis de rendre I, de leur PSM indépendante de la concentration emmeres. lls ont
ainsi pu effectuer I'extrapolation a concentrationlle nécessaire pour déterminit,.
Cependant, la mise en place d’un tel procédé raapta pas facilement a tous les systemes
supramoléculaires. Ainsi, en absence de stoppaunalsse moyenne en nombre déterminée
est uniqguement apparentd,(,,) pour une concentration donnée. La VPO n’est qmaxla
méthode de caractérisation la plus adaptée ponaljae des PSK Cette technique a
néanmoins été couramment utilisée par le groupardi¢th pour caractériser des PSM de CDs
d’environ 15000 g/mdéf?’. Pour cela, ils ont fait 'approximation que lewrsncentrations
d’analyse étaient suffisamment faibles pour pouwsaffranchir d’'une extrapolation a

concentration nulle.

C-Diffusion statique de la lumiére (SLS)

La diffusion élastique ou statique de la lumierd.§p est une méthode qui permet, en
mesurant 'intensité totale diffusék)(par une solution de polyméres, sur lequel urcézis

de lumiére incidente est envoyé, d’obtenir desrimgtions sur la masse molaire moyenne en
poids My), le rayon de girationRy) et le second coefficient du viriehf) des polymeéres en

solution.

La détermination de ces parameétres s’effectuegpraté d’'un diagramme de Zimmaigure
8) qui représente l'intensité totale diffuség) par la solution en fonction de sa concentration

(c) et de 'angle de détectiof)(
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Figure 8: Exemple de diagramme de Zimm.

La double extrapolation a angle de détection eteomation nuls permet d’obtenir la masse
moyenne en poiddVv,) des polymeres étudiés. Les pentes des droitémtmsité diffusée
en fonction de la concentration et de I'angle dedén @) permettent respectivement de

déterminer; etRy’.

Cependant, dans le cas des PSM, la masse molgiendiéle la concentration, ce qui rend
difficile I'extrapolation a concentration nulle peettant la détermination dd,,. F. Lortie et

al?® ont, néanmoins, réussi & contourner cette linitagn déterminant la concentration de
stoppeur de chaines a utiliser dans leur soluteiP8M afin de maintenir la taille de leurs
PSM constante sur la gamme de concentrations reéeess 'analyse SLS. Cependant,
comme dit précédemment, l'utilisation de stoppedeschaines n'est pas un procédé qui
s’adapte facilement a I'ensemble des systemes magptaulaires. En conséquent, la SLS

n'est pas une technique idéale pour I'étude destres dynamiques telles que les PSM.

D-Spectrométrie de masse par MALDI-TOF (Matrix-Assisted

Laser Desorption / lonisation- Time-Of-Flight)

La spectrométrie de masse par MALDI-TOF est unartiegie qui permet de déterminer la
distribution des masses molaires d’échantillonsP&M. Pour cela, I'échantillon est co-
cristallisé dans une matrice ionisante adaptégeumnet son ionisation et sa désorption sous
I'action d’un faisceau laser. Les macromolécul@esiabnisées sont accelérées dans un champ

électriqgue puis séparées selon leur rapport masseharge (m/z) dans le tube de vol. Les
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ions formés sont ensuite détectés a l'aide d'ureaiétr qui mesure le temps écoulé entre
'impulsion laser et I'impact sur le détecteur.t€mps de vol augmente avec leur rapport m/z.
A lissue d’'une analyse, on obtient un spectre cosépde pics représentant l'intensité relative
du signal en fonction du ratio m/z des macromokswdonstituant I'’échantillon. Dans le
domaine de la caractérisation des PSM de CDs detrgpnétrie de masse par MALDI-TOF a
été utilisée par A. Harada et5pour mettre en évidence la formation de PSM curéstide

14 unités di-CDs fonctionnalisées par un groupement invité. éddant, cette technique
reste peu utilisée pour caractériser les PSM quiadwle leur nature supramoléculaire sont

sensibles aux conditions expérimentales.

Bien gu’elles soient usuellement utilisées pourdeactérisation des polymeres covalents, les
différentes méthodes décrites dans cette parteeptént des limitations dans le cas des PSM.
En conséquence, leur utilisation pour la caracitds des PSM nécessite d’adapter les
conditions d’analyses quand cela est pos&ifte® et conduit généralement a un résultat
gualitatif ou a la détermination d’'une masse melapparente. Les résultats obtenus via ces
techniques nécessitent donc d’étre complétés pautré’s types d'analyses telles que les
analyses ITC ou RMN qui permettent via la détertomade K, de remonter indirectement a

la masse molaire par le calcul du degré de polwaton pour une concentration en

monomeres donnée.

lII- Détermination des dimensions des PSM

La formation d’un complexe CD/invité modifie la flifion des espéces en solution car la
masse molaire du complexe formé ou du PSM estrdifté de celle des partenaires isolés. Le
coefficient de diffusion est le paramétre qui pdrme traduire cette modification. Or, ce
parameétre est relié au rayon hydrodynamique dontdaure permet de remonter a la taille
des PSM étudiés. Différentes techniques permetfetéder a ce parametre, cependant, en
fonction de la nature du mouvement étudié et daditions d’analyses appliquées, différents
types de coefficients de diffusion peuvent étreragt. Avant de décrire les principales
méthodes utilisées pour mesurer un coefficient iffeisibn, un rappel du principe de la
diffusion et des différents types de coefficients diffusion pouvant étre mesurés sera

effectué.
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A-La diffusion

La diffusion est un mécanisme de transport pasgjeredré par la variation d’une grandeur
physique (concentration, température, orientationmwbment dipolaire etc.) dans un systéme
hors équilibre et tend a faire disparaitre cettéatian afin que le systéme retourne a un état
d’équilibre. Ce phénomene a lieu sous l'effet @gitation thermique et durant ce processus,
les particules en solution sont animées d'un mowrende diffusion aléatoire appelé
mouvement brownien. Ce mouvement est d( aux anliésgui ont lieu entre les molécules de
solvant et les particules de soluté ayant uneet#ils grande devant celle des molécules de
solvant. Indépendamment des collisions avec legcatds de solvant, une particule de forme
et de structure arbitraires peut étre animée dérdiits types de mouvements. Parmi ceux-ci,
on trouve des mouvements translationnel, rotatipmeeflexion, d’étirement, de contraction
ou de vibration. Dans le cas des particules sqglidesmouvements d’intérét sont uniquement
translationnel et rotationnel. En fonction de launa du mouvement de diffusion considéré,

on distingue ainsi les coefficients de diffusicanslationnelle et rotationneffe

1- Diffusion translationnelle et coefficient de diffusion

translationnelle

a- Loi de Stokes-Einstein

A. Einstein en 1908, M. Smoluchowski en 1986 puis P. Langeviif, en 1908, ont
successivement montré que le déplacement quadzatipyen (R?) d’une particule, qui

diffuse pendant un tempsdans une direction donnée en suivant un mouvebreninien, est
relié a son coefficient de diffusion translationedD; par la relation d’Einstein ou relation

d’Einstein-Smoluchowskigquation 22 :

D, = <F2*:> 02
avec :D, = Kol @3

f

Dy coefficient de diffusion translationnelle (m2/s)
(R?) déplacement quadratique moyen (m?2)

Kb constante de Boltzman (1.3806°20/K)

T température (K)
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f coefficient de friction

Par la suite, Stokes a montré que, pour des pkasigphériques en concentration diluée et en
mouvement dans un liquide newtonien de viscagitbexiste une relation entre le coefficient

de friction et le rayon hydrodynamique des paragsubppelée loi de Stokesy(ation 24) :
f OAmR, @4

A constante dépendant du type de mouvement detlaypardans le liquide

n viscosité du milieu (Pa.s)

Rn rayon hydrodynamique ou rayon de Stokes de la sptiere équivalente ayant un
coefficient de diffusiorD (m)

En reliant la relation d’Einstein et la loi de Séskdans le cas de particules sphériques en
mouvement translationnetquation 25,
f, =6/mR, @5
on obtient la relation de Stokes-Einste@gation 26 qui permet de relier le coefficient de
diffusion translationnelle au rayon hydrodynamigleda particule :
_ K, T
Y emR,

L’expression du coefficient de diffusion montre daediffusion d’'un soluté dépend de la

e6)

température du systeme, de la viscosité du milieuelle se produit et de la taille des
particules impliquées. Le coefficient de diffusiest donc une donnée importante car |l
permet en suivant le processus de diffusion d’uhastillon, dans un milieu et a une

température donnée, de remonter aux propriétépattésules qui le composent.

b- Coefficients de diffusion translationnelle

La diffusion translationnelle est caractériséeyracoefficient de diffusion translationnelle. Il
est déterminé en suivant la diffusion engendrée ypargradient de concentration ou en
mesurant la diffusion d’'une espece marquée a savse solution uniforme de molécules non
marquées. En pratique, on identifie deux types akdficients de diffusion translationnelle
différents : le coefficient de diffusion mutuellas al’inter-diffusion D, et le coefficient

d’autodiffusionDs,

La diffusion mutuelle a lieu dans les systemes ssuinun gradient de concentration. Le
coefficient de diffusion mutuellB,, associé a ce phénomene est décrit par la loiake iFest

relié au mouvement collectif des particules.
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En absence de gradient de concentration, il y uosi une diffusion moléculaire sous I'effet
a la température. Dans ce cas, on parle alors atldfutsion. Il s’agit d’'un phénomene
aléatoire car il décrit les mouvements aléatoies mharticules dus a 'agitation thermique. Le
coefficient d’autodiffusionDs associé a ce phénomene décrit le mouvement d'arieyde
dans une solution composée de particules de méteend’autodiffusion est observée dans

trois cad’:

- La diffusion d'une molécule individuelle dans unelusion contenant d'autres
molécules de la méme espeéce. Elle est caractguagéan coefficient d’autodiffusion
Ds

- La diffusion d’'un radio-isotope d’une molécule mdiuelle du soluté étudié dans une
solution contenant d’autres molécules de la mémeaes Elle est caractérisée par un
coefficient d’autodiffusionDyaceu L€ radio-isotope est chimiquement identique au
soluté, sa diffusion sera donc équivalente a l'diffizsion du soluté®..

- La diffusion d’'une espéece marquée et chimiquemdgf#rdnte du soluté. Dans ce cas,
cette espéce doit étre présente en tres faibletiguaBa diffusion est caractérisée par

un coefficient d’autodiffusioMsonde

c- Relation entre D; et masse molaire

Dans le cas de particules sphériques, en combliadoit de Stokes-Einsteiréuation 26) et
I'expression du rayon hydrodynamique en fonctionadmasse molaire, on obtient la relation

(27) entre le coefficient de diffusion translationeedtt la masse molaire :

K, T BMVJ% 07

"em | 47N,
qui montre que : D, OM 7
M masse molaire de la particule (g/mol)

v volume partiel spécifique de la particule, i.e/drse de sa densité

Na nombre d’Avogadro

d- Relation entreD; et concentration

Dn, et Ds dépendent de la concentration. En bon solvanndjleaconcentration augmerie

tend a diminuéf etD,, tend & augmenter selon la relati@B){° :
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D,, =D, [{l+k,c+..) 9
Do coefficient de diffusion translationnelle a ditutiinfinie
C concentration (mol/L)

kp coefficient de concentration

Aux faibles concentrationf)s et Dy, deviennent constants et égauP@ le coefficient de
diffusion d'un soluté isolé. Pour s’affranchir det effet de la concentration, il faut donc

extrapoler la valeur du coefficient a concentratioie afin d’obteniDy.

2- Diffusion rotationnelle et coefficient de diffusion

rotationnelle

De la méme facon que dans le cas du mouvementatiangel, on peut également décrire le
mouvement brownien rotationnel d’'une particule sigue®™. Dans ce cas, le déplacement
xest remplacé par I'angle de rotati@nla vitessev par la vitesse de rotation angulafpeet

la massam par le moment d’inertié

dé
Avec: Q=— 9
v €9

Le mouvement brownien rotationnel est relié a leofadont s’orientent les dipbles en

présence d’'un champ électrique i.e. susceptit@lgétriqgue. En effet, quand une particule est
soumise a un champ, elle tend a s’orienter en stis@ champ. Elle va donc réorienter son
axe de rotation d’'un angkeen un temps. La vitesse a laquelle la particule va répondre au

champ dépend de sa vitesse de rotation angulaire

On peut ainsi en mesurant la relaxation d’'un mondgmblaire déterminer le coefficient de

diffusion rotationnelleD, de la sphere équivalente soumise a cette diffusitationnelle. Le

coefficient de diffusion rotationnelle traduit l&fdsion rotationnelle le long d’un axe donné.

L’expression de la loi de Stokes-Einstein dansale @de mouvements rotationnels est donnée

par I'équation 80) :
K,T

= 80
D, coefficient de diffusion rotationnellets
Avec : f. =8mR® 61
fr coefficient de friction dans le cas de mouvemeoitstionnels
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D, dépend donc de la taille de la particule étudi€erdtation s’exprime en général en termes
de temps de corrélation plutét qu’en coefficient de diffusion rotationreellLe temps de
corrélation rotationnel s’exprime selon I'équati{@2) :

1

= Fon 82

ATRn
K,T 63

Donc:7 =

Le coefficient de diffusion rotationnelle peut ététerminé par différentes techniques telles
que la diffusion de la lumiére dépolarisée (DBLYu la spectroscopie de corrélation de
fluorescence (FC$) La diffusion rotationnelle joue également un rééns la relaxation de
dipbles observée par RMN. La mesure du temps deatbn longitudinal T1, lors de I'étude
de la complexation entre [&CD et des nitramines, a permis de déterminer festemte de
dissociation des complexes étudié€ette mesure peut donc constituer une alternative
analyses de RMNH, dans le cas de complexes induisant de faiblpidéments chimiques.

Au cours de ce projet, le coefficient de diffustoanslationnelle a été principalement étudié
dans le but de déterminer la taille des PSM forrhassuite de cette partie est donc axée sur

les principales techniques de caractérisation piamtesa détermination.

B-Spectroscopie RMN DOSY (Diffusion Ordered two-

dimensional SpectroscopY)

La RMN DOSY est une technique qui permet de détmemie rayon hydrodynamique des
particules en solution via la mesure de leur coedffit d’autodiffusionDs. Elle est utilisée
pour mettre en évidence la formation d’'un compl€x¥invité en comparant le coefficient de
diffusion de I'invité libre & celui du comple¥e Elle permet également de mettre en évidence
la formation d’'un PSM en suivant I'évolution dBs avec la concentration totale en

monomeres.

Lors d’'une analyse DOSY, une série d'expérience®GSE (pulsed gradient spin echo) est
appliguée a I'échantillonFgure 9). Au cours d'une séquence, l'aimantation des spins
orientée selon I'axe z est, tout d’abord, bascdkies le plan x-0-y a I'aide d’'une impulsion

d’excitation 90°. Ensuite I'application d’'un gradtede champ pulsé (PFG) orienté selon I'axe

z, pendant une durég introduit un déphasage de I'aimantation globale gf#ss le long de
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'axe z. Au tempst, une impulsion 180° de refocalisation renversariantation, puis, un
second PFG, identique au premier inverse les phdsefaimantation des spins avant
I'enregistrement du signal au temps Eette séquence est répétée plusieurs fois esantil

des gradients de champ pulsé de puissances craissan

90" 1807

5 signal

Bl P

il

Figure9: Séquence PGSE (pulsed gradient spin é¢ho)

Si les spins sont stationnaires durant la périodei sépare les deux PFG, alors le déphasage
et le phasage de I'aimantation des spins se corapees l'intensité du signal mesurg &3t
maximale Figure 10-g. Par contre, si les molécules en solution difflséa position des
spins le long de I'axe du PFG change au coursidietvalle A, entrainant ainsi un décalage
des phases de I'aimantation des spins. Ce décdiagehase conduit a une diminution de

l'intensité du signal mesuré Eigure 10-b).

Dans le cas d’'une diffusion isotrope en solutiGattdnuation de l'intensité du signal est une

fonction exponentielle du coefficient de diffusides particules en solutioaquation 34) :

g =1, @xp(-bD,) 84

grad
Avec : b = y°g%5° EﬁA ——j -R (35

lgrad  INtensité du signal apres application de la secp&FG
lo intensité initiale du signal

y rapport gyromagnétique (rad/T.s)

g force du PFG (T/m)

0 durée de I'impulsion du PFG (s)

A délai de diffusion (s)

Ds coefficient d’autodiffusion (m2/s)
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R constante permettant de prendre en compte leateda

a) X b)
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R I 4 4N
. - [
T A ] t\ /— 1 \ ]
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— —— |" "|_
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En absence de diffusion : En présence de diffusion :
Intensité du signal constante Diminution de I'intensité du signa

Figure 10 : Evolution de l'intensité du signal @) absence db) en présence de diffusion des

particules en solution (figure issue d’'un suppatfdrmation de la société Bruker).

Ainsi, en tragantin(l ., /1,)=-b[D,, on obtient une droite dont la pente permet cider

au coefficient d’autodiffusion. La représentatianplus courante des spectres DOSY se fait
sous la forme d'une carte 2D décrivant le coefiiciele diffusion en fonction des
déplacements chimiques. La RMN DOSY permet de neesies coefficients de diffusion

inférieurs & 13’ m¥'s si les conditions d’analyse sont favoraliles

La mesure du coefficient de diffusion par RMN DOB&rmet ensuite de remonter au rayon
hydrodynamique de la sphére équivalente a l'aidadelation de Stokes-Einstei@quation
26). Cette technique permet ainsi de mettre en égléamformation de complexes CD/invité
et de remonter a la taille des PSM formés.

Dans le cas d’échantillons polydisperses, la RMNSY@onduit a un coefficient de diffusion

moyen en poidséguation 36)*3:

> M;N,D,

TTSTMN

(36)

Avec M;, N; et D;, respectivement la masse molaire, le hombre desailée coefficient de

diffusion de lai™population de particules du mélange polydisperse.
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C-Diffusion dynamique de la lumiére (DLS — Dynamic Lght
Scattering)

La diffusion Quasi-élastique ou dynamique de lai&rs (QELS ou DLS) est une technique
qui permet de déterminer le rayon hydrodynamiqueepadeticules en solution via la mesure de

leur coefficient de diffusion translationnelle.

1- Principe et mesure de la diffusion dynamique de la lumiere

Lors d’'une mesure par DLS, un faisceau incideriideére monochromatique est envoyé sur
I'échantillon contenant les particules en solutiaa. lumiere diffusée par I'échantillon est
ensuite recueillie par un détecteur placé a uraiceangle par rapport au faisceau incident. Le
nombre de photons regus par unité de temps (keupsaf le détecteur est équivalent a
lintensité diffusée par I'’échantillon. Du fait dmouvement brownien des particules,
lintensité diffusée en fonction du temps par l'éotillon varie. Ces variations sont
proportionnelles a la vitesse de déplacement degylas et fluctuent autour de la valeur de
I'intensité moyenne diffusée sur le temps totdkl,>) (Figure 11-3. Dans le cas de la DLS,
I'échelle de temps de la mesure est trés courtapacée a la SLS, ce qui permet de mesurer

ces fluctuations rapides (nanosecondes) de l'ifttedgfusée.

a) b)
grosses particules ‘ )
'\/i\/iv\/\/'v\/\ Gy(T) =Z () . I(t+T)
| T — g
)
petites particules
t t

Figure 11: a) Variations de lintensité diffusée en fonction demps. b) Fonction
d’autocorrélation de l'intensité diffusée (figuresue d’'un support de formation de la société

Malvern Instruments).
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A patrtir de ces variations, le systeme de déteatsooonstruire une fonction d’autocorrélation
de l'intensité diffuséds,(z) (équation 37 ; Figure 11-B out est l'intervalle de temps entre
deux points durant lequel la corrélation est etféet:

G,(r)= (100 +7) =tim 2 [1 1) 1+ )rel a7

t—l-

La fonction d’autocorrélation de lintensité diffees diminue de facon exponentielle dans le
temps. Les petites molécules en solution se démigtes rapidement que les grosses, elles
induisent donc une décorrélation (variation deténsité par rapport a l'intensité initiale) a
des temps de corrélatiom)(plus court contrairement aux particules de grataiée qui
décorrelent sur des temps plus loR@(re 11-b). La fonction d’autocorrélation est donc liée

au coefficient de diffusion translationelle destigailes en solution.

Plusieurs algorithmes permettent, a partir desttmgrammes obtenus, de remontéd; Jpuis

au rayon hydrodynamique des particules via laimglade Stokes-Einsteirequation 26 (cf.
Annexe ). L'analyse DLS permet ainsi de remonter a ddiesade particules allant de 2 nm
a quelques micrometres.

Dans le cas de particules non sphériques, la Difhielte rayon de la sphere dure ayant le
méme coefficient de diffusion translationnelle dm@articule analysée.

Si I'échantillon analysé est polydisperse, la Didaduit a un coefficient de diffusion moyen
en z eéquation 39 et a une moyenne harmonique en z du rayon hydesdigue €quation
39) :

> N,M?D,
TN (38)
> NM?
I:eh,moyen =t (39)

N,M2
>R,

Avec M;, N;, D; etR,;, respectivement la masse molaire, le nombre desntd coefficient de
diffusion et le rayon hydrodynamique de e population de particules du mélange

polydisperse.
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2- Distribution de tailles de particules

La mesure de DLS donne acces a une distributioraitles pondérée en intensité. De plus,
lintensité diffusée est proportionnelle au diaméttes particules (d) a la puissance six

(équation 40 :

g (e

I intensité diffusée

lo intensité du faisceau incident

0 angle de détection

o longueur d’onde du faisceau incident (nm)
d diamétre de la particule

ny indice de réfraction du milieu

n, indice de réfraction des particules

Il en résulte que l'intensité diffusée par les gassparticules est plus élevée que celle diffusée
par les petites. La DLS est donc une technique g#gusible aux particules de grande taille.
En conséquence, il est important que I'échantifiont filtré avant analyse afin d’éliminer les

signaux dus a la présence de grosses particulgereas tels que ceux dus aux poussieres.

Pour établir cette distribution de tailles pondéedeintensité, l'indice de réfraction et la
viscosité du milieu doivent étre connus. Le résudtst représenté sous forme d’intensité
diffusée relative en fonction de la taille de parke. A partir de la distribution en intensité, en
utilisant la loi de Mie, il est possible d’obterdr distribution en volume (équivalente a une
distribution en masse) et la distribution en nomlisteur effectuer cette transformation, les
propriétés optigues des particules i.e. indice dfFaction et absorbance doivent étre
renseignées. De plus, on fait, dans ce cas, I'lngsat que les particules sont sphériques et
gu'elles ont toutes une densité équivalente et lygme. Cependant, dans le cas
d’échantillons polydisperses, lors du passage dhbskaibution en intensité aux distributions
en volume et en nombre, I'erreur sur la mesuremastiplieée. En conséquent, dans le cas
d’échantillons comportant plusieurs populationgst conseillé de n'utiliser les distributions
en volume et en nombre que pour estimer la quardisééive d’'une population par rapport a
une autreKigure 12).
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Figure 12 : distribution de la taille des particules en nombrelume et intensité (figure issue
d’un support de formation de la société Malvernimsents)

3- Applications de la DLS a la caractérisation des CDs

La DLS est tres utilisée pour la caractérisatios dssemblages de CDs car c’est une
technique simple a mettre en ceuvre et le tempsalys@ est court. G. Gonzalez-Gaitano et
al** ont effectivement mis en évidence par DLS la présed’agrégats de CDs dans les
solutions de CDs natives. Cette technique est égaileutilisée pour étudier la formation de

PSM de CDs a base de monoméres hétéro-ditopiqueB) (du de diméres de CDs.

Cependant, la DLS mesure le signal de toutes [@sces qui diffusent dans I'échantillon, elle

ne permet donc pas de différencier les assemblpEsfiques et non spécifiques comme le
montre I'étude réalisée par M. Munteanu et°aur la formation d’assemblages entre CDs
fonctionnalisées et diméres de CDs. D’autres tegles de caractérisation telles que la
viscosimétrie, la diffusion des neutrons ou la wscopie doivent donc étre utilisées pour

compléter l'interprétation des résultats d’analysasDLS.

D-Dispersion de Taylor (TDA — Taylor Dispersion Analgis)

La dispersion de Taylor est une technique de a@niaation qui permet de mesurer le
coefficient de diffusion mutuellB,, des particules en solution. Connaisdapt il est possible
de remonter a des rayons hydrodynamiques allagqujas nanométre pour des composés
détectables par spectroscopie UV ou de fluorescdmmeTDA permet ainsi une mesure
sensible de la taille des petites particules costreent a la DLS qui est plus sensible aux
particules de grande taille.
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Lors d'une analyse par dispersion de Tayl@r, est déterminé via la mesure de
I'élargissement du pic d’injection d’un soluté lats son écoulement sous flux laminaire dans
un tube capillaire. La TDA est une technique desgéination deD, simple, rapide et ne
nécessitant pas d’étalonnage. Cette méthode aétdoppée en 1953 par G. |. Tayfopuis
optimisée par R. Arf en 1956. L'analyse s’effectuait initialement dales capillaires de 1 &
10 mm de diamétre et pouvait durer des heurese@ed d’'analyse a été réduit a quelques
minutes suite aux travaux de Bello ef%fjui ont introduit I'utilisation de capillaire crewen
verre d’'un diameétre de 50 um. Cela a égalementipatenrendre compatible la mesure de
TDA avec les appareils commerciaux d’électrophoresgillaire (CE). Apres injection de
I'échantillon par pression hydrostatique, le swdu profil d’élution du soluté s’effectue a

I'aide des détections UV et / ou de fluorescenseahibles sur ces équipemerig(re 13).

4 "
Enceinte thermostat

Détecteur U\

Figure 13: Schéma d’'un dispositif de TDA. L’échantillon ersipon (2) est injecté par
pression hydrodynamique et circule a débit constkamts le capillaire via un flux continu de
solvant en position (1). Aprés passage devant fectiur UV, I'échantillon est évacué dans

le flacon situé en position (3).

1- Phénomenes mis en jeu au cours de I'élution du soluté

Au cours d’'une analyse par dispersion de Taylorbdade d’injection va s’élargir sous

I'action combinée de différents phénomenes :
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- Ladiffusion longitudinale
Le gradient de concentration présent aux extréntigééa bande d’injection va induire une
diffusion longitudinale du soluté selon I'axe dwxlqui contribuera a son élargissement
(Figure 14-3.

- La convection
Dans un capillaire, le déplacement de matiere mdtnaar un fluide sous flux laminaire induit
la formation d’'un profil parabolique de vitesse.l&se traduit par un gradient de vitesse de
convection selon l'axe perpendiculaire au flux, Videsse étant maximale au centre du
capillaire €quation 42 et nulle sur les bords. L'équation du profil gaskgue de vitesse est

la suivante équation 47 :

0 =2, EEM = J a1)

Ur vitesse de convection a une positida long de I'axe radial (m/s)

Ux vitesse de convection moyenne dans le capillaifs)(

U = 2, 42
Unax Vitesse maximale atteinte quand R

R rayon du capillaire (m)

r distance sur I'axe radiale du capillaire (m)

aVGCI’maX: R etrmin = O
Ce profil parabolique de vitesse d’élution du sélué induire un gradient de concentration

selon I'axe radialKigure 14-h).

- La diffusion radiale
Le gradient de concentration crée par le profiapalique de vitesse d’élution du soluté va
induire une diffusion radiale du soluté (ou diffusitrans-axiale ou transfert de masse) selon

I'axe perpendiculaire au flux qui va ainsi contrielnaer ce gradient de concentration.

Dans des conditions ou la diffusion longitudinadé megligeable, I'élargissement de la bande
d’injection est causé par le profil paraboliquevitesse et la diffusion radiale. Ce phénomene
est appelé dispersion de Tayléigure 14-0.
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a)

b)

c)

to t<ty ty

Diffusion longitudinale# 0
Profil de vitesse = 0

Diffusion radiale = 0

Diffusion longitudinale# 0
>> > > Profil de vitesse: 0
Diffusion radiale = 0
Diffusion longitudinale~ 0
)::? Profil de vitesse: 0
Diffusion radiale# 0

Figure 14 : a) Diffusion de la bande d’injection dans un capileaien absence de profil de

vitesse et en présence de diffusion longitudin@leen cas de profil de vitesse sans diffusion
radiale et en présence de diffusion longitudinab® en cas de profil de vitesse, en présence
de diffusion radiale et en absence de diffusiomgikoidinale i.e. condition de dispersion de

Taylor. Avedy correspondant au moment de l'injection gati temps écoulé au moment de la

détection.

Les travaux de R. Arf§ ont permis de compléter la théorie développéezar Taylof® afin
de rendre applicable cette technique dans destammsliou la diffusion longitudinale est non

négligeable.

Au temps d’analysdy, on obtient une bande d’injection dans laquelleniélange de
concentrations a eu lieu du fait de la dispersienTdylor et a ainsi conduit a un profil de
concentration symétrique de type gaussien. La larde ce profil de concentration est liee a
la taille des particules de I'échantillon. En effiets particules de petites tailles diffusent plus
rapidement le long de I'axe radial et peuvent agfscacement contrebalancer le gradient de
concentration dd au profil parabolique de vitedsées conduisent donc a profil étroit de
concentration. A l'inverse, les particules de &slplus importantes diffusent plus lentement le

long de I'axe radial et conduisent ainsi a un padi concentration plus larggigure 15).
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2- Détermination du coefficient de diffusion
a- Equation de Taylor-Aris

En 1953, G. I. Taylor a démontré de facon analgitpulien entre le coefficient de diffusion
d'un soluté et la largeur du profil de concentnatiu fait de sa dispersion dans la bande
d’injection. Pour cela, il a tout d’abord établi le bilan de iex&@ en régime non permanent
(équation 43 i.e., lorsque le flux de matiere en chaque poarie avec le tempss lors de la

diffusion d’'un soluté a la concentratiomlans un cylindre de rayd:

oc _ ’c 0 oc)  dc
E_DLGZXT+DRG}5[ér—j u € @3

or )
c concentration en soluté en fonctionxler ett
r distance radiale
X distance axiale

L’équation ainsi obtenue est appelée équation ddirzoté ou équation de diffusion
convection en régime non permanent et en coordsmé@mdriques. Dans I'équatiodd) le
premier terme correspond au flux de diffusion Itugjinale, le deuxieme au flux de diffusion
radiale et le troisieme terme au flux de transpart convection sous lequel se déplacent les
particules. Cette équation montre que la conceotradcale en soluté dépend de la distance
axiale x, de la distance radiale ainsi que du temps. Pour faciliter la résolutian abtte
éguation, on considére gleest indépendant de la concentration. Selon ledittons limites
appliguées, cette équation peut étre simplifiélestolutions qui s’expriment sous la forme
du profil de concentration permettent par la sdéealculer le coefficient de diffusion a partir
des profils de concentration expérimentaux.

Pour simplifier I'équation de diffusion convectioB, I. Taylor a appliqué comme condition
limite que les phénomeénes de diffusion longitudinabnt négligeables comparés a la
diffusion radiale. Il a alors obtenu deux soluti@malytiques a cette équation en fonction du

mode d’injection de I'échantillon utilis&quation 45etéquation 47 :

- Injection en mode impulsion i.e. injection d’'unifi volume de solutior~{gure 15) :

2 2\
c=_M 1 _uge-ty) @4
2 R? Wkt 4kt
M masse molaire du soluté (g/mol)
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Dans ce cas, la distribution de concentration apgelong peut étre approximée par une

gaussienne :

c:=A®x{—Q:%X1 é5)

20

A amplitude du pic
0? variance du pic

k coefficient de dispersion
0.20+
0.151

0.10

Absorbance

0.051

0.00 : /\ e

0 200 400 600
Time (s)

Figure 15: Exemples de taylorgrammes issus des analyses €e mgulsion de deux
échantillons d’insuline a 0.1 mM (en rouge) et & MM (en noir) dans un tampon phosphate
a pH 7.4. L'augmentation de la concentration danss cconditions conduit a une
augmentation de la taille de l'insuline qui passedimére (R=2 nm a 0.1 mM) a hexamére
(R, = 2.8 nmn a 0.6 mM). Les analyses ont été effestaé25°C, sur un appareil comportant

deux fenétres de détection associées a un détedd®ur Les taylorgrammes ont été

enregistrés & 200 nm (figure issue de la 18f.

- Injection en mode front i.e. injection en contireild solution Figure 16) :

c _1.1_ [uft-t,)
C__ZiZGr{ } @6)

2kt

Co concentration injectée

Dans ce cas, la distribution de concentration pgetapproximée par la fonction suivante :

_1,1 [(t-ty)
—Zizerf{ } a7

C
Co
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Figure 16 : Exemples de taylorgrammes modélisés issus degsasabén mode front d’'un
échantillon d’ADN dans un tampon trishydroxyméthyilzométhane (TRIS) & pH 7.4. Les
analyses ont été effectuées a 25°C, sur un appamiiportant un détecteur UV. Les

taylorgrammes ont été enregistrés a 200 nm et 26(figure issue de la rét)

Dans ces 2 cas, par analogie entre les equaddhet @5), d’'une part et entre les équations
(46) et @7), d’autre part, on obtient I'expression du coefit de dispersioréuation48) :

_u o’

K 2t, ¢

Or, dans le cas ou la diffusion longitudinale péue négligéeD est relié au coefficient de
dispersion par la relatiod ) :

R* L2
D= = 9
48k ¢9

En combinant ces deux relations, on obtient I'éguatie Taylor équation 50 qui relie

I'élargissement de bande au coefficient de diffnsio

R? [#2
D= d 0
240° €0

Dans le cas ou la diffusion longitudinale n’est pagligeableD est alors relié au coefficient
de dispersion par I'équation de Taylor-Arggj(lation 57 :
. R? (L}

k=D 1
48D o1
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En combinant cette équation avec I'expressit8) ek, on obtient I'équations2) :

2 2 RZ 2
u, " _ D+ Tl 62)
2t, 48D
Aprés recombinaison, cette expression conduit &goation du? degré équation 53 :
2 2 RZ 2
p?-pcx (R, 63)
2t, 48
dont la solution est I'expressiobd) :
I |, ? |12 o 2
D= d d _ d _R_ 64)
4t t2 ts 3

b- Approche chromatographique de I'équation de Taylor

Le lien entre la largeur du profil de concentratgire coefficient de diffusion a été déterminé
de facon analytique par Taylor et Aris. Une appeochromatographique permet également
de retrouver le résultat de Taylor en utilisant dagametres chromatographiques tels que la
hauteur équivalente a un plateau théoridue

Dans le cas d'un capillaire non rempli, I'équatida Golay équation 55, qui décrit la

variation deH en fonction de la vitesse de convection, prerfdriae suivante :

. 69

Le premier terme de cette équation est lié a fagldn longitudinale. Le deuxieme terme est

lié a la diffusion des molécules de soluté darsehes perpendiculaire a I'écoulement.

En diffusion de Taylor, on se place dans des cmmditexpérimentales ou la diffusion

longitudinale est négligeable, I'équatidsb) se simplifie alors en I'équatiob®) :

R [
=m0 0o
| [&?
or, H = dt2 67
d

En combinant les relations5€) et (67), cette approche chromatographique permet de

remonter a I'équation de Taylagquation 50).
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Pour exprimerD en fonction de I'élargissement de bangde dans le cas ou la diffusion
longitudinale n’est pas négligeable, il faut relikrs relations §5) et (67). Aprés
recombinaison, on retrouve I'équation d @egré 63) précédemment décrite :

Dont la solution est I'équatiorb4). Cette solution s’exprime également en fonctienHl

selon I'expressionsg) :

L U P
D—4EEH H 3] 69)

c- Conditions d’application de I'équation Taylor-Aris

L'équation de Taylor s’appligue dans des conditiomgérimentales ou la diffusion

longitudinale est négligeable. Pour que cela sait, deux conditions doivent étre remplies.
La premiére condition est que le temps mis paoleté pour atteindre le détecteur doit étre
suffisamment long de fagon a permettre au solutiéadkerser plusieurs fois la section radiale
du capillaire pour contrebalancer le gradient deceatration di au profil parabolique de

vitesse i.et, >>t , avec:

I
t, = 69
uX
2R?
t =——— 0
" 38°D €0
ty temps de détection
tr temps caractéristique de diffusion sur une digagale au rayon du capillaire

Ux vitesse de convection moyenne dans le capillaifs)(

D coefficient de diffusion (mz/s)

Pour vérifier la validité de cette condition, lerg@étre adimensionnel(équation 61) a éte

introduit :

= 6)
4 temps adimensionnel de résidence

Pour que : Yy _ 3';32 r>1 62
Il faut donc que : 7> 014
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La deuxiéme condition est que le phénomene destfiffulongitudinale doit étre négligeable
devant le terme de lié aux effets dispersifs li€.au transfert de masse du soluté contribuant
a I'élargissement du pic via la diffusion radiale sbluté. Cela se traduit d’apres I'équation de
Golay par un premier terme de cette équation néglite devant le deuxieme, ce qui revient
a:

R? W2
48<< X 63

Pour vérifier la validité de cette condition, lenmore de Pécletéquation 64 qui est un
parametre adimensionnel a été introduit :

Rlu
P=— 4
=5 64

P nombre de Péclet

e

Pour que la 2condition soit respectée, il faut donc que :

P, >>./48=69

De maniere générale, on considere que ces deuxtiomsdsont remplies quand> 10 x 0.14
et P. > 10 x 6.9. Cependant, H. Cottet ef’abnt montré que pour ces deux paramétres une

erreur suD inférieure ou égale a 3% était obtenue poui.25 etPe > 40.

Si ces conditions ne sont pas remplies, pour ac&ylon n’utilise plus I'équation de Taylor
mais la solution de I'équation du2degré qui relieD et I'élargissement de bandg

(équation 549.

3- Détermination du rayon hydrodynamique

La TDA permet de mesurer expérimentalemeht puis de déterminer le coefficient de

dispersion moye du PSM étudié a l'aide de I'’équation de Taylégyation 50, puis le

rayon hydrodynamique a l'aide de la relation dek&seEinstein¢quation 26).

Si le détecteur utilisé est sensible a la concgatranassique du composé, on obtiendra a une

moyenne harmonique en poids du coefficient de slifiu @quation 65 qui permettra ensuite

la détermination d’'un rayon hydrodynamique moyempeids €quation 69 :
D N M,

moyen = IN—.M.

20

D (65)
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ZNiMiRh,i

hw — W (66)

R
Si le détecteur utilisé est sensible & la concgatranolaire du composé, on obtient a une
moyenne harmonique en nombre du coefficient deigidh moyenéquation 67 qui permet

ensuite la détermination d’'un rayon hydrodynamiopogen en nombreéquation 69 :

2N

Dmoyen - N. (67)
=D,
Z Ni RM

Rh, e E— (68)

4- Exemples d’applications de la TDA pour la caractérisation

des CDs

La TDA a l'avantage de permettre une mesure pratgsecoefficients de diffusion mutuelle
des particules en solution. A. C. F. Ribeiro efaint démontré que la précision sur la mesure
de TDA était de 1 a 2%. Pour cela, ils ont compasévaleurs d®, obtenues par TDA a
celles obtenues par conductimétrie et interféraméiour le sucrose et KCl qui sont des

molécules références dont les propriétés sontdmanues.

Dans le domaine des CDs, ils ont également détértascoefficients de diffusion mutuelle &
25°C en solution aqueuse de-CD pour des concentrations de 2 mM & 10 fiND,, = 3.52

x 10%° & 3.46 x 13° m?/s) et de I$-CD (Dm = 3.24 x 10° & 3.18 x 13° m2/s) pour des
concentrations de 2 mM & 8 nifviLes valeurs obtenues sont en accord avec lesrsale la
littérature dans la méme gamme de concentrafiors ce qui permet de valider cette

technique pour la caractérisation de ce type deécnds.

La TDA a également été utilisée pour mettre en eéndéeé la formation de complexes de
cyclodextrines. A. C. F. Ribeiro et Blont par exemple étudié les complege€D/caféine.

Dans ce cadre, ils ont dans un premier temps di&ténes coefficients de diffusion mutuelle
de chaque partenaire. lls ont ensuite déterminédefficients de diffusion mutuelle dans le
cas du mélange CD/caféine. En augmentant la camatiemt de CD, ils ont observé une
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diminution du coefficient de diffusion de la caféisigne de la formation d’'un complexe entre

les deux partenaires.

Par ailleurs, la TDA a été utilisée par H. Jenserald’ pour déterminer les constantes

d’association entrp-CD/naphthol ep-CD/naproxene.

Du fait de sa sensibilité, la TDA peut également éttilisée pour suivre la formation
d’'oligoméres protéiques. H. Jensen € ant montré que la TDA était suffisamment sensible
pour permettre de suivre la formation de dimere pithhiexamére d’insuline dont la formation

est favorisée par 'augmentation de la concentnaio insuline a pH physiologique.

Cette technique est donc parfaitement adaptée Petude des PSM car elle permet de
caractériser et distinguer les monomeres des compliormés. Cependant, la TDA est une
méthode chromatographique, en conséquence, I'éitbargubit une dilution au cours de son
analyse. Le facteur de dilution au sein des equgmesnde TDA est, toutefois, moins
important que celui des appareils de chromatogeagleixclusion stérique (SEC) utilisés pour
la détermination des masses molaires des polyneeredents. La dilution de I'échantillon au
cours de I'analyse TDA ne constitue donc pas unédtion a l'utilisation de cette technique
pour la caractérisation des PSM comme c’est lepoas I'analyse des PSM par SEC. |l est,
cependant, nécessaire de déterminer le facteurlakton de I'équipement utilisé afin de
pouvoir relier leR, du PSM analysé par TDA a la concentration totalemonomeéres
réellement détecteés.

V- Détermination des dimensions et de la forme des PSM

Certaines techniques de caractérisation permeitientois la détermination des dimensions et
de la forme des objets étudiés. Dans ce cas, a@mrent aux méthodes décrites dans la
partie précédente, les dimensions des structuralys#®s ne sont pas celles de la sphére
éguivalente mais sont directement liées a la fateeePSM formés. Deux types de techniques
sont décrites dans cette partie, d’'une part I'aseabe diffusion des neutrons aux petits angles
(SANS) qui permet une détermination indirecte de @&#ormations par la mesure de
lintensité des neutrons diffusés par [I'échantijloet dautre part, les méthodes
microscopiques qui permettent une observation @irde I'échantillon étudié.
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A-Diffusion des neutrons aux petits angles (SANS — Sih

Angle Neutrons Scattering)

La diffusion des neutrons est une technique qunperd’accéder a des informations sur la
forme et les dimensions de particules en solutiomedtaille de 1 a plus de 100 nm sans

nécessité de prétraitement de I'échantillon avaatyse.

Au cours d’'une analyse de diffusion élastique dagnons, un faisceau monochromatique de
neutrons d’'une longueur d’onde généralement siardee 0.2 et 1 nm est envoyé sur un
échantillon. Ce dernier en interagissant avec tgaux atomiques des particules constituant
I'échantillon va induire la formation d’'un faisceale neutrons diffusés de méme longueur
d’onde que le faisceau incident et d’amplitude c@mésée par une longueur de diffusioh

La longueur de diffusion varie peu avec le typdatiae mais elle est a contrario sensible aux
isotopes. L’hydrogéne et le deutérium possedeneftat desf différents. Cette propriété
permet en utilisant un solvant deutérié d’obtenir aontraste entre particules et solvant.
L’intensité du faisceau de neutrons diffudg st ensuite mesurée a différents vecteurs

d’'onde g (équation 69, i.e. a differents angles de détection pour umeglieur d’onde

donnée.
_4n [sind (69)
A
q vecteur d’onde (nih)
0 angle de détection
A longueur d’onde (nm)

Le vecteur d’'onde représente I'échelle de distance a laquelle Igstglprésents en solution,
sont sondés. En conséquence, en fonction de la gatem sondée)y(q) permet d’obtenir

différentes informations sur I'échantillon. La gamrde q accessible par la diffusion des
neutrons permet d’avoir des informations sur ldetala forme et la structure interne des

particules.

Is(q) diminue en fonction dq et cette diminution va dépendre de la densitéattcples, de
la forme des particules qui est caractérisées @dadteur de formd>(q) et du contraste
provenant de la différence de densité de longueudiffusion p) entre les particules et le

solvant environnantéuation 70. Si les particules de I'échantillon étudié intgszent i.e.
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particules chargées ou concentration élelgg) dépendra également du facteur de structure

S(g)de I'échantillon.
l(q)=20* @, v, P(q) B(q) (70)

4p?  différence de densité longueur de diffusion eré® particules et le solvant i.e.
contraste
D, fraction volumique en particules

Vp  volume d'une particule seche

Dans la zone degélevés (domaine de Porotl)q) oscille avec une décroissancecgh Dans
la zone deg) faibles (domaine de Guinieny(q) est indépendante dpet dans la zone dep
intermédiaires, les particules analysées présed@ntfonctionds(q) difféerentes selon leurs
formes. La courbéy(q) des batonnets est caractérisée par une régioerdeqd, tandis que

celle des disques présente une pentg’gffrigure 17).

Afin de déterminer la forme et les dimensions dagiqules étudiées, les données obtenues
par analyses SANS sont modélisées a l'aide dedesliq) associees a difféerentes formes
de particules connues. Dans le cas déchantilloés polydisperses ou d’agrégation de
particules cette étape de modélisation peut s’avémplexe.

I{q)

» Disk, L=10, R=200 nm
« Rod, L=200, R=10 nm
+ Sphere, R=10 nm

0.01 0.1 1
q (nm™)

Figure 17: Courbes Jq) modéles pour des particules monodisperses. Néatién

effectuées avec le logiciel SASTit (figure issukadéf.>9).
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B-La microscopie

La microscopie a force atomique (AFM), la microgeoglectronique a transmission (MET) et

la cryo-MET sont trois méthodes microscopiquessdtds pour visualiser les PSM.

Lors d’'une analyse par AFM, I'échantillon est dépgpsis séché sur un support généralement
en mica afin de permettre une bonne fixation dama d’échantillons liquides. La surface de
I'échantillon est ensuite balayée par une pointeags au bout d'un levier. Lors du contact
avec la surface de I'échantillon cette pointe sdoas soumise a des forces atomiques de
faibles intensités qui entraineront sont déplacenmar mouvement d’attraction ou de
répulsion en fonction du mode d’acquisition. L'agistrement de ces mouvements tout au
long du balayage permettra de renseigner sur lagtaphie de I'échantillon analysé et donc
d’obtenir des informations sur la morphologie ddgets formés. La résolution de cette
technique est de 10 nm dans le plan de I'échantéteenviron 1 A en hauteur.

La MET et la cryo-MET permettent également d’obseita morphologie des PSM avec une
résolution nanomeétrique. Au cours d'une analyse, esuche mince d’échantillon (10 a 200
nm) est traversée par un faisceau d’électrons.élextrons sont ensuite focalisés a I'aide de
lentilles magnétiques vers un écran fluorescertépkous I'échantillon. La différence entre
les électrons transmis et ceux qui interagisseat &echantillon va permettre de former une
image des objets présents dans I'échantillon. D&cas de la MET, I'échantillon est déposé
sur une grille métallique recouverte d'un film darlwone puis séchée. Un contrastant peut
également étre ajouté a I'échantillon. L'analysgoeMET se fait & froid sur un échantillon
préalablement congelé par trempe dans de I'éthgoedé. Ce procédée de préparation de
I'échantillon conduit a la formation de glace amppermettant I'observation, ce qui ne
serait pas possible si la glace avait le tempsrid¢altiser. Cette méthode a l'avantage de
permettre une observation des structures dans ain hgdraté contrairement aux deux
précédentes techniques. Cependant, la résolutidiintiege en analyse cryo-MET est plus
faible car une augmentation de la dose d'électemgyée sur I'échantillon gelé (nombre

d’élections par A2) peut entrainer son altération.

Dans le domaine des CDs, I'analyse cryo-MET a éti&sée par M. Bonini et d° afin de
caractériser la morphologie des agrégatspdeDs en fonction de la concentration. La
microscopie est également utilisée pour étudierRigl8l a base de complexes CD/invité. A.
Wun et aP! ont par exemple utilisé I'analyse MET pour cards& des fibres de taille

microscopique formées par interactions seconda@ese des nanotubes constitués de
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complexe3-CD/invité. L'observation de la dissociation de ¢bses a pH supérieur au pKa
des alcools de la CD leur a permis de démontretegikaisons hydrogénes entre CDs étaient

responsables de ces interactions secondaires.

Les analyses SANS et microscopiques, notammerdlyaa Cryo-MET, présentent un grand
intérét car elles permettent d’obtenir, en uneyam®aldes informations sur la taille et la forme
des PSM formés. Cependant, leur mise en ceuvrdqguigse rend difficile leur utilisation en
analyse de routine. Elles sont donc préférentigl@mutilisées pour compléter la
caractérisation de systemes dont lintérét a dégadémontré via l'analyse par d’autres

techniques.
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V- Conclusion

Pour conclure, une large gamme de techniques pembele caractériser les PSM de CDs en
partant de I'étude du complexe CD/invité jusqu’'lecdu PSM. La difficulté réside dans le
choix de méthodes adaptées aux systemes étudiés.

En effet, la masse molaire des PSM dépend de leucentration, les méthodes de
détermination de la masse molaire induisant uni fdilution de I'échantillon au cours de
I'analyse, telle que la chromatographie d’exclusstérique, ou nécessitant une détermination
de la masse molaire par extrapolation & conceotratulle comme la VPO, ne sont pas
idéales pour la caractérisation de ce type de ceégpdPar ailleurs, le principe propre de
certaines techniques peut également induire us biales précautions préalables ne sont pas
prises lors la préparation des échantillons. Aidans le cas de I'TC, tout mécanisme, autre
que l'interaction CD/invité, induisant un échangeataleur sera comptabilisé dans le signal
issu de l'analyse. Il est, dans ce cas, nécesdaitéiser des conditions d’analyse adaptées
ainsi que deffectuer les expériences controlesrgpges afin de ne pas effectuer un
traitement erroné du signal obtenu. De la méme én@nidans le cas de la DLS, toute
particule en solution diffuse la lumiére, il estndoimportant d’éliminer les agrégats et/ou
poussieres susceptibles de perturber I'analyse. divadyse complémentaire a l'aide d’'une

technique différente permet également d’éviteiresrprétations erronées.

Du fait de leur nature dynamique, une approcheaiglvia différentes techniques permettant
de caractériser différentes propriétés des PSMyrésbnisée afin d’augmenter la fiabilité des
résultats d’analyses. Dans ce but, différentesnigales de caractérisation ont été utilisées au

cours de ce projet. Elles sont représentées dachéna ci-dessouBiure 18).
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Dimensions des PSM

Propriétés des PSM en solution

DLS
TDA
*RMN DOSY

Viscosimétrie

Mise en évidence de I’association
et/ou
des paramétres thermodynamiques

ITC
*RMN
Dichroisme
circulaire

Forme et dimensions des PSM

SANS
Cryo-MET

Figure 18 : Schéma des différentes techniques de caracténisatilisées au cours du projet.

*Analyses effectuées par I'équipe GOBS.
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Ce projet a pour objectif la formation de polymésepramoléculaires (PSM) linéaires de
CDs solubles dans I'eau et susceptibles de s’adeestus forme de structures hiérarchiques
de diametre contrdlé. Pour cela, nous avons chaisiliser comme briques moléculaires des
monomeres hétéro-ditopiques de CDs pouvant s’adgerabler en PSM par interactions

hote/invité, puis sous forme de faisceaux de PSMles interactions secondaires.

Les études précédemment réalisées sur la formaéid®SM de CDs ont permis de mettre en
évidence des paramétres influencant leur formagtoleur structure tels que la taille de la

molécule invité& la nature de I'espaceur sélectiohaisi que leur position sur la GD

En se basant sur cette littérature, nous avons darpremier temps, déterminé les couples

CDl/invité les plus intéressants pour la formatierREM Figure 1-a).
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Figure 1: Schéma des différentes étapes du projet allpdu choix,b) a I'élaboration etc)
a la caractérisation de monomeéres hétéro-ditopiquesir d) la formation de PSM

hiérarchiques de CDs.
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Une fois les monomeéres hétéro-ditopiques corresppusdsynthétiséd=(gure 1-b), il s’est
agit, dans un deuxieme temps, de caractériserciemportement en solution ainsi que de
mettre en évidence des conditions physico-chimigeemettant de favoriser la formation de
PSM (Figure 1-¢), I'objectif étant de disposer, a l'issue de ceitade, de plusieurs PSM
ayant des propriétés différentes et une fonctiotgnallditionnelle permettant d’aller via des
interactions secondaires vers la formation d’assagels hiérarchiques de structures et de

tailles variéesKigure 1-d).

|- Etude de CDs substituées en solution

L’adamantane est une molécule invitée connue pwoir ane forte interaction avec I€s
CDs". Nous avons donc porté le choix de notre monormeétéro-ditopique CD/invité sur le

couplep-CD/Adamantane.

La formation de PSM linéaires a base de compfegd®/Adamantane a été particulierement
étudiée par le groupe de J. V. T#taDans ce but, ils ont synthétisé un composé substu
niveau du col primaire, par un groupement adamanpamté par une fonction amide servant
d’espaceur rigide(Figure 2-a). Cependant, ce monomére s’est avéré étre ingotlasls I'eau
et la formation de PSM n’a été obtenue qu’apréstailisation des CDs dans une solution de

DMF comportant 33% d’eau.

a) b) @

Cristallisation dans Inclusion dans BO
DMF/H,0 (67/33) (RMN)

Figure 2: Monomeres hétéro-ditopiquegsCD-Adamantane comportant un espaceyr
rigide oub) flexible™®.

118



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

Afin de pallier ce probléme de solubilité, J. V.tdaet al® ont développé un composé
comportant un espaceur plus hydrophile mais égalemphkis flexible Figure 2-b). Ce

nouveau monomeére est effectivement soluble darai l& 25°C pour des concentrations
inférieures a 7 mM et I'analyse par RMN ROESY d'wmution de CDs a 7 mM a 30°C a

montré une insertion de I'adamantane dans la cdeita CD.

Dans le but de former des PSM a basg-@Ds fonctionnalisées sur le col primaire par un
groupement adamantane, I'équipe GOBS a choisi liderti un espaceur comportant le
groupement rigide triazole, suivi d’'une partie sijtde, composéd, soit flexible, compos8’

(Figure 3). lls ont également ajouté a ces deux moléculegiraupement acide carboxylique
dans le but de promouvoir la formation d’assemtdaberarchiques via une interaction
secondaire de type électrostatiqgue. La synthésehdque composé bifonctionn2l et 4

(Figure 3) a ainsi conduit a un mélange de deux isomerds) (& (A/D). Cependant, tous ces
composés se sont avérés étre insolubles dans IR@wr. atteindre une solubilité de ces

composés, un mélange 50/50 DMS@iHest nécessaire.

Soluble dans Soluble dans
DMSO/H,O (50/50) DMSO/H,0O (50/50)

Figure 3: Monoméres hétéro-ditopiques de-CDs monofonctionnaliséed, 3 ou
bifonctionnalisée®, 4.
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Ces résultats, comme ceux précédemment obtenuk parTato et al.et A. Harada et &l.
montrent qu’un compromis est a trouver entre lacstire de I'espaceur et la solubilité en

milieu aqueux du composé.

En conséquence, I'équipe GOBS a porté son attestioria synthese du compoBéCD-
Adamantane comportant I'espaceur flexible dévelopméJ. V. Tatb (Figure 4 - composé

5). lls ont ajouté un acide carboxyliqgue a ce momamEigure 4 - composés) comme
seconde fonctionnalité qui permettrait la formatassemblages hiérarchiques. Ce dernier
composeé a été obtenu sous forme d’'un mélange dases(A/E) et (A/D). La caractérisation

de ces 2 composés est décrite dans cette partie.

Figure 4: Monoméres hétéro-ditopiques deg-CD monofonctionnalisée 5 ou

bifonctionnalisée.

Il est & noter quau cours de ce projet, la symhdes monomeres de CDs a été
progressivement optimisée. En effet, lors de l'étéipale de débenzylation des fonctions
alcools par hydrogénolydeun faible pourcentage de groupements benzyldsyesbgéné en
cyclohexyles. Ces cyclohexyles résiduels (5 a 1@8ient présents dans les premiers lots de
monomeres de CDs synthétisés, en particulier pensémble des lots des compoSést 6.

Par contre, les lots plus récents des autres carapétudiés ont été purifiées par HPLC
préparative Dans la suite du manuscrit, une note est ajoptég signaler les composés
comportant des cyclohexyles résiduels, au cas swemiers affecteraient les propriétés des
CDs.
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A-Mise en évidence du phénoméne d’auto-inclusion

1- Analyse des propriétés en solution

Des mesures de viscosité et des analyses DLS @wefféctuées sur les compo&est 6 afin
de mettre en évidence la formation de PSM. Apitéation des solutions de compogest 6
a 5 mM sur membrane de 0.45 pTalfleau 1), les analyses DLS ont montré la présence de
particules ayant un diametre hydrodynamique) (@une centaine de nanomeétres, comme

précédemment observé par J. V. Tato &t al.

Tableau 1: Résultats des mesures de viscosité relative, dalyses DLS et RMN DOSY

effectuées sur les compo&ést 6.

5 6
Viscosité relative' 1.0 1.0
Concentration (mM) 5 5
DLS*" Dp (nm) 145 + 2 160 + 30 135 + 10
kcoups/s 9 3 13
Concentration (mM) 5 0.5 5
RMN DOSY?® Dy x 10° (m?/s) 2.6 2.7
Dy (nm) 15 1.4
Concentration (mM) 1-10 10

& Analyses effectuées en présence d’azoture dersadili0 g/L, selon les conditions utilisées par JT&to et
al®, afin d’éviter toute prolifération bactérienne daas solutions analysées.

b La taille de particule relevée correspond & adili@ic majoritaire en intensité.

¢ Analyse effectuée sur un spectromeétre 600 MHz @a@sa 300 K.

4 Analyse effectuée sur un spectrométre 600 MHz dartampon phosphate & pH 10 & 300 K.

¢ Diamétre hydrodynamique calculé avec la relatierstbkes-Einsteirhapitre 2 ; équation 26

Cependant, des viscosités identiques a celles thargoont été mesurées pour ces deux
solutions Tableau 1). De plus, les analyses RMN DO%w¥nt conduit & des coefficients de

diffusion proches de celui de I$-CD nativé, correspondants & des diamétres
hydrodynamiques de l'ordre du nanomeffalfleau 1). Ces résultats montrent I'absence de
formation de PSM de CDs dans ces conditions. Lescpkes détectées par DLS sont donc
probablement des agrégats non spécifiques de Qbsgffet, les CDs natives sont connues
pour former des agrégats non spécifiques d’uneaentle nanomeétres en solution aquélise

12 Bien qu'étant présents en faible quantitd ils sont majoritairement détectés par analyses

DLS car ils diffusent la lumiere avec une intengiiés importante.
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2- Caractérisation de I'association hote/invit&

Afin de compléter ces résultats et d'expliquer $abce d’association observée par
viscosimétrie et RMN DOSY, une étude de linteracthote/invité a été réalisée par RMN

ROESY et ITC.
a. Etude de 5 et 6 par analyses RMN ROESY

Les analyses RMN ROESY ont été réalisées par pEy@OBS sur une solution &edans
D,O et sur une solution depréparée dans un tampon phosphate & JHL#8 deux spectres
obtenus confirment l'inclusion du groupement ada@aa dans la cavité de la CD observée
par J. V. Tato et &l. Cependant, I'étude des corrélations entre letopsode la cavité de la
CD et ceux de 'adamantane montre, dans le ca®uhpasés, la présence d’'une corrélation
entre le proton KHsitué sur la partie inférieure du groupement acddame et les protonssH
situés au niveau du col primaire de la GBg(re 5-a et h). De plus, une corrélation est
également observée entre le protopefsitué sur la partie supérieure du groupement
adamantane et les protong situés pres du col secondaire de la CD. Ces deuglations
indiquent clairement que l'inclusion du groupemadamantane a lieu par la face primaire de

la cavité du compose (Figure 5-aetb).

HeX Hg? HAHA  HA H'
He-eq
) HHb \ He ax H )’fl. l,". b)
a b |
Ha/\§ PV o ‘[.L'-L» L R S
— {
Fia
HN
o Fi6
e 1 E— - N
3 N A > ® 20 &
O= | o
He NH Hp —‘.5\ """"""""""""""" D e a2
He' | 2.4
He ol s 3
4 O - 2.6
H %O 44 43 42 41 40 3.9 38 37 3.6 3.5 34 33 32 31 30 29 28
2 H 12 (ppm)
1

Figure 5: a) Spectre RMN ROESY @e(D,0O, 600 MHz, 300 K) b) Schéma de I'auto-
inclusion de I'adamantane dans la cavité Be(figure reproduite & partir de la ref).
L’exposant sur les protons de la CD noté sur lecgeeRMN indique le cycle glucopyranose
sur lequel est positionné le proton. Lorsque leleytest pas identifié, la lettre X est

indiquée.

Dans le cas du compoég¢les signaux des protons He la CD sont inclus dans un multiplet,

leur corrélation avec le proton.k, de 'adamantane ne peut donc pas étre iséliggie 6-a
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et b). Cependant, la présence d’'une corrélation emtrproton H de I'adamantane et les
protons H de la CD laisse penser que l'inclusion de I'adaiana® a également lieu par le col

primaire pour ce COmposeé.

H,X HaX/ H Xl HX/
a) Ho-e Hs®  Hg* He HA Hg? b)
Hp*{ He-ax l [
X
Hp, <X '
N\ Ml
): 0 . o j)’ | | ; 1.6
c-eq > . a l
0~ H, — 7:"} ] O Lo 2
He. NH Hy — o 3
He'/\< ) e
H4*x//_Hs = 24
\>—O‘\7H3 3
6‘ [2.6
Hz— / O 43 4.2 41 40 39 38 3.7 3.6 35 34 33 32 31 3.0 29 2§
H1 2 (ppm)

Figure 6: a) Spectre RMN ROESY @e(tampon phosphate pH 10, 600 MHz, 300 ).
Schéma de l'auto-inclusion de 'adamantane dancalaté de6. L’exposant sur les protons
de la CD noté sur le spectre RMN indique le cytleapyranose sur lequel est positionné le

proton. Lorsque le cycle n’est pas identifié, larkeX est indiquée.

Le diamétre du groupement adamantane (0.72)rétant supérieur & celui du col primaire de
la B-CD (0.60 nm), son inclusion en profondeur dangdsité de la CD telle qu'elle est
observée par RMN ROESY ne peut pas avoir lieu deiéra directe via la formation de
dimére de CDs ou via une auto-inclusion par voieatié. Ces résultats nous conduisent donc
a conclure que la formation de PSM de comp&sétb6 est inhibée par I'auto-inclusion du
groupement adamantane du monomé&igure 5-b ; Figure 6-b) qui a lieu par rotation de

I'unité glucose sur laquelle ce dernier est grétfé Chapitre 1 ; Figure )#.

b. Etude de 5 et 6 par analyses ITC

Pour compléter cette étude, les compdsés6 ont également été analysés par ITC a 20°C.
L’isotherme obtenue lors de la dilution B@ été comparée a celle d’'une solution équimolaire
deB-CD native et d'un dérivé adamantaRe(ire 7-¢). De méme l'isotherme obtenue lors de
la dilution d’'une solution dé& a été comparée a celle d’une solution équimoldé&@-CD
mono-carboxylate fcCD-COQ,Na’), le composé’ (Figure 7-d) et de dérivé adamantane
(Figure 7-).
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Figure7: a) Schéma des analyses de dilutiorbde2.5 mM et du mélange équimolairefde
CD + dérivé adamantane a 2.5 mM) Flux de chaleur correspondants €t isothermes
expérimentales modéliséel.Schéma des analyses de dilutiorédel.25 mM et du mélange
équimolaire de7 + dérivé adamantane a 2.5 mM) Flux de chaleur correspondants @t
isothermes expérimentales modélisées. L'ensembtesianalyses a été réalisé en présence
d’azoture de sodium a 10 g/L, excepté la dilutienmélange équimolaire dé + dérivé

adamantane a 2.5 mM. Les modélisations ont ététeffes avec le modéle « 1 type de site ».

On constate que les isothermes de dilution desnmgésatémoins présentent une forte chaleur
échangée qui décroit au cours de la dilution. aiéetment de ces isothermes, avec le modéle
d’association pour les systemes hote/invité conaportin seul type de site, nommé modéle
« 1 type de site », en imposant une stcechiomédrie donduit a des constantes d’association
(Tableau 2 cohérentes avec les valeurs de la littératures dancas de linteractiof-
CD/dérivés adamantaheAu contraire, la chaleur échangée au cours dasiatis de5 et 6
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reste faible et constante ce qui est signe d'ureerad® de dissociation de complexes
hoéte/invité. Les analyses ITC des compdsés6 confirment donc I'absence de formation de
PSM.

Tableau 2 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé tle site », de I'associatigh
CD/dérivé adamantane en présence d’azoture de soditithg/L et de I'associatioidérivé

adamantane dansJ.

B-CD + Adamantane 7 + Adamantane
Concentration globale (mM) 25 25
KM™ 35700 27340
AH (cal/mol) -4340 -5030

L’ensemble des analyses réalisées sur les composés 6 permet donc dexpliquer
I'inhibition de la formation de PSM par la présemen équilibre d’auto-inclusion tres stable
auquel sont soumis ces composeés. A la lumiére deéziltats, on peut conclure que les
solutions de5 et 6 comportent deux types d’espéces en solution, dhare les CDs auto-
incluses et d’autre part, les agrégats non spéeifigie CDs mis en évidence lors des analyses
par DLS.

Afin de favoriser I'équilibre de polymérisation eteffectuer la caractérisation de ces
composés dans des conditions optimales, il est dénessaire de déterminer des conditions
permettant d’éliminer I'équilibre d’auto-inclusiosinsi que la formation des agrégats non
spécifiqgues. Pour cette étude, nous nous sommedisis sur le composé d’intérét
possédant une fonction acide carboxylique. En edfeplus d’augmenter la solubilité gela
forme carboxylate de ce composé pourrait par lée séire utilisée pour la formation de

structures hiérarchiques via des interactions saiogs du type électrostatique.

B-Détermination de conditions permettant d’éliminer ks
agrégats non spécifiques
1- Utilisation de conditions dissociatives

Les agrégats de CDs natives ont fait I'objet d’éside caractérisation a I'aide de diverses
techniques telles que la DLS, la SLS ou la Cryo-MET Au cours de ces études, différentes

conditions ont été appliquées afin de dissocieraggégats. Nous avons choisi d’évaluer, par
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analyses DLS, l'efficacité de I'ajout de composBaatropes (NaCl et urée), de l'utilisation
d'une base et d'une augmentation de la tempéraurda dissociation des agrégats non
spécifigues de CDs. Ces mesures ont été réalisgesrlde I'application des conditions (JO),

le lendemain (J1) et quatre jours apres (J4).

Nous avons, dans un premier temps, veérifié I'effigéarelative de ces conditions sur des
solutions da-CD et dep-CD natives respectivement a 20 et 10 mM. Dans euxiéme
temps, ces conditions ont été appliquées sur ulkidsode6 a 10 mM préparée avec un

équivalent de NaOH.

Les résultats obtenus sur les CDs nativegure 8-a et b) montrent que I'ajout de NaOH de
0.1 a1 M est la condition la plus efficace powssdcier totalement les agrégats, i.e. obtention
d'une intensité diffusée négligeable et d’'une ¢aithtonomeére de particules en solution. Ce

résultat est en accord avec ceux décrits dantdealiuré®tt1’

Lors de I'ajout d'urée a 4 M et 8 M sur les CDsiveed (Figure 8-a et b), on observe une
diminution de l'intensité diffusée avec la quantii@&rée ajoutée. Ce résultat indique que
I'urée induit une dissociation des agrégats de G&ives. Dans le cas deflaCD native, ce
résultat est en accord avec ceux obtenus par Gz&kamGaitano et af. et par W. L. Hinze et
al'’. Par contre, dans le cas de-CD native, W. L. Hinze et af. observent une diminution
de la solubilité en présence d'urée, ce qui esthémnt avec l'effet chaotrope connu de

l'urée et observé lors de nos mesures.

L’ajout d’'un sel chaotrope comme NaCl devrait ausgluire une augmentation de la
solubilité¢”. Les analyses effectuées par DLS montrent effectant une diminution
importante de l'intensité diffusée de la solutidn-&€D native mais cette diminution est au
contraire faible dans le cas de3l&CD native.

Enfin, une forte diminution de l'intensité diffusgear les solutions de CDs natives est
observée apres l'application d’'une température @®C6durant 24 heures. Cependant, la

dissociation totale des agrégats n’est pas obtenue.

Afin de dissocier les agrégats précédemment obseatags les solutions de(Tableau 1),
nous avons choisi de tester les quatre types denrant, avec des concentrations optimisées
en soude et urée. Malheureusement aucune de cafti@mosm ne permet de réduire

significativement l'agrégatiorrigure 8-c etd).
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Figure 8: Effet de I'application de différentes conditiodssociatives sur la taille (f) et

lintensité diffusée (kcoups/s) de solutions de GDpur de I'application (JO), 1 jour aprés
(J1) ou quatre jours aprés (J4) dans le exsle 'a-CD native a 20 mMyp) de lap-CD native
a 10 mM,c) de6 (lot NT150bis) a 10 mM elb) de6 (lot NT185) a 10 mM. (*) Indique que la
solution a précipité. Les solutions de CDs n'ors géé filtrées avant analyses.
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L’ajout de NaOH a 0.1 M, I'additif le plus efficasir les CDs natives, n’a provoqué aucun
effet dissociatif sur le compog® (lot NT150bis) Figure 8-0. Un deuxiéeme essai a été
réalisé, dans les mémes conditions de préparaésrsalutions, mais en utilisant un autre lot
de composé (lot NT185). La solution témoin a 10 mM de ce fwésente des agrégats de
taille plus élevée que ceux présents dans le |di99bis Figure 8-d). L'ajout de NaOH a 0.1

M a conduit a la formation d’'un précipitBigure 8-d). Dans ce cas, la présence de NaOH a
0.1 M semble accentuer la déstabilisation des atgéde grande taille présents dans le lot
NT185. Cette variabilité du comportement en sofutile 6 est peut-étre inhérente aux CDs
modifiées, i.e. formation non reproductible d’agrsgnon spécifiques de CDs et pourrait
également étre due aux cyclohexyles résiduels pigse quantité faible (5 a 10 %) mais non
contrélée d'un lot & I'autre. On observe, en eftete variation de la taille des agrégats pour
des solutions préparées avec un méme lot ainsndorestion du lot ou de la concentration de
la solution mere utilisée pour la préparation @etlantillon étudiédf. Annexe 3 tableau A -
1). En conséquence, la purification des CDs modifabat étre optimisée afin de simplifier la
compréhension de I'étude de leur comportement knico.

L’addition d’'urée a 8 M ou de a NaCl 4M n’a indgii’'une faible diminution de l'intensité
diffusée Figure 8-0). Le chauffage a 60°C induit une diminution deténsité diffusée
accompagneée d'une forte augmentation de la taeparticules qui peuvent s'expliquer par

une sédimentation des agrégéig(re 8-d).

L’ensemble de ces résultats montrent que le corapant en solution des agrégatsédest
tres différent de celui des agrégatspd€D natives. Cela pourrait étre dU a la différedee
structure chimique du compoééet éventuellement a la présence des cyclohexgkduels
qui pourraient conduire a la formation d’agrégéabitisés par des interactions plus fortes que
les liaisons hydrogénes responsables de la coh@&senagrégats de CDs natives. Ceci

expliquerait la difficulté a dissocier les agrégaes par les méthodes conventionnelles.

2- Utilisation de conditions séparatives

Suite a I'échec rencontré pour éliminer les agsedab via les méthodes dissociatives, nous
avons choisi de mettre au point un protocole darséipn et quantification de ces agrégats.
Pour cela, sur la base des méthodes connues dams ldes CDs nativeés'® nous avons

utilisé la combinaison des procédés de centrifogagt filtration. Le contréle de la présence

d’agrégats avant et apres application de ce prle@cété effectué par mesures de DLS.
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Dans ce cadre, nous avons, dans un premier teisaige déterminer si les agrégatspede
CDs natives et d6 étaient de nature endogéene ou exogene, i.e. dgsusstaux de CDs non
solvatés ou de résidus de synthése dans le casnoiposé6. Pour cela, les échantillons de
CDs a 10 mM (solution n°1) ont, un jour aprés |pugparation, été centrifugés a 9500 g
pendant 1 heure afin de retirer les agrégats. Rugjrnageant a été lyophilisé et utilisé pour
préparer une nouvelle solution de CDs a 10 mM {smiun°2). Des mesures de DLS ont
ensuite été effectuées sur ces nouvelles solusfimgle déterminer si elles comportaient des

agrégatsKigure 9).

Lyophilisation
—_—

/ DLS sur surnageant
Centrifugation

Solution 95008/ 1h - S |'
> olution
de CDs . DS R o
Agrégats exogeénes ? n-2

Solution = \

n"1 Solution n°1 aprés -
centrifugation Pesée du culot sec:

M agregats > %6 agrégats

Figure 9: Schéma du protocole de détermination de la nagméogene ou exogene des

agrégats de CDs.

Apres centrifugation, l'intensité diffusée (kcoug)spar les solutions déCD native et de
composé devient négligeableT@bleau 3; Tableau 4). Cependant, on retrouve des agrégats
dans les solutions n°2 préparées avec les lyoptslides deux surnageant®alfleau 3;
Tableau 4). Ces résultats montrent donc que les agrégatdieamture endogéne.

Tableau 3: Suivi par DLS de la taille des particules des sohs n°l et n°2 dg-CD et

guantification des agrégats éliminés dans la soluti°l.

B-CD & 10.2 mM B-CD & 10 mM°
solution n°1 solution n°2

Traitement effectué / (gggggu/gggm n) /
kcoups/s 810+1 8+1 5900 + 160
Dy, (nm)? 290 + 20 60 + 10 2800 + 1340
Indice de polydispersité 0.37 0.25 0.52
Nombre de mesures 2 2 6
% d’agrégats retirés / 10 /
Conc. finale (mM) / 9.2 /

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
® Solution préparée avec le lyophilisat du surnageara solution n°1.

129



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

Tableau 4: Suivi par DLS de la taille des particules des #ohs n°l et n°2 deé et

guantification des agrégats éliminés dans la sohuti°l.

6 & 10 mM (lot NT185) 6 a 10 mM (lot NT185)
solution n°1 solution n°2

Traitement effectué / (gggérgtjggotimn) /

kcoups/s 1340 5 300 £10

Dy (nm)? 1100 + 250 90 + 80 215+10

Indice de polydispersité 0.37 0.58 0.2
Nombre de mesures 8 3 6

% d’agrégats retirés / 6.2 /

Conc. finale (mM) / 9.4 /

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
® Solution préparée avec le lyophilisat du surnagdana de la solution n°1 de comp@sé

a § b -
) —— a-CD ) D, B-CD
kcoups/s kcoups/s
————T———————————— 4000 T T T T 4000
800+ 800+
3000 3000
~ 600+ = 600 =~
e o e (@]
< 12000 £ £ 2000 £
A" 4004 @ =400 2
7] (7))
200 I +1000 2001 ! 1000
0+ e ' : L»O 0+ : 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 0 2 4 6 8 10
Concentration (mM) Concentration (mM)
Composé 6 (lot NT150bis)
¢  mm oD,
kcoups/s
T T T T T 4000
800
3000
__ 600
€ =~
£ 12000 3
= 400 =
e 2
200 L1000
0 T T T -0
0 10 20 30 40 50

Concentration (mM)

Figure 10: Evolution de la taille de particules et de l'intensité diffusée (kcoups/s) en
fonction de la concentration ex) a-CD, b) -CD dans HO etc) 6 (lot NT150bis) dans un
tampon phosphate a pH 10.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons mesure, parl®Laslle des agrégats en fonction de la
concentration afin d’étudier leur équilibre en s$mn. Les échantillons analysés ont été
préparés par dilutions successives de solutiongsnéon centrifugées, a 50, 10 et 100 mM
dans les cas respectifs de-CD, de laB-CD et du composé. Les analyses DLS montrent
gue des agrégats de taille a peu pres constartterasents quelle que soit la concentration en
CDs Figure 10).

Afin de déterminer si la quantité d’agrégats formedst constante pour une concentration
donnée, deux solutions @eont été préparées a 5 mM puis centrifugées. Ostatmnque le
pourcentage massique d’agrégatfdextraits par centrifugation) est non reproduetipbur

une solution préparée a la méme concentrafiabléau 5. Il varie de 5 & 15 % et ne permet
donc pas la détermination d’'une concentration é&gation critique (CAC) fiable. Ce résultat
est cohérent avec la variabilité de la taille dgeegats précédemment observée pour des
solutions de6 a la méme concentration et non centrifugéds Annexe 3 tableau A -)1
L’ensemble de ces résultats confirme le fait quedgrégats sont maintenus par de fortes
interactions et sont probablement en échangednéslec les espéces en solution.

Tableau 5 : Pourcentage massique d’agrégats extraits de delutisns de6 a 5 mM.

6 (lot NT185) 5 mM 5 mM°©
Traitement effectué Centrifugation (9500 g / 60min)
kcoups/s 5 4

Dy, (nm)? 480 + 900 100+5
Indice de polydispersité 0.53+0.2 0.72+0.2
Nombre de mesures 4 3

% d’'agrégats retirés 14.6 4.2
Conc. finale (mM) 4.3 4.8

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
® Solution directement préparée a 5 mM.
¢ Solution préparée par dilution d’'une solution m&rE0 mM (non centrifugée).

Finalement, pour éliminer les agrégats non spémficet éviter que leur présence ne perturbe
'analyse des interactions étudiées dans ce pnojeis avons appliqué aux échantillons une
centrifugation a 15300 g (ou 21380 g en fonctiot&tpuipement a notre disposition) pendant
30 min afin d’éliminer la majorité des agrégatss lagrégats résiduels ont ensuite été retirés
par filtration sur membrane de porosité de 0.2 penculot issu de la centrifugation ainsi que
le filtre ont par la suite été séchés puis pesésmasse obtenue a été deduite des tares
respectives du flacon et du filtre afin de quaetifia masse d’agrégats extraits a l'issue de
'ensemble de ce processus et de corriger la coratem finale de CDs en solution. Le suivi
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de l'élimination des agrégats a été effectué pasumes DLS avant traitement, aprés

centrifugation puis apres filtration de chaque sotude CDs.

Suite a I'application de ce protocole de retras dgrégats au compo6gon constate que la
centrifugation suivie d’une filtration constitue ainméthode efficace pour éliminer et
guantifier les agrégats présents dans des solutiefsd’une concentration de I'ordre de 10
mM (Tableau 6-aetb).

Tableau 6: Elimination et quantification des agrégats par tédagation puis filtration de
solutions de5 a 10, 12 ou 30 mM.

a) 6 & 10 mM(lot NT185)

Traitement effectué / (Ziéggigj?‘;%o;m) '(:gt;a't;z]r} Js¢
kcoups/s 825 95 4 6
Dy (nm)? 310+10 170+ 10 26+0.3 26+0.3
Indice de polydispersité 0.31 0.24 0.33 0.28
Nombre de mesures 2 2 2 2

% d’agrégats retirés / / 5.8 /
Conc. finale (mM) / / 9.4 /

b) Composé 6 & 12 mM¥i(lot NT186.2)

Traitement effectué / (1%?,,8%@?3%0:“”) I(:(I)It;aﬂfn'}

kcoups/s 120 15 4

Dy, (nm)? 240 +1 160 28+05

Indice de polydispersité 0.39 0.72 0.33

Nombre de mesures 2 1 2

% d’agrégats retirés / / 3.7

Conc. finale (mM) / / 11.6

c) 6 & 30 mM (lot NT186.2)

Traitement effectué / (1%?38?21?2%0&“) l(:(')lt;aﬂﬂ} Js¢
kcoups/s 11450 245 35 170
Dy, (nm)? 710 + 30 400 £ 50 110+ 2 560 + 110
Indice de polydispersité 0.22 0.52 0.8 0.8
Nombre de mesures 2 2 2 2

% d’agrégats retirés / / 24 /
Conc. finale (mM) / / 23.7 /

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
® Solution préparée dans NaOH 1 équivalent un jeantles mesures par DLS.

¢ Filtration consécutive a la centrifugation.

4 Mesure effectuée 5 jours apreés le traitement @atriugation et filtration.
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De plus, les solutions ainsi traitées restent estapkendant plusieurs jourSapleau 6-3, ce

qui indigue que la formation des agrégats @leest trés lente. Cependant, quand la
concentration en compo$éest plus importante, des agrégats résiduels tgstésents apres
ce traitement et leur taille évolue plus rapidemamtcours du tempsTébleau 6-9. En
conséquence, excepté dans le cas d'études endiondé la concentration, nous avons

travaillé avec des solutions @al’environ 10 mM.

Dans le cas de la solution feCD native a 10 mM, ce protocole est partiellenedficace car
bien que la centrifugation permette de retirer Egamté des agrégats, la filtration induit une

augmentation de la taille des agrégats résidielsléau 7).

Tableau 7 : Elimination et quantification des agrégats par tédngation et filtration d’une
solution deg-CD a 10 mM.

B-CD & 10 mM°
Traitement effectué / (zizggigj?gt(ijor?]in) I(:(l)lt;aﬂomr;c
kcoups/s 425 + 45 15 60
Dy (nm)? 260 + 25 65+5 130 +5
Indice de polydispersité 0.44 0.49 0.22
Nombre de mesures 4 1 2
% d’agrégats retirés / / 3.7
Conc. finale (mM) / / 10

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.

® Solution préparée un jour avant les mesures p&. DL

¢ Filtration consécutive a la centrifugation.

Enfin, cette méthode est totalement inefficace pliminer les agrégats présents dans les
solutions da-CD a 20 mM. Elle conduit, en effet, & une augmtoriade la taille et de la
polydispersité des agrégatfapleau 8. Ce résultat est different de celui obtenu par G.
Gonzélez-Gaitano et &.qui ont observé une diminution de la taille deséggts di-CD,
apres filtration sur une membrane de 0.2 um d'wiatisn a 12 mM. Nous n’avons pas

investigué plus sur I'origine de ce désaccord.

La proportion d’agrégats de CDs natives étant &ifif nous avons choisi de ne pas leur
appliguer ce traitement pour ne pas prendre leieiste perturber la stabilité colloidale de ces
solutions. En conséquence, les analyses par DLSaliesons de CDs natives non traitées par
ce procédé ont uniqguement été effectuées pour awwr valeur référence de lintensité

diffusée et de la taille des agrégats présentoletican mais la quantité de ces derniers a été

négligée dans le calcul de la concentration des iiziiges.
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Tableau 8: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration d’une
solution dex-CD a 20 mM.

0-CD & 20 mM
Traitement effectué / (2%2%@?3%0%) I(:(l)ltgalt:%r}
kcoups/s 1350 1670 + 225 3290 + 230
Dy (nm)? 290 £ 10 410 £ 10 490+ 170
Indice de polydispersité 0.16 0.16 0.54
Nombre de mesures 2 2 4
% d’agrégats retirés 0
Conc. finale (mM) / / 20

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
® Solution préparée un jour avant les mesures p&. DL
¢ Filtration consécutive a la centrifugation.

Une fois les conditions d’élimination des agrégatises au point, le compos® a été
caractérisé par analyse ITC, afin de confirmer daite d’auto-association en absence
d’agrégats non spécifiques. Pour cela, la disdoaiat’une solution dé a été comparée a
celle d’'une solution équimolaire de compo%é (B-CD-COO,Na’) et d'un dérivé de
'adamantane. Les solutions des compdsés? ont été préparées selon le protocole de retrait
des agrégats décrit precédemmemis(résultats de caractérisation par DLS et le gamiage

d’agrégats retirés se trouvent en Annexe 3 ; Tabkea?2).

Au cours de la dilution d’'un mélange équimolair2.amM de7 et de dérivé adamantane, un
signal décroissant a été obterfiglre 11-b). Ce signal a conduit aprés traitement de
l'isotherme résultanteFgure 11-c) par le modéle « 1 seul type de site », a unetaotes
d’association K = 2.8 x f0OM™ et & une enthalpie d’associatiaii = -5.06 kcal/mol en
accord avec la littératuteAu contraire, la dilution du compo$éa 2.9 mM n’a pas induit
d’échange de chaleur ce qui confirme I'absencerdetsre supramoléculair&igure 11-b et

C).
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Figure 11: a) Schéma des analyses de dilution6dgot NT186.2) & 2.9 mM et du mélange

eéquimolaire de7 + dérivé adamantane a 2.5 mM) Flux de chaleur correspondants &t

isothermes obtenues. La modélisation a été effectuéc le modeéle « 1 type de site »

En conclusion, nous avons réussi a supprimer lanit@jdes agrégats depar centrifugation
puis filtration. Avant traitement, la DLS indiqua brésence d'objets de grande taille qui
pourraient étre interprétés comme des PSM. Entééalne fois ces agrégats éliminés, les
autres techniques utilisées, i.e., ITC, viscosiraét SANS (les analyses @epar ces deux
dernieres techniques seront présentées a la ficedehapitre cfFigure 46 et Figure 49)
indiguent I'absence d'assemblage, ce qui s'exppqud'auto-inclusion mise en évidence par
RMN ROESY sur les composéset 6. Par conséquent, la DLS n'est pas appropriée pour
détecter la présence de ces PSM car le signabesind par la trés faible quantité d'agrégats
résiduels. D'autre part, une stratégie différerdé @étre mise en place pour éviter l'auto-

inclusion et permettre la formation de PSM.
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lI- Etude de CDs substituées et pontées en solution

Afin d’empécher I'équilibre d’auto-inclusion d’awolieu, le savoir-faire de I'équipe GOBS
en fonctionnalisation sélective de CDs a permisiéeelopper des CDs comportant un pont
aliphatique reliant le £substitué de la CD et legGitué a I'opposé sur le col primdire
(Figure 12).

S]
2 CF4CO,

O

o -
2CFC0,” 2 CF,cOY

Figure 12 : Schéma de la conception dests-CDs pontées au niveau du col primaire.

Le cycle portant le substituant de la CD ainsi pergst alors figé et ne peut plus engager la
molécule dans I'équilibre d’auto-inclusion par leiezindirecte décrite par T. Kaneda et®al.
(cf. Chapitre 1 ; Figure )4 La présence du pont sur le col primaire empéseement
I'auto-inclusion du groupement invité par voie dieeainsi que la formation de dimere téte a
téte Figure 13). De plus, le pont aliphatique étant greffé suCla par des fonctions amines,
les ammoniums formés aprés protonation par I'adidfioroacétique (TFA) permettent

d’augmenter la solubilité de la CD ainsi modifiée.

136



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes
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Figure 13: Schéma des équilibres favorisés et défavorisggésence du pont au niveau du

col primaire.

L’ajout d’'une chaine aliphatique au niveau du colmaire pourrait, en augmentant
I’hydrophobie de la cavité, augmenter I'affinité sd€Ds pour les invités hydrophobes.
Cependant, Y. Inoue et ®lont montré que la force de I'interactifBrCD pontée/invité était

réduite, par rapport a I'interactighaCD/invité, si la géne stérique occasionnée parésence

du pont empéche une inclusion optimale de I'invAé. contraire, l'affinité est augmentée,
comparée a I§-CD native, dans le cas d'invités de taille suffigaent petite pour que leur
inclusion ne soit pas génée par la présence du pdint d'optimiser I'adéquation entre la
taille de la cavité pontée et celle de linvités kghoix de la taille du pont et du type d’invité

sont donc importants.

A-Etude desa-CDs pontées

Dans le but d’obtenir un composé tres soluble diemaqueux et d’ainsi déplacer I'équilibre

de formation des PSM de CDs vers des degrés denpdbation élevés tout en limitant la

formation d’agrégats non spécifiques, nous avoass din premier temps, choisi d’appliquer
cette stratégie auxCDs. La fonctionnalisation desCDs est, en outre, plus simple que celle
desp-CDs.
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1- Etude des complexes-CDs pontées/invités : choix de l'invité et
de la taille du pont

Afin de déterminer le couple héte/invité le pluggnessant pour la conception de monomeéres
hétéro-ditopiques susceptibles de former des PSNDg nous avons étudié par ITC des
systemes bi-moléculaires constitués de CDs poméedeles et de deérivés benzéniques
comme molécules invitées. En effet, la taille daleypbenzénique s’adapte bien a celle de la
cavité desa-CDs™. Ils peuvent ainsi conduire & des complexes ayl® constantes
d’association de I'ordre de 1000 Mians le cas de I'acide benzoique par exemple

Pour le choix des molécules modeles-@Ds pontées a synthétiser, 'équipe GOBS s’est
basée sur les résultats de modélisation molécidéfieetuée a I'aide du logiciel Avogadro sur
desa-CD comportant des ponts de trois longueurs diffi@®: les composés 9 et 10 ayant
des ponts de 2, 4 et 6 carbones, respectiverfanuré 14).

2CF,CO5

-~

[S]
2 CF4CO,

a)

b)

Figure 14 : Modélisation avec le logiciel Avogadro des comp&s®€ et10 : a) vue de dessus
etb) vue de coté (figure adaptée a partir de la Fgf.
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D’aprés la modélisation, le pont en C2 induit uéédmation de la cavité par inclinaison des
cycles A et D. Par contre, la forme de la cavitd’deCD semble moins perturbée avec le
pont en C4. Le pont en C6 perturbe également peordéormation de la CD mais pourrait
entrer dans la cavité et ainsi induire une génegsie qui réduirait I'affinité des interactions
hote/invité.

Nous avons choisi d’étudier ces trois composés dfévaluer I'effet de CDs ayant des
conformations différentes sur les interactions fdvéee.

a. Etude de l'interaction des CDs pontées avec I'acideenzoique

Dans un premier temps, l'interaction des différer@®s avec I'acide benzoique a été étudiée
par mesure de dichroisme circulaire (cd). Les CBsves ne donnent pas de signal de
dichroisme circulaire aux longueurs d'ondes supéee a 200 nm. Cependant, elles
constituent un environnement chiral et en cas efadtion avec un chromophore achiral, ce
dernier peut alors présenter un signal de dichmisirculaire induit (icd). Les mélanges
CD/acide benzoique ont été effectués sur la basdrdeaux de K. Harata et @l.qui ont
analysé par dichroisme circulaire des mélangegSp a 8mM / acide benzoique a 1 mM,
comportant un excés @CD native pour favoriser la formation du complex@ans un
deuxieme temps, les paramétres thermodynamiquiéatéeaction o-CD/acide benzoique ont
été déterminés par analyses ITC en titrant lestisoki de CDs par une solution d’acide

benzoique concentrée.

i. Etude par analyses de dichroisme circulaire

Concernant l'invité, nous avons tout d’abord évdlagsociation de 6-CD native avec les
formes acide et basique de l'acide benzoique. Essltats d’analyses cd ont montré une

absence d'interaction entre la forme benzoatexef D native Figure 15-aetDb).
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a-CD & 8 mM + benzoate de sodium a1 mM

a-CD a 8 mM + acide benzoique a 1 mM

a-CD a 8 mM + acide benzoique a 1 mM dans TFA & 0.1 mM (pHsinai = 5)
a-CD & 8 mM + acide benzoique & 1 mM dans TFA & 10 mM (pHsinai = 2)
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Figure 15: Spectresa) cd etb) UV des mélanges-CD native/acide benzoique sous forme

basique ou acide. Le pH final des solutions repst€la figure a été mesuré au papier pH.

Au contraire, quand le mélange est effectué awade carboxylique, un signal est observé.
Ce signal augmente lorsque le pH diminkgyre 15-aetb).

L’ensemble de ces résultats est cohérent avecdix A. Laufer et &* qui ont montré par
RMN que l'interaction de l'acide benzoique avec@3s a lieu via I'insertion de la fonction
acide carboxylique avec une constante d’associal®ri750 M & 25°C déterminée par
potentiométrie. Tandis que, I'interaction des Cbecale benzoate de sodium se produit par
inclusion du cycle benzénique avec une trés faiblestante d’association de 10'N 25°C.
Cette faible association est probablement dueda lgolarité apportée par la charge ainsi qu'a
la répulsion électrostatique entre la charge negatiu carboxylate et la charge partielle

négative de la CD située au niveau du col secoefdair

En conséquence, pour I'étude par dichroisme cireulde I'interaction entre l'acide
benzoique et les CDs avec et sans ponts, les @dutneres d’acide benzoique ont été
préparées dans I'eau afin que ce dernier soit mtaf@ment sous forme acide. En effet, le

pKa de I'acide benzoique est de 4.2, or, aux cdre@mms de 1 et 10 mM utilisées dans cette

140



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

étude, le pH expérimental des solutions aqueusesdd’ benzoique est respectivement de 3.9

et 3.2 donc inférieur au pKa.

Pour les mesures de cd, des solutions ayant ureecwation finale de 8 mM en CDs et 1
mM en acide benzoique ont ensuite été réalisgesaiinexe 3 ; Tableau A -) @vec des
solutions méres de CDs pontées préalablement fugydes et filtréesc{. annexe 3 ; Tableau
A - 3-a, Tableau A — 4-a et Tableau A —)5-a

La CD native seule ne donne pas de signal de darheocirculaire. Cependant, pour les CDs
pontées, nous avons obtenu un signal de dichrotamdaire entre 250 et 200 nrigure

16-a) correspondant a une bande d’absorption UV desgobtesKigure 16-b).
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Figure 16 : Spectres cd) des CDs etl) des mélanges CDs/acide benzoique. Spectrds) UV
des CDs e¢) des mélanges CDs/acide benzoigii&pectre UV du TFA et de la diéthylamine
avec et sans acide fort. Ces mesures ont été éésligvec les lots RB1068, DC356 et RB1069

respectifs des compos@® et 10.
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by

Ce signal provient des fonctions amines du pont goint situées a proximité de
'environnement chiral que représente la cavité @Bs. En effet, I'analyse UV a montré une
absorbance négligeable des contres-ions TFA maisabeorbance de la diéthylamine sous
forme amine ou ammonium entre 230 et 200 nm quespond a la zone d’absorbance UV
des composés, 9 et 10 (Figure 16-¢. Dans le cas du compo8¢on observe un signal cd
plus intense entre 250 nm et 200 nm, probablemérd th courte longueur du pont de ce
composé qui conduit a un rapprochement des amimés cavité. Lors de I'ajout de linvité,
'apparition d’'un signal cd pour la CD native mantque l'interaction héte/invité a lieu
(Figure 16-d). Dans le cas du compo$e on observe également I'apparition d’'un signal
additionnel similaire au cas de la CD native mégeltement décalé vers une longueur d'onde
plus élevée. Le composH) montre une légere variation du spectre cd sigoaedfaible
interaction héte/invité. Le signal cd du comp&equant a lui, ne varie pas en présence de

l'invité suggérant ainsi une absence d’interachote/invité.

ii. Etude par analyses ITC

Afin de compléter les résultats d’analyses cd, titesges par ITC ont été effectués entre
d’'une part des solutions d’acide benzoique et ceapiért des solutions de CDs natives ou de
CDs pontées préalablement centrifugées et filt(éesAnnexe 3 ; Tableau A - 3-a et b,
Tableau A — 4-b et Tableau A — %-b

Lors de I'étude d'un acide faible, il est généraleintonseillé d'utiliser un milieu tamponné,
mais les tests faits sur les premiers lotga-@Ds pontées, comportant des cyclohexyles,
résiduels, ne se sont pas révélés concluants. Bvarss donc choisi de tenter les analyses

d’'ITC sans tampon afin d’éviter tout risque d’irfe@ence du tampon.

Dans ces conditions, lors du titrage de-CD native par I'acide benzoiqu€igure 17-3),
nous avons observé de facon reproductible, un IlBgerde chaleur positif pour les deux
premiers pics d’injectionFigure 17-h). De plus, l'isotherme résultante présente unaign
croissant en valeur absolue en début de titr&igu e 17-9. Tout cela indique qu’un®2
equilibre autre que la complexation hote/invitéeimtent et est prépondérant en début de
titrage. Ce second équilibre est probablement dd@ @ifférence de pH entre les solutions
d’héte et d’invité Figure 17-3).
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Figure 17 : a) pH des solutions d-CD a 1 mM et d’acide benzoique a 10 mM avant le
titrage essai 3b) Flux de chaleur et) isothermes issues des trois essais de titragéne@D
native par I'acide benzoique aprés soustractionlaléaible chaleur de dilution de l'acide
benzoiqued) pH des solutions d¢-CD a 10 mM et d’acide benzoique a 1 mM avantiage
essai 2.e) Flux de chaleur ef) isothermes issues des deux essais de titrageadeld’
benzoique par &-CD native apres soustraction de la faible chaléer dilution de lx-CD.
Dans le cas du titrage de l'acide benzoique parG@D la modélisation a été effectuée sur
l'essai 2. Dans le cas du titrage dexdCD par I'acide benzoique la modélisation a été
effectuée sur I'essai 3 aprés retrait du point espondant a la deuxieme injection afin
d’éliminer la partie de Iisotherme ou I'effet diHpest prépondérant et ainsi de minimiser
l'impact de ce second équilibre. Les courbes deélimations de ces deux isothermes ont été
effectuées avec le modele « 1 type de site » erapren compte la concentration totale en

invité (Ca).
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Afin de vérifier cette hypothése, le titrage enssgmverse, i.e. en injectant la solution-CD
native dans celle d’acide benzoique, a été effeigiire 17-d). En effet, le titrage inverse
devrait induire une variation de la concentrationagide benzoique moindre et donc une
variation du pH dans la cellule moindre. A l'issiietitrage de l'acide benzoique par-CD,

on constate que le flux de chaleur ne présenteqeusignal positif au début du titrage. De
plus, Iisotherme résultante est cette fois désamse en valeur absolue avec le ratio molaire
(Figure 17-e etf). Ce résultat est cohérent avec I'hypothése dftet du pH sur I'équilibre

observé.

Les isothermes issues des deux derniers titrage$ @nnus Figure 17-aetd) ont ensuite
été modélisées avec le modele « 1 type de sikégure 17-c etf). L’acide benzoique étant
un acide faible, nous avons effectué les modétisaten faisant 2 estimations limites de la
concentration en acide benzoique non ionisé (HAla@ permis d’obtenir deux jeux de
parameéetres thermodynamiques apparents entre lesgiestaient se trouver les valeurs
réelles. Dans un premier temps, nous avons suppaséonisation négligeable de I'acide et
dans un second temps, nous avons calculé la coatient initiale en acide non ionisé
(connaissant la concentration totale en acide Gapa) et nous avons supposeé que le degré

d'ionisation ne change pas au cours du titrage.

La modélisation de l'isotherme du titrage de-CD par I'acide benzoique obtenue en faisant
I'hypothése que ce dernier est non ioniB&re 17-c), conduit a une stoechiométrie, N =

1.44, supérieure a la stoechiométrie théorique (@aldleau 9.

Tableau 9: Résultats de la modélisation, avec le modele ypé te site », de I'essai 3 du

titrage de la-CD par 'acide benzoique.

Acide non ionisé Acide partiellement ionisé

Hypothése ” i

jmite . HA=Ca—Eﬁ i+ a_}
2 K

Ca (mM) 9.98 9.98

HA (mM) 9.98 9.19

N 1.43 +£0.03 1.3+£0.02

KM™ 1650 + 150 1800 + 200

AH (cal/mol) -5200 * 200 -5700 * 200

Cela est probablement di au fait que I'acide benmoist partiellement ionisé en benzoate.

L’espece active dans la complexation étant la foatiee, la concentration est dans ce cas
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surestimée ce qui conduit a une surestimation eéé I\ie sous estimation ddH. En prenant
en compte l'ionisation d’'une partie de lI'acide dém€alcul de sa concentration, on constate
gue la valeur de N obtenue apres modélisation dien{hiableau 9. Par ailleurs, les solutions
n’étant pas tamponnées, la différence de pH eatsetingue et la cellule induit aussi une
diminution de la concentration en acide benzoigaesda cellule lors des injections. Ce
phénomeéne est probablement a I'origine des sigadnserves lors des premiéres injections
d’acide dans la solution @CD native. Enfin, la formation du complexe CD/acigenzoique
dans la cellule doit déplacer I'équilibre acidetbaes I'acide benzoique vers la formation de
I'acide car ce dernier est consommeé lors de la &ion du complexe avec la CD, il est donc
difficile de déterminer la concentration exacteagide benzoique dans la cellule au cours du
titrage. Les parameétres thermodynamiques obtentés apodélisation sont donc apparents

guelque soit 'hypothese faite au niveau de la eatration en acide benzoique.

Lors de la modélisation de l'isotherme du titragd’dcide benzoique pakCD (Figure 17-
f), on obtient une variabilité plus faible sur lergmeétres thermodynamiquésableau 10.
De plus, quand l'ionisation partielle de l'acidet @sise en compte dans le calcul de sa
concentration, la stcechiométrie obtenue est ploshgrde la valeur théoriquégbleau 10.
En effet, lors du titrage dans ce sens, I'équilidéea la différence de pH entre seringue et

cellule est minimisé.

Tableau 10: Résultat de la modélisation, avec le modele «pg tje site », de I'essai 2 du

titrage de I'acide benzoique pautCD.

Acide non ionisé Acide partiellement ionisé

Hypothese K T

limite HA =Ca HA:Ca_[ﬁ 1+ a_ :|
2 K

Ca (mM) 1.01 1.01

HA (mM) 1.01 0.76

N 1.28 +0.03 0.91 + 0.02

KM™ 900 + 50 1250 + 80

AH (cal/mol) -5900 = 70 -8200 + 100

Ces résultats montrent donc que pour pouvoir négligffet du pH causé par l'invité dans le
cas de titrage en milieu non tamponné, il fautatifer le titrage de I'invité par la CD. En
conséquence, les titrages entre les CDs pontdexiee benzoique ont ensuite été effectués

dans ce seng-gure 18).
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Figure 18: Isothermes obtenues lors du titrage de l'acideZoéque par les CDs. Les
signaux de dilution des CDs représentés ici n‘oas @té soustraits des isothermes des

titrages correspondants.

Cependant, on constate dans le cas des CDs pantées dilution des solutions témoins
conduit a des signaux de dilution non négligealffégure 18). Ces signaux indiquent qu’un
equilibre est déplacé au cours de la dilution des @ontées. La modélisation des isothermes
obtenues, aprés soustraction des signaux de dilgborespondants, conduirait donc a des
parametres thermodynamiques apparents.

Afin de comprendre l'origine de ces signaux de tdly nous nous sommes plus
particulierement intéressés au comp8s&yant montré l'interaction la plus importante avec
I'acide benzoique lors des analyseskgre 16). Dans ce cadre, les pH des solution$ éé
d’acide benzoique ont été mesurés lors du titragkadide benzoique 1 mM p&ra 10 mM
(Figure 19-3.
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Figure 19: a) pH des solutions d@ a 10 mM et d’acide benzoique a 1 mM avant ledéra
b) Isothermes obtenues lors des titrages &epar l'acide benzoique a différentes
concentrations.c) Isothermes obtenues lors des titrages &@ar I'acide benzoique a
différentes concentrations apres soustraction dgsasix de dilution non négligeables des
témoins correspondants. Les titrages a&a@ 4 mM et 10 mM ont respectivement été
effectués avec les lots RB1068 et RBC21116.

Ces mesures ont mis en évidence la forte acidi& Hers du titrage de I'acide benzoique par
8, une différence de pH significative existe dontreefa solution de I'hote et celle de I'invité.
Le signal non négligeable obtenu lors de la diluti@8 dans I'eau est donc probablement di
a la forte acidité de ce compodégure 19-b). Les isothermes de titrage résultantes apres
soustraction de ces signaux sont donc apparentdaitddes différents équilibres acido-

basiques pouvant avoir lieu en méme temps quetaction hote-invitéKigure 19-0.

Dans le cas ou I'hote est également sensible adeptitrage de I'invité par I'héte ne permet

donc pas d’éliminer les effets de pH.
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Au début de ce projet, afin d’éviter les problerdesstabilité ou d’interférences, nous avions
choisi de travailler en milieu non tamponné. Cependnous disposons a présent de lots sans
cyclohexyles résiduels qui présentent une bonngligtacolloidale, nous avons donc opté
pour étudier l'interaction d8 avec I'acide benzoique en milieu tamponné afis’déranchir

des équilibres secondaires observés en ITC.

Dans ce cadre, nous avons utilisé une solution aandgp40 mM d’acide formique a pH 3.5,
afin d’avoir un pH inférieur au pKa de l'acide carylique et d’ainsi conserver I'interaction
avec les CDs. Il est & noter que l'interaction’deidle formique avec #-CD est négligeabfe
L’interaction de la-CD native avec l'acide benzoique en milieu tam@oanpréalablement
été étudiée comme titrage de référence afin defiaéiefficacité de ces conditions
d’analysesKigure 20).

a) b)

PHinvité + tampon PHco + tampon PHC_D3+ t;;po" PHinvité + tampon
=351 =3.56 - =3.56

Acide benzoique a 10 mM dans a-CD a 1 mM dans tampon a-CD a 10 mM dans acide benzoique a 1 mM dans tampon
Modélisation Modélisation
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N
)
L
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N
)
.

-4 T T T T -4 T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Ratio molaire Ratio molaire

Figure 20 : a) Isotherme obtenue lors du titrage de-CD par I'acide benzoique en milieu
tamponné (acide formique 40 mM, pH=3.5) apres sauosbn de la faible chaleur de
dilution de lI'acide benzoiqué) Isotherme obtenue lors du titrage de I'acide bégae par
I'a-CD en milieu tamponné aprés soustraction de Ialéachaleur de dilution ded-CD. Les
courbes de modélisations de ces deux isothermesi@effectuées avec le modele « 1 type de

site » en prenant en compte la concentration totalénvité (Ca).

148



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

A lissue de ces analyses, les titrages dans les dens Figure 20) ont conduit, aprés
modélisation par le modéle « 1 type de site », sapdgametres thermodynamiques du méme
ordre de grandeuiT@bleau 11; Tableau 19. Ces résultats similaires obtenus lors des deux
titrages indiquent I'absence d’équilibre secondare présence de tampon. Cependant, la
stcechiométrie reste inférieure a 1. La prise enptende l'ionisation partielle de Il'acide
éloigne le résultat du fit de la stoaechiométrie ratte2, probablement car cette ionisation
partielle en absence d'héte diminue au fur et aureedu titrage.

Tableau 11 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé tle site », du titrage dext’

CD par I'acide benzoique en milieu tamponné (aémtmique 40 mM, pH=3.5).

Acide non ionisé Acide partiellement ionisé
Hypothese Ca
|i%ﬁe HA =Ca HA=1+L
H']
Ca (mM) 10 10
HA (mM) 10 8.3
N 0.85+0.03 0.68 £ 0.01
KM™ 750 + 30 860 + 10
AH (cal/mol) -9200 £ 500 -11600 + 200

Tableau 12: Résultats de la modélisation avec le modéle «p& tye site » du titrage de

I'acide benzoique pard-CD en milieu tamponné (acide formique 40 mM, pH3.

Acide non ionisé Acide partiellement ionisé
e HA =Ca HA = +C?<
H]
Ca (mM) 1 1
HA (mM) 1 0.83
N 0.87 £ 0.03 0.71 £ 0.02
K(M™ 800 £ 80 970+ 100
AH (cal/mol) -8700 = 200 -10700 * 200

Les conditions utilisées sont donc adaptées popprsuer I'effet du pH dans les deux sens
du titrage et permettent ainsi d’observer l'intéi@t étudiée. Nous avons donc appliqué ces

conditions au compos®(Figure 21).
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Figure 21: a) Isothermes obtenue lors du titrage 8epar I'acide benzoique en milieu
tamponné (acide formique 40 mM, pH=3.5) aprés saosbn de la faible chaleur de
dilution de I'acide benzoiqud) Isothermes obtenues en milieu tamponné lors diuéon
de 8 et lors du titrage de I'acide benzoique @asans soustraction de l'isotherme témoin de
dilution de 8. c) Données précédentes aprés soustraction de la whale dilution non
négligeable dé. Les courbes de modélisations de ces deux isofiseomt été effectuées avec
le modéle « 1 type de site » en prenant en comaptericentration totale en invité (Ca). Les

titrages ave® ont été effectués avec le lot RBC21116.
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La modélisation par le modele « 1 type de site stitdage de8 par I'acide benzoique a été
effectuée en utilisant la concentration en acidezbi&ue non ionisée (Ca). Elle a conduit a
une stcechiométrie de 0.37, si tous les parameétmatslibres lors de la modélisation. En
imposant la stcechiométrie théorique, I'isothermeraelélisation reste proche de la courbe

expérimentale, ce résultat est donc plus cohélaiti¢au 13.

Tableau 13 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association
8/acide benzoique en milieu tamponné (acide formduenM, pH=3.5).

Titrage de : 8 par I'acide benzoique I'acide benzque par 8
Ca (mM) 9.99 0.99

N 1fixé 1fixé

KM™ 890 + 50 340 + 20

AH (cal/mol) -3200 £ 80 -5660 + 170

Par contre, lors du titrage de I'acide benzoique8pan observe un signal de dilution 8e
non négligeable (bien gu’il soit moins importaneqelui précédemment observé en milieu
non tamponné)Higure 21-b). Ce résultat indique qu’en milieu tamponné, unildrre autre
gu’acido-basique subsiste au sein de la solutioh & tous les paramétres sont non fixés lors
de la modélisation du titrage de I'acide benzoipgae8, par le modeéle « 1 type de site »,
(Figure 21-b) une stoechiométrie de 1 + 0.4 et une constanssakéation de 300 + 200 M
sont obtenues. Cependant, la variabilité autouredeparameétres est trés élevée. En imposant
la stcechiométrie théorique, les parameétres thernadigues restent similaires mais la
variabilité autour de K eAH est fortement réduitelableau 13. Nous avons donc conservé
ce résultat. On constate alors que les paramétezmmbdynamiques obtenus lors du titrage
dans ce sens sont différents de ceux obtenus Iotidrdge deB8 par I'acide benzoique. Cela
s’explique par le fait qu’en milieu tamponné, ldution du composé& présente un signal
résiduel signe qu’un équilibre d’association a ptibment lieu au sein de ce composé
(Figure 21-b). L'isotherme issue du titrage de I'acide benzeigar8 est donc la résultante

de deux équilibres et les paramétres thermodynamiqui en découlent sont donc apparents.

En conséquence, d’apres ces résultats, seulsriampimes thermodynamiques issus du titrage
de 8 par l'acide benzoique peuvent étre pris en cornptedans ce sens de titrage, on peut

penser que I'impact de ce second équilibre estdnein
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Pour conclure, les analyses de dichroisme ciraleird’ITC montrent une interaction de
I'acide benzoique avecFCD native et indiquent que, parmi les CDs pontBieseraction la
plus favorable est celle avec le comp8gEigure 16; Figure 22).

COH
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Acide benzoique a 10 mM dans a-CD a 1 mM - essai 3
= Acide benzoique a 20 mM dans 8 a2 mM - essai 1
4 Acide benzoique a 10 mM dans 8 a 1 mM - essai 2

Acide benzoique a 20 mM dans 9 a2 mM Acide benzoique a 10 mM dans a-CD a 1 mM dans tampon
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Figure 22 : Isothermes obtenues lors du titrage des CDs @aide benzoiqua) dans I'eau
etb) en milieu tamponné (acide formique 40 mM, pH=3es soustraction du faible signal

de dilution de I'acide benzoique.

L’acide benzoique interagit avec la CD native \dafénction acid&, ce qui permet au
complexe d’adopter une orientation favorable daagsi¢lle les dipdles des 2 partenaires sont
antiparalléle¥’. Dans le cas du compo8gla présence des charges positives portées par les
ammoniums du pont devrait renforcer le dipble dEa@E* au niveau du col primaire). Cela
devrait donc conduire a une insertion de l'aciddagylique dans le méme sens que dams I

CD native.

Parmi les CDs pontées, l'interaction favorable aleecomposé est probablement due a la
modification de la forme de la cavité de ce compasécontrainte exercée par le pont sur le
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col primaire induit certainement un élargissememtlal cavité qui induit une moins bonne
interaction mais un gain d'entropie plus élevé td'inclusion de l'invité dan8 comparé au

cas de lbi-CD native. On constate en effet que la force roetde cette interaction est a la fois
enthalpique et entropique contrairement a celld’ideeraction avec la CD native qui est

uniquement enthalpiqué&igure 23).

a-CD + invité 8 + invité

: _

Kcal/mol
N
1

B AH
-10- [ -TAS

Figure 23: Contributions enthalpiques et entropiques misegeanors des interactions de
I'a-CD native et deB avec l'acide benzoique en milieu tamponné (donpéegenant de
Tableau 11 et Tableau 13).

Cet invité serait donc un bon modéle pour la syseh&une CD constituée du compdse
substitué par espaceur portant un acide benzoiEigeré 24). Le précurseur nécessaire
n'étant pas disponible commercialement, ce monoraérait synthétisable sous réserve de

trouver une voie de synthése du groupement invite.

HO HO

o~

Figure 24 : Schéma de la conception un monomere hoéte-indtéds la fonctionnalisation
de8 par I'acide benzoique.
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b. Etude de linteraction des CDs pontées avec les déks de
I'aniline

Dans le but d'étudier I'effet de la taille du pur un invité dérivé du benzéne s’insérant dans
la cavité de la CD via le cycle benzénique, noussneommes également intéressés a la
famille des anilines. Nous avons choisi d’évaltiatdraction des CDs pontées avec l'aniline,
la bromoaniline et I'iodoaniline. Les halogénesemagissent fortement avec les Gbs
l'utilisation de dérivés halogénés pourrait donadwire & une interaction importante avec les
CDs et permettre ainsi d’exacerber d’éventuell&&rmdinces d’interactions liées a la taille du

pont des CDs étudiées.

Nous avons étudié par ITC, l'interaction des CDscages trois invités sous la forme acide
afin d’augmenter leur solubilité dans I'eau. Comément a I'acide benzoique, I'association
des CDs est semblable avec les formes acide etjueasles dérivés de I'anilifie En

conséquence, pour la détermination des paramdiezmddynamiques d’association, nous

avons utilisé la concentration totale en invitéer@s jeu dans chaque analyse.

i. Etude par analyses ITC en milieu non tamponné

Sur la base de la précédente étude par ITC, noussaffectué le titrage des CDs par les
dérivées de [lanilinium (plutét que linverse) afide pouvoir négliger les eéquilibres
précédemment observés lors de la dilution des Q@Dgeps. Par ailleurs, bien que les invités
choisis soient sensibles au pH, nous avons ch&siedtuer, dans un premier temps, les
titrages en milieu non tamponné dans le but d’avn& premiéere information qualitative sur
les systemes étudiés avant d’aller plus loin datgde. Les solutions meres de CDs pontées,
utilisées pour les analyses ITC, ont été préalabhtroentrifugées et filtréesf( Annexe 3 ;
Tableau A - 4-b, Tableau A - 5-b, Tableau A - 1ablBau A - 12 et Tableau A - )13

Comme attendu, on constate que les dilutions desicts témoins des dérivés d’anilinium
conduisent & des chaleurs de dilution non négligsgbigure 25-a ac).
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b) Br

Bromoanilinium

= Bromoanilinium a 10 mM dans H20
Bromoanilinium & 10 mM dans a-CD a1 mM - essai 1

o Anilinium & 20 mM dans H20 Bromoanilinium & 10 mM dans a-CD a1 mM - essai 2
o Anilinium & 10 mM dans H20 = Bromoanilinium a 10 mM dans 8 a1 mM 5 lodoanilinium a 10 mM dans H20
Anilinium & 20 mM dans a-CD a2 mM Bromoanilinium & 10 mM dans 9 a1 mM - essai 1

lodoanilinium & 10 mM dans a-CD & 1 mM

= Anilinium & 10 mM dans 8 a1 mM Bromoanilinium & 10 mM dans 9 a1 mM - essai 2 = lodoanilinium a 10 mM dans 8 4 1 mM
Anilinium & 10 mM dans 9 a1 mM = Bromoanilinium & 10 mM dans 10 a1 mM - essai 1 Jodoanilinium a 10 mM dans 9 a 1 mM
= Anilinjum & 10 mM dans 10 a 1 mM ¢ Bromoanilinium & 10 mM dans 10 &1 mM - essai 2 = Jodoanilinium a 10 mM dans 10 & 1 mM
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Figure 25: Isothermes obtenues lors du titrage des CDs parlanilinium, b) le
bromoanilinium etc) liodoanilinium. L'isotherme de dilution de chaquiavité est
représentée et n'a pas été soustraite des isottewheenues lors des titrages. Les titrages
avec l'anilinium et I'iodoanilinium ont été effeés avec les lots RBC20416, RBC40416 et
RBC60416 respectifs des compo8¢9 et 10. Dans le cas du bromoanilinium, ils ont été
effectués avec le lot RBC20416 du com@ses lots RBC40416 et RB1072-73 du com@osé
et les lots RBC60416 et RBC61116 du compb3és

Ces signaux sont liés a la forte acidité des dgértvénilinium. Ces courbes témoins n’ont
donc pas été soustraites aux isothermes obtenuesdés titrages et une comparaison
gualitative de I'association des CDs pontées papog a la-CD native a été effectuée pour
chaque invité.

On constate que liodoanilinium conduit a l'intetiaa la plus importante avec les CDs
(Figure 25-9. La taille de I'iode plus élevée que celle durbeopermet apparemment une
meilleure interaction avec la cavité de la*Cette interaction est plus importante avee I
CD native qu'avec les CDs pontées. Dans le casraimndmnilinium, l'interaction est moins
importante, cependant0 semble avoir une interaction plus importante geieeae lo-CD
native Figure 25-b). L'interaction de I'anilinium avec &-CD est négligeable, ce résultat est

cohérent avec la littératdre(Figure 25-g. Dans le cas des CDs pontées, l'interaction de
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I'anilinium avecl0 est également négligeable mais une interactiomkseavoir lieu aved et
9. Cependant, l'interaction observée entre les éérivalogénés de I'aniline et les CDs est
globalement plus importante. Nous nous sommes g particulierement intéressés a

I'interaction de9 et10 avec le bromoanilinium et I'iodoanilinium.

Dans ce cadre, nous avons mesuré le pH des saufi®rbromoanilinium et nous I'avons

comparé a celui des solutionseCD native, d&® et del0 (Tableau 14.

Tableau 14 : pH des solutions de bromoanilinium (pKa=33&t de CDs.

Bromoanilinium a-CD 9 10
(lot RB1072-73) (lot RBC61116)

Concentration (mM) 1.01 10.02 1.01 10.05 1.03 10.26 1.03 10.28
pH 3.73 3.17 6.02 6.15 6.14 5.76 4.47 3.9b

Ces mesures montrent que le bromoanilinium esttafianent tres acide comparé a-CD
native dont le pH est, comme attendu, proche daeldralité. Concernant les CDs pontées, le
composé est peu acide contrairement au comp®gui, comme le compos®(Figure 19-

a), présente une acidité plus importante que cellendue étant donnée la nature des
fonctions acides des composés pontés. La suitettke @ude est axée sur la détermination de
conditions d’analyses optimales pour I'étude dedaxiation CD/dérivés de I'anilinium. Une
étude plus détaillée du comportement en solutiecn@@s pontées a, toutefois, été effectuée

et sera présentée a la fin de cette partie.

ii. Etude par analyses ITC en milieu tamponné

Afin de s’affranchir de I'effet de la différence gél entre la solution d’invités et celle de CDs
et de pouvoir ensuite extraire des informationstjtetives de ces titrages, nous avons réalisé
ces analyses en milieu tamponné. Pour cela, I'ebigedes solutions d’invité et de CDs a été
préparé dans un tampon pipérazine a 40 mM a pHf GAifnexe 3; Tableau A - )4
Cependant, une précipitation de l'iodoaniline a ébservée lors de I'ajout du tampon

pipérazine. Nous avons donc poursuivi I'étude degdromoanilinium uniquement.

En milieu tamponné, on observe la disparition dynali de dilution de la bromoaniline
(Figure 26-h).
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Br 7 Br
Bromoanilinium - Bromoaniline

Titrage dans H20 l l Titrage dans tampon pH 6

o Bromoanilinium a 10 mM dans H20
Bromoanilinium & 10 mM dans a-CD &1 mM - essai 1

Bromoanilinium & 10 mM dans a-CD &1 mM - essai 2 < Bromoaniline & 10 mM dans H20

= Bromoanilinium a 10 mM dans 9 a1 mM Bromoaniline a 10 mM dans a-CD a 1 mM dans tampon - essai 1
Bromoanilinium a 10 mM dans 10 a 1 mM - essai 1 Bromoaniline & 10 mM dans a-CD a 1 mM dans tampon - essai 2
Bromoan!l!n!um a1l0 mMdans 10 a1 mM - essai 2 Bromoaniline a 10 mM dans 10 & 1 mM dans tampon

- Bromoan!l!n!um al0mMdans 11 a1 mM - essai 1 + Bromoaniline & 10 mM dans 11 & 1 mM dans tampon - essai 1

+ Bromoanilinium a 10 mM dans 11 &1 mM - essai 2 + Bromoaniline & 10 mM dans 11 & 1 mM dans tampon - essai 2
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Figure 26 : Isothermes obtenues lors du titrage des @pdans I'eau par le bromoanilinium
etb) en milieu tamponné (pipérazine a 40mM, pH=6) @abtomoaniline. Les isothermes de
dilution du bromoanilinium et de la bromoaniline ndoreprésentées et n'ont pas été
soustraites des isothermes obtenues lors des éisrdges titrages en milieu tamponné ont été
effectués avec les lots RB1072-73 et RBC61116a&spdes composéset 10.

Pour chaque type de CDs étudiées, les titragesil@urtamponné ont été effectués dans les
deux sens afin d’avoir une meilleure précisionlsugsultat.

Lors de I'étude de l'associatianrCD/bromoaniline, les titrages en milieu tamponaégiles
deux sensKigure 27) conduisent, aprés modélisation par le modeldypé de site », a des

paramétres thermodynamiques similaires, i.e. Katdre de 1000 M (Tableau 15.
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a) Br
Bromoaniline
PHinvité + tampon PHCp + tampon
=5.72 =5.94
Bromoaniline & 10 mM dans a-CD & 1 mM dans tampon - essai 1
Bromoaniline & 10 mM dans a-CD a 1 mM dans tampon - essai 2
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a-CD a 10 mM dans Bromoaniline a 1 mM dans tampon - essai 1
a-CD a 10 mM dans Bromoaniline a 1 mM dans tampon - essai 2
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Figure 27 : a) Isothermes modélisées obtenues lors du titragesd€D par la bromoaniline

en milieu tamponné (pipérazine a 40mM, pH=6) empr¢ en compte la faible chaleur de

dilution de la bromoaniline.b) Isothermes modélisées obtenues lors du titragelade

bromoaniline par 1b6-CD en milieu tamponné en prenant en compte laldadnaleur de

dilution de lI'a-CD.

Tableau 15: Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association

a-CD/bromoaniline en milieu tamponné (pipérazine a 4QrmpM=6).

Titrage de : o-CD par le bromoaniline Bromoaniline par I'e-CD
[invité] (mM) 9.99/9.97 1.0/ 0.99

N 0.80 £+ 0.03 0.93+0.07
KM™ 1170 + 60 1000 + 220

AH (cal/mol) -7000 = 300 -6860 £ 300

& concentration totale en invité lors de I'essai 1
P concentration totale en invité lors I'essai 2

La réalisation du titrage en milieu tamponné perah@ic de remonter a des paramétres

thermodynamiques fiables. Ces conditions ont ddaécappliquées pour I'étude par ITC de

I'association9/bromoaniline Figure 28).
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a) Br
Bromoaniline
PHinvité + tampon PHcp + tampon
=5.79 =6.20
Bromoaniline @ 10 mM dans 9 a 1 mM dans tampon
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PHcp + tampon t /
=5.90
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Figure 28 : a) Isotherme obtenue lors du titrage @ear la bromoaniline en milieu tamponné

(pipérazine a 40mM, pH=6) apres soustraction defddble chaleur de dilution de la

bromoaniline. Isothermes obtenues lors du titrage ld bromoaniline par9 en milieu

tamponné) avant etc) aprés soustraction de la chaleur de dilution négligeable d&®. Les

courbes de modélisations de ces deux isothermeit@effectuées avec le modeéle « 1 type de

site ». Les titrages ont été effectués avec IRBX072-73 du compo$e
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Lors de la modélisation, par le modeéle « 1 typesitke», du titrage d@ par la bromoaniline,
si tous les paramétres sont libres, une stoechimmde 0.03 est obtenue. Lorsque la
stoechiométrie est fixée a 1, I'isotherme du modedee proche de I'isotherme expérimentale

(Figure 28-3. Nous avons donc conserveé ce résultat plus coh@rableau 16.

Tableau 16 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association

9/bromoaniline en milieu tamponné (pipérazine a 4QmME6).

Titrage de : 9 par la bromoaniline Bromoaniline par9
[invité] (mM) 10 18

N 1fixé 1fixé
KM™ 580 + 20 690 + 20

AH (cal/mol) -3800 = 80 -3500 £ 50

& concentration totale en invité lors des essais2l e

Lors du titrage de la bromoaniline gron constate qu’en milieu tamponné la dilutionale
solution de9 conduit & une chaleur de dilution non négligedblgure 28-b). Les isothermes
issues des titrages de la bromoaniline pasont donc une combinaison de I'équilibre

d’associatiord/bromoaniline et de I'équilibre qui a lieu lors ldedilution de9.

Si on soustrait le signal de dilution 8eavant de modéliser les isothermes résultantefevia
modéle « 1 type de site », une stcechiométrie de ds8obtenue quand tous les parametres
sont libres. Si la stoechiométrie est fixée a 1,idethermes du modele restent proches des
isothermes expérimentalefapleau 1§. Cependant, du fait du signal de dilution @i@on

négligeable, les paramétres thermodynamiques @ishus sont apparents.

Lors du titrage d@® par la bromoaniline, la variation de la concemrate9 est plus faible,
de plus, la concentration utilisée 8rest moindre. Le titrage dans ce sens permet denc d
diminuer I'effet de I'équilibre de dilution d@ Les parametres thermodynamiques issus de la

modélisation de cette isotherme sont donc pluggust

Les titrages dans les deux sens en milieu tamponnégalement été réalisés dans le cas de

I'associationl/bromoaniline Figure 29).
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a Br b Br
) Bromoaniline ) PHco + tampon ' Bromoaniline
=5.98
PHinyité + tampon PHcp + tampon PHinyite + tampon
=5.72 =593 =6.03
= Bromoaniline a 10 mM dans 10 a 1 mM dans tampon - essai 1
+  Bromoaniline a 10 mM dans 10 a 1 mM dans tampon - essai 2 s 104 10 mM dans tampon
Modélisation globale = 104 10 mM dans Bromoaniline & 1 mM dans tampon
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Figure 29: a) Isothermes obtenues lors du titrage H& par la bromoaniline en milieu
tamponné (pipérazine a 40mM, pH=6) apres soustoactle la faible chaleur de dilution de
la bromoaniline. Isotherme obtenue lors du titrage la bromoaniline parlO0 en milieu
tamponnéb) avant etc) apres soustraction de la chaleur de dilution n&gligeable delO.

Les courbes de modélisations de ces deux isothevmnieété effectuées avec le modele « 1
type de site ». Les titrages ont été effectués laviet RBC61116 du composé.
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Lors de la modélisation par le modéle « 1 typeitke»sdu titrage dd0 par la bromoaniline,
une stoechiométrie de 0.05 est obtenue, si tougpdeametres sont libres. Lorsque la
stoechiométrie est fixée a 1, lisotherme du modete trés différente de lisotherme
expérimentale. Quand celle-ci est fixée a 0.ba&bleau 17, le modele se rapproche de la
courbe expérimentale mais I'adéquation n’est paisnafe Figure 29-a8). Le modeéle « 1 type

de site » n’est probablement pas adapté pour ésisan cette interaction.

Tableau 17 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association

10/bromoaniline en milieu tamponné (pipérazine a 4QrpM=6).

Titrage de : 10 par la bromoaniline Bromoaniline pa 10
[invité] (mM) 9.79'/9.98 1

N 0.55fixé 0.55 £ 0.005
KM™ 4610 + 800 1840 + 130

AH (cal/mol) -5600 + 270 -7200 £ 160

& concentration totale en invité lors de I'essai 1

® concentration totale en invité lors de I'essai 2

“ modéle inadapté

Lors du titrage en milieu tamponné de la bromoaeilparl0, on constate que la dilution de
10 conduit & une chaleur de dilution non négligeébigure 29-9. Si on soustrait le signal de
dilution de10 avant de modéliser l'isotherme résultante par éeléte « 1 type de site », les
parametres thermodynamiques obtenus sont diffédntseux obtenus lors du titrage dans
I'autre sens avec N fixé a 0.55ableau 17). Du fait du signal de dilution non négligeable de

10, les parametres thermodynamiques obtenus dans @®happarents.

En conclusion, I'étude de l'interaction des CDs@les dérivés de l'aniline montre que la
présence des ponts C2 (comp8sét C4 (compos8) induit une interaction avec I'anilinium
qui n’a pas lieu avec la CD nativEigure 25-3. L’hydrophobie apportée par l'ajout des
ponts C2 et C4 favorise probablement l'interacimec le cycle benzénique de I'anilinium.
Dans le cas des dérivés halogénés de I'anilinimgamstate que I'interaction observée avec
I'a-CD native est conservée avec les CDs pontées.e Getsociation est importante
notamment avec I'iodoanilinium. Cependant, la fibblubilité de ce dernier dans le milieu
tamponné utilisé pour cette étude nous a condoibus intéresser plus particulierement au
bromoanilinium. En milieu tamponné, le compod® interagit fortement avec la

bromoaniline, mais le modéle « 1 type de site »ldeme pas étre adapté pour caractériser
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cette interaction. La taille du pont de cette molédnduit probablement une interaction et
donc un équilibre additionnel. Afin de s’affranclie ce biais, le compo$g dont le pont C4
perturbe le moins la conformation de la cavitétea ahoisi pour la synthése des molécules

substituées par la molécule invitée.

Par ailleurs, au cours de cette étude, nous avonstaté que les composés pontés sont
impliqués dans un équilibre de nature inconnue d@rdeur dilution. Bien qu’il ne soit pas

certain que cet équilibre soit mis en jeu dans ds des monoméres hétéro-ditopiques
substitués par la molécule invitée, nous avons atilétudier cet équilibre de maniére plus

détaillée. Cette étude fait donc I'objet de la jgastiivante.

c. Etude du comportement en solution des CDs pontées

Nous avons précédemment constaté que les CDs pagtigdiées présentent des chaleurs de
dilution non négligeables et d’intensités décraigsa au cours des dilutions, signe de la

présence d'un équilibre additionnélidure 18). Dans cette partie, nous avons donc souhaité
déterminer l'origine de ces signaux. Pour celdgédiihtes hypothéses ont successivement été

évaluées.

i. Présence d’'un équilibre acido-basique ?
Apres mesures du pH des solutions &e9 et 10, nous avons constaté que celles-ci
présentaient des pH tres bas et plus faibles que des solutions des diamines primaires
correspondantesT@bleau 18. De plus, dans le cas du comp&séous avons observé une
variation du pH mesuré d'un lot a l'autr€apleau 18. Nous avons alors émis I'hypothese

gue ces pH tres bas pourraient étre responsaldesgieux de dilution observeés.

Tableau 18 : pH expérimentaux et théoriques des solutions de £D0 mM.

8 9 9 10
a-CD (lot RBC21116) | (lot RB1072-73)| (lot RBC40416) | (lot RBC61116)
Conc. (mM) 10.05 10.33 10.26 10.30 10.23
PHexp 6.15 2.19 5.76 2.55 3,95
PHineo 442 4.69 5.81 5.8 6.3¢"

@ pH calculés respectivement avec les p#ala 1,2-éthanediamine (6.86), la 1,4-butanediar(®.63) et la 1,6-
hexanediamine (10.76) issus de la 7&f.

® Une valeur de pKa de diamine secondaire, se rappm ainsi de la structure du pont des CDs, a été
uniqguement trouvée dans le cas de la N,N’-diméthgtéthanediamine (7.40). Ce composé conduit aHin p
proche de celui de la 1,2-éthanediamine. Les diesnimimaires ont donc été conservées comme modeéle.
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Afin de compléter les résultats issus des mesueegHlet de déterminer l'origine de cette

acidité, nous avons effectué un dosage des ionsprégents dans les lots de CDs pontées.

En effet, au cours de la synthése des CDs pontéeEFA, qui sert de contre-ion aux
ammoniums du pont, est ajouté en excés lors dapkéde déprotection des alcools par
hydrogénation des benzyfed 'excédent de TFA est ensuite éliminé en fin gatlsése au
cours de la lyophilisation des CDs modifiées. Ldité excessive des solutions de CDs
pourrait donc étre due au TFA en excés qui n'ayra#t été totalement éliminé pendant la
lyophilisation. Le TFA étant un acide fort (pKa 8]} une faible quantité résiduelle pourrait
alors induire une forte baisse du pH des solutdesCDs pontées. Cela entrainerait une
différence de pH entre les solutions contenues danseringue et dans la cellule qui
conduirait a un signal lors de la dilution des GDstées.

Ce dosage du TFA a été réalisé par analyse RMNudu d I'aide d’'un étalon proton et fluor,
le pentafluorobenzéne (PFB). Une concentrationt&iorede 60 mM a éteé utilisée afin que la
concentration en fluor du PFB soit égale a la cotraéon théorique en fluor provenant du
TFA présent dans les solutions de CDs a 10 mMsbasdions de CDs ont été préparées dans
le DMSO. Le DMSO étant un tres bon solvant des @Bs,derniéres ne devraient pas former
d’agrégats dans ce solvant. Pour la préparatiorsdesions, 'ensemble des CDs n’a donc

pas été centrifugé et filtré.
A lissue du dosage, un léger exces de TFA a égurgéadans la solution @(Tableau 19.

Tableau 19 : Concentration en TFA déterminée par dosage RMR~Nuduw.

8 9 9 9 10
(lot (lot RB1072-73 + (lot (lot (lot
RBC21116) lot RBC40416) | RB1072-73)| RBC40416) | RBC61116)
Conc. en CDs (mM) 10.28 10.33 9.91
Conceo €n TFA (mM) 20.57 20.66 19.82
Concex €n TFA (mM) 22.2+0.08 18 £ 0.05 15 + 0.008
PHexp 2.19 5.76 2.55 3.95
PHreo 2.79 > 7 > 7

2 pH expérimentaux déterminés sur des solutionsmNi(récédemment préparées dag® Kfableau 18
® pH calculés respectivement avec les p@la 1,2-éthanediamine (6.86), la 1,4-butanediar(®.63) et la 1,6-
hexanediamine (10.76) issus de la &fcf. Annexe 3.

Ce résultat est cohérent avec le pH expérimen&léoiemment mesurédbleau 19. Si on
compare le pH expérimental mesuré et le pH calaufgrtir de la concentration en TFA

déterminée lors du dosage en utilisant le pKa di2aéthanediamine, on constate que ces
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deux valeurs sont procheBapleau 19. Dans le cas du compo8¢le dosage confirme donc

gue l'acidité excessive mesurée est due a un eec@sA.

Dans le cas de la solution de comp&8¢un défaut de TFA a été détermirialpleau 19.
Etant donné le pKa de la 1,6-hexanediamine, cautlé@ TFA mesuré devrait conduire a une
solution basique, ce qui n'est pas en accord ageePH mesuré Tableau 19. Cette
incohérence pourrait étre due a la présence d’utre aspéce acide issue de la synthése du
composélO qui serait présente en quantité résiduelle.

Pour le compos8, un défaut de TFA a également été mestliableau 19. Le dosage a été
effectué sur une solution préparée avec un méldagealeux lots précédemment utilisés pour
les mesures de pH. Or, ces deux lots n'avaienigpaggme pH Tableau 19. Il n’est donc
pas possible de corréler directement le résultatadage aux pH experimentaux.

En conclusion, les résultats du dosage de TFAsetmesures de pH indiquent que l'acidité
des solutions de compos8set 10 pourrait étre responsable du signal observeé lergedr
dilution. Dans le cas du compa8édle dosage RMN montre que cette acidité excessivdue
a un exces de contre-ions TFA, tandis que, dacadelu composgQ, la présence d’une autre

espéce acide pourrait en étre la cause.

Afin de pallier ce probleme de pH, les dilutions d&Ds ont été réalisées en milieu tamponné
(Figure 30). Dans ce cadre, une diminution du signal de idituta été observée pour les
composés3 et 10, comparé aux dilutions effectuées dans I'digyre 30). Dans le cas du
compose9, le signal de dilution est resté similaire en alseet en présence de tampon
(Figure 30).

Ces observations sont cohérentes avec les pH bagdésedans le cas des compd@éslo et

le pH moyen dans le cas du lot RB1072-73 du com@osgependant, la persistance des
signaux de dilution des compos® et 10 en milieu tamponné montre que ces signaux ne
sont pas uniqguement dus a la dilution des protarexeés dans les solutions de comp@sets

10, mais sont également dus a un autre équilibreiguaht les CDs Kigure 30). Cet
équilibre observé lors de la dilution des CDs etiennitamponné pourrait étre di a un

equilibre d’'inclusion d'une espece dans la cawe® @Ds, par exemple des ions TFA.
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Figure 30: Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'eawen milieu tamponné de
solutions de composéd 8 (lot RBC21116)p) 9 (lot RB1072-73) et) 10 (lot RBC61116).
Dans le cas du compo$éun tampon acide formique a 40mM, pH=3.5 a étédsdtiiDans le

cas des compos@st10 un tampon pipérazine a 40mM, pH=6 a été utilisé.

ii. Présence d’'un équilibre d’inclusion CD/TFA ?

Pour vérifier 'hypothese d’'un équilibre de com@érn TFA/CDs, nous avons effectué une
mesure du coefficient de diffusion du TFA en présert en absence de CDs par RMN
DOSY du fluor. En effet, en cas d'inclusion, le ffmgent de diffusion du TFA inclus devrait
étre plus faible que celui du TFA en solution s@s, i.e. non inclus.

Nous avons choisi d’effectuer la mesure de RMN DQ8Yle compos8 étant donné notre
intérét préférentiel pour cette taille de pont plausuite du projet. Pour cela, une solution a
analyser d® a 10 mM a été préparée a partir d'une solutionenpééalablement centrifugée
et filtrée afin de retirer les agrégats. (Annexe 3 ; Tableau A - }5Des solutions références

de TFA a 20 mM en présence et en absenc€@ native ont également été préparées.

Les analyses RMN DOSY montrent que le coefficieat diffusion du TFA diminue en

présence du compo8&omparé a celui du TFA seul en solutidialtfleau 20.

En présence d-CD native, le coefficient de diffusion du TFA resiu contraire identique a
celui du TFA seulTableau 20.
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Tableau 20 : Détermination des coefficients de diffusion parNRDIOSY du fluor.

TFA a-CD + TFA 9

(lot RB1072-73)
Conc. en CDs (mM) 10 9.97
Conc. en TFA (mM) 19.98 20.06 /
Drea X 10°° (m2/s) 11.8+0.1 11.8+0.2 10.3+0.1

Ces résultats montrent une interaction TFA/com@oséune absence d’interaction TFA/CDs
natives. Cependant, la masse molaire du compas@nt dix fois plus élevée que celle du
TFA, on peut penser que s’il y avait une interacfiarte telle qu’une inclusion, la diminution
de la valeur du coefficient de diffusion seraitlmportante que celle observée. De plus,
celle-ci aurait lieu aussi bien avec la CD natiuéagec la CD pontée. Ces résultats suggerent
donc que la diminution du coefficient de diffusidn TFA observée, uniquement en présence

des CDs pontées qui sont des composés chargésraipoétre due a linteraction

électrostatique qui a lieu entre ces deux composeés.

Les résultats obtenus lors des différentes anabfestuées sur le compo8éndiquent donc
gue le signal de dilution dans I'eau observé en €5t dO ni a un exces d'acidité ni a

I'inclusion du TFA dans la cavité.

iii. Présence d’'un équilibre d’auto-association des-CDs pontées ?

Une autre hypothése qui pourrait expliquer ce siglea dilution observé en absence et

présence de tampon lors des analyses ITC, sem#duton-association du compdsé

Afin de vérifier cela, nous avons effectué des mesude viscosité sur des solutions de
composé 9 obtenues apres dilutions successives d'une solutitere préalablement
centrifugée et filtréecf. Annexe 3; Tableau A - J6Nous avons également mesuré la
viscosité de deux composés références,CD native et un dimére covalent @eCDs
(composéll). Le protocole précédemment établi a été utilisé jpréparation des solutions
(cf. Annexe 3 ; Tableau A - 1.7
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1,12 4
1,10 -
1,08 -

1,06 -

Viscosité relative

1,04 - 9 (lot RB1072-73)

o 11 (lot PE202) - témoin dimére covalent
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Figure 31: Viscosité relative des CDs en fonction de la catre¢gion (mesurée a 25°C a
I'aide d’un viscosimétre a bille ayant un anglerttiinaison de 20°). La concentration &h
est exprimée en concentration d’unités de CDsoL&B1072-73 du compoSéa été utilisé

pour ces mesures.

On constate que la droite moyenne obtenue Pguresente une pente inférieure a celle du
dimére covalentRigure 31). Ce résultat indique que le compd@ést majoritairement sous

forme monomere.

En absence d’auto-association de CDs, le signalilddon précédemment observé en ITC
pourrait donc étre d0 a un élément exogéne, talmuésidu de synthese, qu’il serait alors

difficile d’identifier et d'isoler.

Cependant, les CDs natives sont connues pour fodegragrégats en faible quantité en
milieu aqueuX’* Nous avons observé, par analyses DLS, le méme@aement dans le
cas des composés pontés utilisés. La majorité giegats est systématiquement retirée lors
du traitement par centrifugation et filtration. Teiois, ces agrégats sont en échange lent avec
les monoméres de CHs le signal de dilution observé pourrait donc awdtse di a la
dissociation d’'une tres faible quantité d’agrégpisse seraient reformés apres le traitement
par centrifugation et filtration. Ces agrégats,sprés en quantité trop faible pour induire une
variation de la viscosité, pourraient donner umaldors de leur dissociation au cours des

mesures par ITC qui sont plus sensibles.
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Pour vérifier cela, nous avons fait I'hypothese um& auto-association des CDs pontées
suivant un modeéle de dissociation de diméres seeafponsable des signaux de dilution
observés en milieu tamponrié@dure 32).

= 8a 10 mM dans tampon
Modélisation

9a 10 mM dans tampon
254 Modélisation

= 10a 10 mM dans tampon .
Modélisation

3.0

2.0
1.5
1.04

0.0 T T T 1

kcal/mol de molécules injectées

Concentration (mM)

Figure 32: Isothermes obtenues lors de la dilution des codp8s 9 et 10 en milieu
tamponné. La modélisation a été effectuée aveotila de dissociation de diméres.

La modélisation, par le modéle de dissociation deedes, des isothermes de dilution
obtenues lors des analyses ITC précédemment efecten milieu tamponné&igure 32)

conduit a des constantes d’association faibles lesurois composéd ébleau 21J).

Tableau 21: Parameétres thermodynamiques issus de la modélisativec le modeéle de
dissociation de dimeéres, des isothermes en mib@ponné des compos8s9 et 10 et

fraction en dimeres formés a 1 et 10 mM.

8 9 10
KM™ 82 + 40 155+4 9.7+3
AH (cal/mol) -2300 + 450 -4000 £ 310 -1400 £ 100
AHgiution (cal/L) -12+3 -26.5+ 3 91+1
[CD] (mM) 10.28 10.24 10.24
Fraction en complexes (%) a 10 mN 27 £ 14 20+ 3 15+3
Fraction en complexes (%) a 1 mM 13+6 31 2+05

2 Fraction en complexe = 100 x ([CD]-[monomére])/[IGvec [monomére] calculée selon la F&f.

Dans le cas des compos8set 10, les faibles constantes d’association obtenues$ son
cohérentes avec une faible proportion d’agrégaisepaient formés dans les conditions de
I'étude (Tableau 21).
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Toutefois, quand le titrage de la CD par l'invist effectué, I'équilibre de dilution des CDs a
un faible impact sur I'équilibre d’association higtgité étudié, comme nous I'avons constaté
dans le cas du titrage d@par I'acide benzoique-{gure 21; Tableau 13 et de9 par la
bromoaniline Figure 28; Tableau 16. En effet, lors du titrage dans ce sens, la iditudes
CDs est moindre. De plus, dans ce cas, la contemran CDs utilisée est réduite. La

guantité d’agrégats présents sera donc négligeable ces condition3 ébleau 21J).

Le titrage de la CDs par l'invité permet donc ddfganchir de I'équilibre de dissociation des
CDs contrairement au titrage inverse qui conduitles parametres thermodynamiques
apparents. En conséquence, les titrages des CDéesoseront préférentiellement réalisés

dans ce sens.

2- Etude d'a-CD-C, substituées

a. Etude de 'a-CD-C, substituée par un espaceur propylamine

Les CDs pontées avec une chaingo@t été fonctionnalisées par I'équipe GOBS avec un
espaceur a trois carbones comportant un groupeptentyle (composd2) ou un 4-tert-
butylphényle (composé&3). La détermination de la présence d’assemblagé® &ffectuée

par mesures de viscosité et par analyses de difful@s neutrons.

© ©
2CF,CO, 2CF4CO,

[S]
2CF4CO,
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L’équipe GOBS a également synthétisé deux molécidewins, sans pont, une chargée
(composél4) et une autre non chargée (compSg Ces molécules sans pont devraient étre
sous forme auto-incluse et présenter une viscqiité faible que celles des composés
homologues pontées. Les agrégats non spécifigu€Ddeont été retirés avant analyses lors
de la préparation des solutions meres de com@des 13, 14 et 15 utilisés dans cette étude
(cf. Annexe 3 ; Tableau A - 18 a3

Les courbes de viscosité relative en fonction deolacentration des différents composés ont
éte tracées. Les résultats obtenus montrent queieposed 4 et 15 se trouvent sur la méme

droite que le témoif confirmant ainsi une absence d’associatkigyre 33).

1,12
1,10 - .
£ 1,08 -
ke
o
2 1,06 - 12 (lot DC132 et DC202)
§ = 13 (lot DC207)
't>£ 1,04 - = 14 (lot DC209) - témoin non ponté et chargé
¢ 15 (lot DC294) - témoin non ponté
o 11 (lot PE202) - témoin dimere covalent
1,027 @ 9 (lot RB1072-73) - témoin monomere
= a-CD
1,00 - . .

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentration (mM)
Figure 33: Viscosité relative des CDs en fonction de la caotre¢ion (mesurée a 25°C a
I'aide d’un viscosimeétre a bille ayant un anglerttiinaison de 70°). La concentration &h
est exprimée en concentration d’'unités de CDsabadyses du compode ont été effectuées

avec deux lots contenant des cyclohexyles résiloel®C132 et DC202).

Le composé 3 suit également la méme tendance que les composéassociés. Par contre,
le composél2 se trouve sur la méme droite que le dimére covanqui indiqgue qu’une
faible association a lieu entre les monomeéred 2leCependant, la variation linéaire de la

viscosité del2 avec la concentration suggére I'absence de foomae longs PSR,

L'analyse RMN T-ROESY réalisée par I'équipe GOBS Bucomposél? a montré des

corrélations entre les protons de la cavité de Da et les protons ortho, méta et para du
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phényle indiquant une inclusion du phényle. Cepefjdaucune corrélation n’a été observéee
entre les protons de la cavité et ceux de I'espateanalyse RMN T-ROESY montre donc
gue le phényle n’est pas inclus profondément damsvité ce qui est cohérent avec la faible

interaction observée par viscosimétrie.

Des analyses par diffusion des neutrons dai@ @t été effectuées sur un lot de complisé
a 46.3 mM comportant des cyclohexyles résiduels2@X}, sur un lot sans cyclohexyles
résiduels (RB1-036) a 23 mM ainsi que sur le coragémoind a 22.4 mM Figure 34).

100 12 4 46.3 mM (Lot DC202)

12 4 23 MM (Lot RB1-036)
10 = 93224 mM (Lot DC356)

LR . l......l-.-w

q (A

Figure 34 : Intensité en neutrons diffusés, normalisée pacdacentration, en fonction du
vecteur d’onde par des solutions 8et 12. Les analyses du compos2 ont été effectuées
avec le lot pur RB1-036 et le lot non pur DC202.

Ces analyses montrent que la courbe de l'inteesitéeutrons diffusés pag en fonction du
vecteur d'onde (q) est proche de celle9dguelle que soit la pureté du lot @2 analysé. De
plus, I'évolution de l'intensité en neutrons diffiss par le composé&2 en fonction de q
présente une pente tres faible dans le domaineveldeurs d’onde intermédiaires, ce qui
confirme I'absence de formation de longs PSM. klisité supérieure di2 par rapport ®

est compatible avec la formation de dimeres.

Les résultats d’analyses par diffusion des neutramantrent donc comme ceux de

viscosimétrie et de RMN que I'association du congddsest faible Figure 34).

Par ailleurs, si on fait I'hnypothése que la conwtatiassociation du compo4® est de 1000
M™, comme dans le cas de I'associatieED/acide benzoiqdele degré de polymérisation

moyen en nombre (QJ obtenu pour une concentration £ de 20 mM, dans le cas d’'un

172



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

modéle d’association isodesmique, devrait étre (i@ la ref.> pour le calcul du DPdans

le cas d’'un modéele isodesmique). Or, les donnégérarentales obtenues, dans cette gamme
de concentration, montrent que la viscosité redatie ce composé est proche de celle du
dimére covalent. Cela indique que la constantesdtiation del2 est inférieure & 1000 Met
explique la faible association observée pour ce pum@ lors des différentes analyses

réalisées.

b. Etude de 'a-CD-C, substituée par un espaceur propylamide

Afin de favoriser I'association, un espaceur contgoadr une fonction amide, moins flexible
gue la fonction amine, a été utilisé (comp&sg Un composé témoin non ponté (composé

17) a également été synthétisé pour cette étude.

Le composél6 ainsi formé présente une limite de solubilité dbesu a 25°C d’environ 72
mM, plus faible que celle de 275 mM du compds® Cette différence de solubilité est
probablement liée au nombre de charges moindreothpasél6 ainsi qu’a la rigidité plus
importante de la fonction amide. Le comportemend@ntion de ce composé a été évalué par
viscosimétrie et par analyses de diffusion desrpaat Les agrégats de CDs non spécifiques
ont été retirés des solutions meres, utilisées petie étude, avant analyse$ fAnnexe 3 ;
Tableau A - 24 a 26

La viscosité relative du compodé en fonction de sa concentration est similaire | abu
dimére covalentKigure 35). La présence d’'un espaceur plus rigide ne peduoet pas la

formation de longs PSM de CDs.

173



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes
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Figure 35: Viscosité relative des CDs en fonction de la catre¢éion (mesurée a 25°C a
l'aide d’'un viscosimetre a bille ayant un anglerttiinaison de 70°). La concentration &

est exprimée en concentration d’unités de CDs.

Par ailleurs, on constate que la viscosité du ca@pémoin non pont&7 suit également la

méme tendance que celle du dimére covalent. Cdtagsndique que la rigidité de cet
espaceur empéche probablement I'équilibre d’authision d’avoir lieu. Cependant, en
présence ou absence de pont, cet espaceur ne pasrainduire la formation de longs PSM.

De méme que pour2, lors de I'analyse RMN T-ROESY effectuée &6mar I'équipe GOBS,
I'étude des corrélations entre les protons de Vite€ae la CD et ceux d’'une part, du phényle

et d’autre part, de I'espaceur, indique une indnsiuperficielle du phényle

Des analyses par diffusion des neutrons dai® dht également été réalisées sur le composé
16a51.2 mM et le résultat a été comparé a celaiotopos® a 22.4 mM Figure 36).

On constate que la courbe de l'intensité en nestdiffusés par le compod® est proche de
celle de9. Ce résultat d’analyse montre, comme ceux de sistErie et de RMN, que

I'association du composkb est faible et similaire a celle du compdgé
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100 R
16 4 51.2 mM (lot DC364)

= 92 22.4 mM (lot DC356)
10

- u . l......l-.-w

q (A

Figure 36: Intensité en neutrons diffusés, normalisée pacdacentration, en fonction du

vecteur d’onde par des solutions @et 16.

Par ailleurs, les données expérimentales obten@8sn@V montrent que la viscosité relative
de ce composé est proche de celle du dimére cdvabati indiqgue que la constante
d’association dd.6 est inférieure & une constante d'association @ M* qui conduirait &
un DR, de 5, dans le cas d’un modéle d’association isnige (voir la ref>° pour le calcul
du DR, dans le cas d'un modele isodesmique). Le compas®substituéd 6, tout comme le

composél2, présente donc une faible constante d’association.

Si on se référe aux résultats obtenus par A. Hazteh dans le cas desCDs substituées par
des groupements hydroxycinnamoyle ou cinnanfpiderigidité de I'espaceur du compdké
n’est probablement pas suffisante pour induiretenfition de longs PSM.

c. Etude de I'effet d’additifs et de la température su les a-CD-C,

monosubstituées

La structure chimique des monomeres de CDs a ssiceatent été modifiee afin de favoriser
la formation de longs PSM de CDs. Cependant, ledyses réalisées n'ont pas mis en
evidence la présence de telles structures. Afittadfalre cet objectif, nous avons donc décidé
d’appliquer sur les solutions de CDs modifiées aewitions physico-chimiques susceptibles
de favoriser la formation d’assemblages supramtdées. Les solutions méres des composés
analysés lors de cette étude ont préalablementlsubaitement de retrait des agrégats (
Annexe 3 ; Tableau A - 27 aB7
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i. Effet de I'ajout d’ions cosmotropes

Dans un premier temps, nous avons étudié I'effieind’ cosmotropes sur I'association des
CDs modifiées. En effet, les ions cosmotropes patugeablir de fortes liaisons hydrogene
avec les molécules d’eau, ce qui renforce l'orgatios du réseau de liaisons hydrogéne de
'eau et induit ainsi une diminution de la solul@lides composés hydrophobes. Cet effet,
d’autant plus prononcé dans le cas des ions cogpestrmultivalents, devrait donc permettre

de favoriser 'inclusion des invités hydrophobes.

Nous avons choisi d'étudié I'effet d'ions cosmogepsur I'association du compo%é en
raison de sa solubilité élevée comparée a celleotiposél6. Pour cela, nous avons évalué,
par mesures de DLS, l'effet de I'ajout de 0.9 M rd’'sel cosmotrope, le Caflsur une
solution de composE2 a 20 mM. Le résultat obtenu a été comparé a dellieffet de I'ajout
de 0.9 M de CaGlsur le composé témotha 20 mM.

Les analyses de DLS realisées dans ces conditiamgrent une faible augmentation de

l'intensité diffusée par les solutions get12 (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).

1007 CaCl,20.9M
B 9420 mM (lot DC356)

804 [_] 12420 mM (lot RB1-036)
0
2 60+
=}
o
o
4

40+

20

O_L

Témoins CDs + CaCl,

Figure 37 : Effet de I'ajout de 0.9 M de Calur l'intensité diffusée par des solutionsdet
12 a2 20 mM.

Ainsi, I'ajout de CaCl ne conduit pas a une augmentation significativéikensité diffusée
par la solution de compos&® comparée a celle observée lors de I'ajout de Cdéans la
solution de composé témad comme on aurait pu s’y attendre. Le Gatd permet donc pas

de favoriser significativement l'inclusion de larpa hydrophobe du compog&e.
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ii. Effet de la température

L'effet de la température a ensuite été évalue lssircomposéd? et 16. En effet, la
diminution de la température, en ralentissant kesge de I'équilibre hote/invité, devrait

permettre de favoriser la forme assemblée des CDs.

a) 12 (lot DC304) b) 16 (lot DC364+DC359)
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Figure 38: Evolution de la taille des particules et de linsité diffusée (kcoups/s) en
fonction de la température de solutionsa)el2 etb) 16. Pour le composé2, cinq mesures
ont été effectuées aprés incubation pendant 30 tesna chaque température. Pour le
composél6, trois mesures ont été effectuées apres incubamaant 60 secondes a chaque
température, excepté pour I'analyse a 5°C ou cirepumes ont été effectuées apres une

incubation de 10 minutes.

Cependant, les mesures de DLS n’ont montré auaugraentation significative de l'intensité
diffusée lors de la diminution de la température delutions Figure 38). La température
n'est donc pas un parametre efficace pour promouadiormation de PSM des composés

étudiés.

iii. Effetde I'état de charge
Pour finir, nous avons déterminé par analyses DL#&esures de l'intensité en neutrons
diffusés si la variation de I'état de charge demposésl2 et 16 pouvait, en réduisant
I’hydrophilie et la répulsion électrostatique entrétés de répétition, favoriser la formation de
PSM en solution. Pour cela, des quantités variaidea base ¥CO; ont été ajoutées sur des

solutions de CDs. Ces résultats ont été compatgge@art a ceux obtenus pour les solutions
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des mémes composes en absence ¥OKet d’autre part a ceux obtenus pour les solutions

témoins de compo<E lorsque des quantités similaires d€CK; sont ajoutées.

Les analyses DLS d&#a 20 mM montrent une augmentation de l'intensififiste (kcoups/s)
lors de l'ajout de 1 a 2 équivalents deQQO; (Figure 39-a) Cette augmentation est
probablement due a une agrégation non spécifigaeCixs suite a leur déprotonation. Au
contraire, lors des mesures de SANS effectuéeestompos® a 20mM, aucune variation
de l'intensité en neutrons diffusés n’est obserggeprésence de 2 équivalents dgC®y
(Figure 39-b). Les agrégats détectés par mesure DLS sont deshabt présents en quantité
trop faible pour induire une variation significaide l'intensité en neutrons diffusés lors des

mesures de SANS.

a) b) = 9220.2 mM (lot RB1-072)
o 9219 mM (lot RB1-072) + K,CO; 2eq
12 4 20.2 mM (lot RB1-083)

= 9220 mM (lot RB1-072 et DC356) 12 &4 19 mM (lot RB1-083) + K,COj 2eq
12 & 20 mM (lot RB1-083) = 164 51.2 mM (lot DC364)
= 16420 mM (lot DC364) o 16422 mM (lot DC374) + K,CO;3 1.5eq
1000+ 10+
800
600-
o i —
g I 2 1] ben,
[m;
8 400- f e,
= PG ey s
200- . Y
LY
o
0 . . . ; 0.1 . = .
0,0 0,5 1,0 15 2,0 0.1 1
[K,CO4]/ [CD] q (A%

Figure 39: a) Intensité de la lumiéere diffusée (kcoups/s) pardelutions dé®, 12 et16 a 20
mM en fonction de la quantité de®Os. b) Intensité en neutrons diffusés, normalisée par la
concentration, en fonction du vecteur d’'onde pas delutions dé, 12 et 16 en absence et

présence de COs.

Une heure aprés l'ajout de 1.5 équivalents g€® sur 16 & 20 mM, on constate que
lintensité diffusée mesurée par DLS augmente éaiteint par rapport a celle dé en
absence de ¥CO;, contrairement a ce qui est observé pour le compoa 20 mM en

présence de 2 équivalents dgCi0s. (Figure 39-a)

Des analyses de diffusion des neutrons ont égalegténeffectuées sur une solution de

composél6é a 22 mM comportant 1.5 équivalents dgCKxs. Les résultats de cette analyse
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montrent que l'intensité en neutrons diffusés parsblution du mélangd6/K,CO; est
supérieure a celle du compdkséCette intensité est peu élevée mais deux fois iptgportante
gue celle de la solution de compdd®sans KCO; (Figure 39-b). L'ajout de KCO;s induit
donc une augmentation significative de l'intengltBusée, indiquant ainsi la formation de
structures ayant une taille deux fois plus impddajue celles présentes dans la solution pure.
L’'analyse par DLS ne semble, par contre, pas assmgible pour détecter leur présence.
Cependant, cette différence pourrait égalementditecau fait que les mesures de DLS ont
ete effectuées a un temps plus court (une heure} égpréparation des mélan@ds,CO; et
16/K,CO; que les mesures de SANS.

Lors de I'ajout de 1 a 2 équivalents dgx; sur le composé2, on constate que l'intensité
de la lumiere diffusée est un peu plus élevée glle observée dans le cas du composé non

substituéd préparé dans les mémes conditidrigijre 39-a)

Les mesures de SANS montrent également une augientie l'intensité en neutrons
diffusés de la solution d&2 en présence de 2 équivalents d€€®; comparée a celle du
témoin 9 dans les mémes conditions et a celle de la salytiore del2 précédemment
analysée. Ce résultat confirme la formation decstines de taille plus importante quand le

composél2 est déprotoné par,KO; (Figure 39-b).

Ce résultat est reproductible. En effet, un deuriémélange del2 a 21 mM et de 2
équivalents de ¥CO; a été effectué et analysé par SANS. Le résultsnoba également
montré une augmentation de l'intensité diffuséemdilange comparée a celle obtenue lors de
lanalyse del2 a 25.4 mM précédemment analysé. De plus, les saglergiration calculés a

partir de ces 2 mesures de diffusion des neutramssimilaireg Tableau 22).

Tableau 22 : Rayon de giration des particules de 2 lots défés de composd{ apres ajout

deK,COs.

12 (lot RB1-083) + KCO3 12 (lot RB1-045) + KCO;
Concentration en CDs (mM) 20 21
Concentration en K,CO3 (mM) 40 42
Rg (nm) 1.2 1°

& Le rayon de giration d&2 (lot RB1-083) sans ¥CO; est de 0.65 nm
® Le rayon de giration d&2 (lot RB1-045) sans }COs est de 0.45 nm
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Par ailleurs, I'effet de BCOs; sur le composé&2 a également été étudié par analyses RMN par
I'équipe GOBS. Le suivi des déplacements chimiques des proter2cd 10 mM lors de
'ajout progressif de 0.2 a 2 équivalents dgCR; a permis de mettre en évidence la
déprotonation des ammoniums du pont ainsi qu’ulcusion plus profonde des phényles

dans la cavité du composé quand la quantité XK ajoutée augmente.

L’ensemble des résultats de cette étude permatrmdure que contrairement a la température
et a lI'ajout de sels cosmotropes, I'ajout d'uneebast un additif efficace pour favoriser
l'inclusion. En effet, I'ajout de KCO; a permis de réduire I'hydrophilie ainsi que lauimn
électrostatique entre unités de répétition du ca@fp@ en déprotonant les ammoniums, ce
qgui a conduit a une inclusion renforcée des phéngbns la cavité. Cependant, les analyses
par diffusion des neutrons montrent que I'ajouKd€O; aux solutions de composEa ou 16
n’induit pas la formation de longs PSM. Le fait tleuver un compromis entre répulsion
électrostatique, inclusion de linvité et soluldlites complexes formés, ne permet donc pas

auxa-CDs pontées et substituées de former des PSMatielgg tailles en solution.
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B-Etude desp-CDs pontées

La constante d’'association desCDs étudiées n’est apparemment pas suffisammenéel
pour permettre la formation de longs PSM méme diess conditions ou l'inclusion est
favorisée. Nous avons donc décidé d’appliquer netratégie auxB-CDs. En effet, la
constante d’association élevée du coypleD/Adamantane pourrait permettre la formation
d’assemblages de taille plus importante, bien gulubilité de$-CDs soit beaucoup moins

importante que celle desCDs.

1- Etude de complexe$-CD-Cn/Adamantane

Comme dans le cas de<CDs, nous avons tout d’abord souhaité étudiefettefe la taille du
pont sur I'interactiorp-CD/Adamantane. Pour cela, I'équipe GOBS a effedugynthese de
B-CDs comportant des ponts de différentes taills3, 4, 5 ou 6 carbones (compo$8s19,
20, 21, 22, respectivement).

o ]
2 CF,CO, 2 CF,CO,

Au vu des résultats d’analyses de dilution par pr€cédemment obtenus dans le casodes
CDs pontées, nous avons, dans un premier tempsiudfdes analyses ITC de dilution fles
CDs pontées afin d’étudier leur comportement emtgwl. Puis, dans un deuxieme temps,

nous avons caracteérisé l'interaction de ces congpasec des dérives de 'adamantane.
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Les solutions meres des CDs pontées utiliséesd®rsette étude ont préalablement subi le

protocole de retrait des agrégats avant analy$esifnexe 3 ; Tableau A - 38 a}42

a.Etude du comportement en solution dep-CD pontées

Les résultats des analyses ITC sont regroupésrda Bigure 40.

'k——l Solvant |

= B-CD a 12 mM dans H20

= 18 a 15 mM dans H20
19 a 14 mM dans H20
20 (lot PE093.1) a 13 mM dans H20
20 (lot JUC40516) a 15 mM dans H20
20 (lot PE209.1) & 5 mM dans H20

= 21 a 14 mM dans H20

= 22317 mM dans H20

10

0,8 1
0,64 1
0,4 1
0.24 .'.-"-.-......"'l';
0,0 mpeununnsdnmaccsasi B9800

0,2 1

-0,4- ]

kcal/mol de molécules injectées

-0,6 1

-0,8 ]

-1,0 T T T T T
00 05 10 15 20 25 30

Concentration (mM)

Figure 40 : Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'dawsolutions dg-CD native et

de solutions des composkda 22.

On constate que contrairement $4&€D native, la dilution des composés porit8sl9, 21 et
22 conduit a des signaux non négligeables dont laesigarie en fonction du composé
considéré. Dans le cas du comp@6gle premier lot synthétisé, le lot PE093.1, a égent
conduit a un signal de dilution non négligeablep&want, les deux lots de ce méme
composé synthétisés par la suite, les lots JUC4@51BE209.1, ont donné un signal de
dilution faible. En conséquence, les résultatstiliemyes obtenus avec le premier lot ont été
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ecartés et les études présentées dans cettequartiernent uniquement les deux derniers lots

synthétisés.

Comme dans le cas desCDs pontées, nous avons tenté de déterminer ibarige ces
signaux de dilution. Pour cela, nous avons veésiia présence d'un équilibre acido-basique
et/ou celle d’un équilibre d’inclusion du TFA poutvavoir lieu lors de la dilution dgsCDs

pontées.

i. Présence d'un équilibre acido-basique ?

Afin de déterminer si les signaux de dilution olbtemour la majorité des composés pontés
sont dus a une différence de pH entre les solutien€Ds présentes dans la seringue et I'eau
de la cellule de mesure, nous avons, dans un preéemgs, mesuré le pH de ces solutions.
Au vu des faibles quantités de solutions disposilpleur la plupart des composés étudiés, la
détermination du pH a été principalement effectaggapier pH. Cependant, les mesures de
pH effectuées au pH-metre, dans le cas ¢e@d native et du lot PE209.1 du comp@e
montrent un écart d’environ une unité de pH aveo/ddeurs obtenues au papier prl§leau
23-3). Ces derniéres sont donc uniquement qualitavese permettent ainsi qu'une analyse

comparative des pH mesurés.

Tableau 23 : pH expérimentaux et théoriques des solutions ds. CD

a) B-CD 20 20 20
(lot PE093.1) | (lot JUC40516) | (lot PE209.1)

Conc. (mM) 5 13 15 5
PHexp 5.3/6.9 5.3 5 5/59
PHineo 7 5.76 5.7% 5.96
b) B-CD 18 19 21 22

(lot WhbC20416) | (lot WbC30416) | (lot WbC50416) | (lot WhC60716)
Conc. (mM) 5 15 14 14 17
PHexp 53/6.9 5.9 6.2 53 6.8
PHineo 7 4.35 5.36 6.40 6.27

& pH déterminé au papier pH (gamme de pH : 3.5} 6.8

® bH mesuré au pH-métre

¢ pH calculés respectivement avec les p#@la 1,2-éthanediamine (6.86), la 1,3-propaneidiai(8.88), la 1,4-
butanediamine (9.63), la 1,5-pentanediamine (10e98) 1,6-hexanediamine (10.76) issus de 1&'réf.

On constate ainsi que les pH des CDs pontées nseaurpapier pH sont proches a I'erreur
prés des pH théoriques calculés pour chaque com@asdrairement a ce qui était observé
dans le cas desCDs pontées, les solutions feCDs pontées ne présentent donc pas une

acidité anormalement importante.
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Dans un deuxieme temps, nous avons realisé soneasé20, que nous possedions en plus
grande quantité, un dosage des contre-ions TFA,d&fidéterminer si le pH mesuré était en
accord avec la concentration en TFA. Comme danadalesi-CDs, ce dosage a été effectué
par RMN du fluor dans le DMSO sans centrifugatiofiltration préalable de la solution de

CD analysée. 30 mM de pentafluorobenzene (PFBgEnajoutés a la solution analysée afin

de servir d’étalon interne.
Un défaut de TFA a été déterminé lors du dosagbléau 24.

Tableau 24 : Concentration en TFA déterminée par dosage RMN.

20
(lot PE209.1)
Conc. en CDs (mM) 5.26
Conc o €n TFA (mM) 10.52
Concex €n TFA (mM) 7.6 £0.01
PHexp” 5.9

& pH mesuré au pH-meétre sur la solution du lot PER@@ compos€0 a 5 mM précédemment préparée dans
H,O (Tableau 23

Ce résultat n’est pas cohérent avec le pH légereamde précédemment mesuré pour ce
composé. En effet, étant donné le pKa de la 1,4Amdiamine, ce défaut de TFA devrait

conduire a une solution basique, ce qui n'est pagceord avec le pH mesurEapleau 23-

a). Cette incohérence est peut-étre due a la présdiine autre espéce acide issue de la

synthese du compo26€ qui serait présente en quantité résiduelle.

L’ensemble de ces résultats montre que les fagitgmux observés au début de la dilution du
composé&20 (lots JUC40516 et PE209.1) sont peut-étre duspadsence d’'une espéce acide
autre que le TFA. Dans le cas des compds24.9, 21 et 22, du fait des faibles quantités
disponibles, la mesure du pH au pH-metre ainsilgusage du TFA, permettant d’obtenir
des résultats quantitatifs, n’ont pas pu étre séaliNous ne pouvons donc pas conclure avec
certitude quant au lien entre le pH des solutidriesesignaux de dilution observés.

ii. Présence d’'un équilibre d’inclusion CD/TFA ?

Afin de déterminer si un équilibre d’inclusion d&A dans le$-CDs a lieu, le coefficient de
diffusion du TFA présent dans une solutidda 5 mM a été mesuré. Cette mesure a été
effectuée par RMN DOSY du fluor danss Le coefficient de diffusion mesuré a été
comparé a celui obtenu dans le cas du TFA seulefkA en présence d&CD native
(Tableau 25.
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Tableau 25 : Détermination du coefficient de diffusion du TF& RMN DOSY du fluor.

TFA B-CD + TFA 20
(lot PE209.1)
Conc. en CDs (mM) 9.517 5.26
Conc. en TFA (mM) 9.986 5.145
Drea X 10°° (m2/s) 11.7 £ 0.03 11.6+0.1 11.1 +0.04

On observe une faible diminution du coefficientdifusion du TFA en présence de composé
20 contrairement a ce qui est observé dans le cspd€D native. Comme dans le cas des
CDs, cette faible diminution du coefficient de d#fon du TFA est probablement due a
I'interaction électrostatique aveé®. Ces résultats montrent donc que les signaux ld&odh

des B-CDs pontées ne sont pas dus a une inclusion du, FAn fait 'hypothése que

I'affinité du TFA est équivalente pour 'ensembles@-CDs pontées étudiees.

Pour conclure, cette étude ge€Ds pontées montre que les faibles signaux obséove de

la dilution du lot PE 209.1 du compao3@ sont peut-étre dus a la présence d’'une espece acid
autre que le TFA. Dans le cas des comp@8¢es9, 21, 22 et du lot PE 093.1 du compo2@

les résultats obtenus ne permettent pas de consiurd’origine des signaux de dilution
observés. Ces derniers pourraient étre dus a rguilarité de composition des lots en termes
de sels résiduels et/ou a une auto-associatio@0ses

Lors de I'étude des interactions avec les deéeriveBadilamantane, le fait d’effectuer le titrage
des CDs par l'invité, plutét que le titrage danautre sens, permettra de minimiser les
équilibres éventuellement présents au cours deillgioth des CDs. L'influence de ces
équilibres sur les parameétres thermodynamiquesaggsciations étudiées pourra alors étre
négligée. Par ailleurs, la dilution des dérivésl’ddamantane, qui ont été utilisés comme
invités modeles dans cette étude, donne des sigaduies et constants, signe de I'absence de
tout équilibre. Les titrages des CDs par ces igyipkésentés dans cette partie, ont donc été

réalisés en milieu non tamponné.
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b. Etude de l'effet de la taille du pont sur les comgxesp-CDs

pontées/dérivés adamantane

Nous avons, dans un premier temps, effectué dgttpar ITC des composE8a22a 1 mM
par un dérivé adamantane triméthylammonium a 10 repdnt l'iodure comme contre-ion
(AdaNMe;",I") (Figure 41).

~—
I RN 1
S

Adamantane
triméthylamine
(AdaNMejs*,I)

AdaNMes*,I a 10 mM dans B-CD a 1 mM
= AdaNMes*,I-a 10 mM dans 18 a 1 mM
AdaNMes*,I- a 10 mM dans 19 a 1 mM
AdaNMes*,I- a 10 mM dans 20 a 1 mM
AdaNMes*,I- 210 mM dans 21 a 1 mM
AdaNMes*,I- a 10 mM dans 22 a 1 mM

0 aEEsEEAREdREROT T ]
- ]

kcal/mol de molécules injectées

'5 T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0

Ratio molaire

Figure 41 : Isothermes obtenues lors du titrage des CDs palNAde™,I” aprés soustraction

du faible signal de dilution de l'invité dans 'eau

Les isothermes obtenues montrent que Il'ajout dut péduit I'interaction du dérivé
adamantane avec [&CD (Figure 41). On constate également que plus la taille du pont

augmente, plus l'interaction est importante.

Cependant, leB-CDs sont connues pour interagir légérement avedute (K = 8 — 32 M)
et plus fortement avec le diiode (K = 1.85 X M™) et le triiodure (K = 1.9 — 2.2 x fox
3L Or, au contact de I'air, I'iodure peut s’oxydeus forme de diiode puis triiodurBigure
42).
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2HI + 120, =—= H,O + 1,
HI + Iz - H]3

Figure 42 : Equilibre d’oxydation de I'iodure en diiode puisiadure par le dioxygene de

I'air.

Avant de conclure avec un traitement quantitats t®thermes obtenues, nous avons donc
déterminé si les signaux obtenus n’étaient paseflarhent dus a une interaction des CDs

avec les dérivés de I'iode.

Pour cela, nous avons effectué le titrage des isnkitprécédemment préparées fd€D

native et d&0 par une solution d’iodure de sodiufigure 43).

- .
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(AdaNMe;*,I")

Adamantane
triméthylamine
(AdaNMes*,I")

AdaNMes*,I- 210 mM dans 20 a 1 mM

AdaNMes*,I- @ 10 mM dans B-CD a 1 mM Modélisation
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Figure 43 : a) Isothermes obtenues lors du titrage dg4@D par AdaNMg',I” et par Nal et
b) lors du titrage du compos® par AdaNMg",I” et par Nal. Les isothermes sont présentées

apres soustraction du faible signal de dilutionl'devité dans I'eau.

A lissue de ces analyses, lisotherme de titragdad3-CD par Nal confirme l'interaction
négligeable entre ces deux composEgure 43-8. L'iodure n’interfere donc pas dans
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Iinteraction de la B-CD avec AdaNMg,I. En conséquence, les paramétres
thermodynamiques issus de la modélisation de isettieerme avec le modéle « 1 seul type de
site » caractérisent bien cette interactidaleau 29.

Tableau 26 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association
de lag-CD et du compos20 avec AdaNMg, 1™ et Nal.

Titrage de CDs : B-CD 20

Invité AdaNMe;",I” Nal AdaNMe;* I Nal

N 0.9+0.01 / 0.86+0.2 0.86 fixé
KM™ 8020 + 512 / 441 + 97 437 + 32
AH (cal/mol) -5113+91 / -2631 £ 891 -1854 + 77

Dans le cas du compos#), on observe au contraire une faible interactioecaiall,
conduisant & une isotherme de liaison similairelke obtenue avec AdaNMel™ (Figure 43-

b). De plus, la modélisation de ces deux isotherpasle modele « 1 seul type de site »
conduit a des parameétres thermodynamiques sinslaioar les deux expériencegableau
26).

Afin de compléter ce résultat, des analyses pactgpaétrie UV ont été effectuées sur des
meélanges équimolaires a 5 mM €D et Nal, d’'une part, et de compdd@et Nal, d’autre
part. Les spectres UV de ces mélanges ont été gempacelui de la solution de Nal a 5 mM
et a celui d'une solution a 5 mM d’iodure d’hydroge(HI) oxydé donc comportant du
triiodure. En effet, I'iodure n'absorbe pas en Usndis que le diiode posséde des bandes
d’absorption & 270 nm et 460 nm et le triiodure8% Bm et 353 nii. L'analyse par UV
permet donc de mettre en évidence les especegsenge et susceptibles d’interagir avec les
CDs.

Lors de I'analyse UV de la solution de Nal, aucbaade d’absorption n’a été observée a 270
et 287 nm. Au contraire, pour la solution de HI lnaede d’absorption a été observée a 287
nm (Figure 44-3. L'analyse UV a donc permis de vérifier que lduson de Nal utilisée
n'était pas oxydée et que, dans celle d’Hl, l'icelétait oxydé en triiodure. Lors de I'analyse
UV du mélange équimolaire de comp@&et de Nal, une augmentation de I'absorbance dans
les gammes de longueurs d’onde correspondant awebad’absorption de triiodure a été
observée. Cette augmentation n’'a pas été obsearéele cas de IjCD native Figure 44-

a).
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a) 20+ Nal a5 mMm
20a5mM™m
—— B-CD+ Nalas5mM
---- B-CDas5mMm b)
—— Nala5mMm
---- Hloxydé a5 mM
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0.08- ’ '
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B-CD a 5mM B-CD + Nal a 5mM

Figure 44 : a) Spectres d’absorption UV de solutions a 5 mM dk 8&HI, de20 et des-CD
en présence et absence de Nal.Photos des solutions d20 et dep-CD en présence et

absence de Nal.

La CD pontée a probablement une plus forte affigité lap-CD native pour le triiodure.
L’inclusion de ce dernier, probablement préseng@amtité résiduelle mais non détectable par
analyse UV dans la solution de Nal, pourrait dorer t'équilibre iodure/diiode/triiodure vers
la formation du triiodureRigure 42) comme montré par J. Pursell et al. dans le cdsideD

native’,

Le mélange compos#) et Nal présente, en effet, une coloration roseesig I'oxydation de

l'iodure tandis que le mélan@eCD et Nal reste incolord-{gure 44-b).

Ces résultats d’analyses permettent de conclurdegoentre-ion iodure de AdaNMel™ est
probablement responsable d’une interaction addigt@ non souhaitée avec les composés

pontés et interfére ainsi avec l'interaction CDfadatane étudiée.

Afin de s’affranchir de ce biais, nous avons poivisnotre étude en utilisant un dérivé
adamantane ammonium chlorure (AdafBl). Dans ce cadre, nous avons étudié
l'interaction de cet invité avec les compo&ss 21 et 22 les plus prometteurs du fait de la

taille plus importante de leur poriigure 45).
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T\ NH; I
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AdaNH3*,Cl- a 10 mM dans B-CD a1 mM - Essai 1
AdaNH3*,Cl- a 10 mM dans B-CD a1 mM - Essai 2
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=  AdaNH3*Cl-a 10 mM dans 21 a1 mM

= AdaNH;*,Cl-a 10 mM dans 22 a 1 mM

Of snssEgsegguésnm e wm |

kcal/mol de molécules injectées
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0,0 0,5 1,0 15 2,0

Ratio molaire

Figure 45 : Isothermes obtenues lors du titrage des CDs paN&",CI" aprés soustraction

du faible signal de dilution de l'invité dans 'eau

Aprés analyses ITC, on observe une interactionigegple de AdaNgl,Cl" avec20 et 21
contrairement a ce qui était observé avec AdaNMe(Figure 45). Ce résultat confirme
l'interférence de l'interaction du contre-ion iodulors du titrage de ces deux composeés par
AdaNMes",I. Le compos&2 conserve une forte interaction avec linvité AdafNBlI, bien
gue celle-ci soit moins importante que celle obéeawec lap-CD native [Tableau 27).
Cependant, le modeéle « 1 type de site » ne senalsl€fpe adapté pour modéliser I'isotherme

obtenue.

Tableau 27 : Résultats de la modélisation, avec le modeleypé te site », de I'association
de lap-CD native avec AdaNH,CI".

p-CD? 20 21 22
N 0.79 £ 0.01 Signal Signal modele
KM™ 10000 + 371 négligeable négligeable non adaptg
AH (cal/mol) -4659 + 91

& modélisation globale effectuée sur deux essais
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L’équipe GOBS avait précédemment synthétiséfd€Ds pontées non chargédesA lissue

de la caractérisation par ITC de I'interaction de composés avec un dérivé de 'adamantane,
le l-adamantane acétate de sodium, une augmentdéiolinteraction en présence des
composeés pontés par rapport 18D native avait été observée. Dans notre cagésepce
des charges sur le pont est probablement respensi@blla diminution de laffinité de
'adamantane pour les composEsa 22 par rapport & I1§-CD native. Cependant la présence
de ces charges nous est nécessaire pour augmansetubilité des composés finaux et
permettre I'implication d’interactions secondai@ans la formation des assemblages visés.
Par ailleurs, lors de I'étude par ITC des compge#®és non chargés comportant des ponts
de 4 & 8 carbones, I'équipe GOBE observé une augmentation de I'affinité de I'adarane
pour la cavité lors du passage d’'un pont de 4 arBomes. Notre résultat est donc cohérent
avec les observations de ces précédents travawec év pont a 8 carbones, ils ont constaté
une absence d’interaction probablement due a la g&rique induite par la grande taille du
pont. Dans le cas du compo28 on peut alors penser que, bien que n'allant paguja
inhiber I'interaction, le pont a 6 carbones puisseasionner une géne stérique induisant des
equilibres additionnels qui pourraient expliguédtherme obtenue. Ce composé présente en
effet un signal de dilution non négligeable qui ait également expliquer de tels
phénomeénes lors de son titrage par un invité. @apes résultats de cette étude, le composé
22 reste néanmoins le plus intéressant comme basdgeynthese de monomeéres@HED

substitués par un invité adamantane dans le bigrder des PSM linéaires de CDs.

2- Etude dep-CDs pontées et substituées

Afin d’atteindre notre objectif de synthese de PiMaires de CDs, dg5CDs pontées et
substituées par un groupement adamantane ont athétgées par I'équipe GOBS. Un
espaceur comportant 2 carbones a été choisi, pamhetinsi une certaine rigidité tout en
limitant sa flexibilité. La synthése du premier quosé a été effectuée avant que les résultats
de I'étude par ITC sur I'effet de la taille du paur I'interactiong-CD/adamantane ne soient
obtenus. Sur la base des précédents travaux effepar M. Sollogoub et &.un pont & 4

carbones a été utilisé donnant ainsi lieu au cogpdgisomére A/DY.

Par la suite, une autre CD pontée et substituéé dédeloppée au sein de I'équipe GOBS, le
compos&4>. Ce composé présente un invité adamantane parténpespaceur a 2 carbones

et possede un pont long mais comportant 2 grouptsnteazoles qui lui conferent une
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certaine rigidité ainsi qu'un groupement ammoniwnpermettant d’étre soluble en milieu

agqueux.

J 7 & )
o0 Lol

A 4 4, "y
% o on S &

23 24

Ces 2 composés ont été caractérisés a l'aide deradifes techniques afin d’évaluer leur
capacité a s’auto-assembler sous forme de PSMrased es solutions meres des composés
utilisés lors de cette étude ont été préalablermentrifugées et filtrées avant analyses (
Annexe 3 ; Tableau A - 43 a 44, Tableau A - 46 &t4lVableau A - 49 a 50

a. Etude des propriétés en solution de 23 et 24

La viscosité relative des composEset 24 a été mesurée en fonction de la concentration et

les courbes obtenues ont été comparées a celleomdposé6 (B-CD-Adamantane non
pontée), du composkl (dimere covalent dg-CDs) et de I18-CD native Figure 46).

Les résultats de viscosimétrie montrent que lagmés du pont sur les dériv@sCD-
Adamantane permet de promouvoir la formation dimédages supramoléculaires. On
observe, en effet, dans le cas des composés @aif4, une croissance non linéaire de la
viscosité relative en fonction de la concentratisigne de la formation d’objets de grande
taille, donc probablement de PS$MFigure 46). En effet, le passage d’une espéce monomére,
assimilable a une particule sphérique, a un PSKimdsable a une particule cylindrique,

induit une augmentation non linéaire de la viséomitativé®.
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1,25 - ® 24 (lot JU332)

® 23 (lot PE089.1)
1,20 - O 6 (lot NT186.2) - témoin sans pont

0 11 (lot PE202) - témoin dimeére covalent
1,15 -

= B-CD

1,10

Viscosité relative

1,05

1,00
0 5 10 15 20 25 30
Concentration (mM)
Figure 46 : Viscosité relative des CDs en fonction de la catre¢éion (mesurée a 25°C a
l'aide d’'un viscosimetre a bille ayant un anglerttiinaison de 20°). La concentration &

est exprimée en concentration d’unités de CDs.

Par ailleurs, on constate que I'association néghtgepréceédemment observée par ITC lors du
mélange modeéle entre le comp@&&et 'AdaNH;",CI (Figure 45) est en désaccord avec
I'auto-association observée pour le compd3€éLes paramétres éventuellement responsables
de cette différence de comportement seront étualiés en détails lors de la caractérisation

par ITC des propriétés thermodynamiques du compaseé

b. Etude de propriétés thermodynamiques de 23 et 24

Les composéR3 et 24 ont été analysés en mode dilution par ITC afincdeactériser

guantitativement les assemblages formes.

A l'issue des analyses ITC, on constate que leposgs pontés présentent des isothermes de
dilution non négligeables comparées au compoéieigure 47-8. Ces résultats confirment
donc I'importance du pont dans la capacité de oegosés a s’auto-associer.
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= 24a5mM (lot JU332)

Modélisation
= 23a5mM (lot PE089.1)
Modélisation
a) o 6429 mM (lot NT186.2) - témoin sans pont b) 23 24
v 257 0
Q
2
[S]
-1

£ 201
3 -2
§ 1,5 _
2 1,01 g
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©
£
B 0,5 54
~ Il AH (kcal/mol)

0,04 64 1 -TAS (kcal/mol)
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Figure 47 : a) Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'das composés; 23 et24. La
modélisation a été effectuée avec le modele isagesenb) Contributions enthalpique et

entropique mises en jeu lors des interactions.

Ces isothermes ont ensuite été modélisées par delmisodesmiqi&®’ afin d’extraire les
parametres thermodynamiques de I'association. égdtats de la modélisation montrent que
le compos&@3 s'auto-assemble avec une constante d’associatidil@00 M (Tableau 2§
contrairement a son équivalent non ponté, le comBogour lequel aucune association

n'avait été observée a 2.9 mMigure 7-eetf).

Tableau 28 : Résultats de la modélisation, avec le modéle isoipee, de I'auto-association
des composéz3 et 24.

23 24
(lot PE089.1) (lot JU332)
Ka(M™ 11000 28000
AG (kcal/mol) -7.8 -8.3
AH (kcal/mol) -2.9 -2.8
-TAS (kcal/mol) -4.9 -55

& Modélisation globale sur sept essais effectudagdifférentes concentrations : a 13 mM, 5.2 m\6, &M, 1
mM et 0.52 mM apreés retrait respectivement des wai deux premiers points des isothermes obtengesles
solutions a 0.5 mM et 1 mMf; Annexe 3 ; Figure A -)2

®Modélisation globale sur quatre essais effectugsjaatre concentrations suivantes : a 14.3 mM, Vg 5.2
mM et 2.6 mM ¢f. Annexe 3 ; Figure A -)3

On constate également que le comp@24és’associe avec une constante d’association de
28000 M* plus élevée que celle du compd® (Tableau 28. Cependant, la contribution

enthalpique reste a peu pres constante pour cescdeposesHigure 47-b; Tableau 28.
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La différence entre les deux constantes d’associ&st donc due au terme entropique qui est
plus favorable dans le cas du comp@4éCela pourrait étre dQ a la rigidité plus impotéan
du pont du compos@4 ainsi qu'a son nombre de charge moins importamparé au

CoOmpos&3.

Les résultats d’'ITC montrent donc une forte autssamtion de23 contrairement a ce qui

était prédit par le mélange modéle @@ et d’AdaNH",CI" pour lequel une association
négligeable avait été observée par ITC. Afin de m@mdre pourquoi ce mélange témoin ne
permet finalement pas de prédire méme quantitagwenhe comportement du composeé

monomoléculaire correspondas), différentes hypotheses ont été émises.

Nous avons, tout d’abord, éliminé I'hypothése d'ugéne stérique du pont (C4) qui
empécherait I'insertion de I'invité dans la caviih effet, la taille du pont (environ 0.62 nmn)
est similaire a celle du col primaire deBl&CD (0.6 nm), il n’est donc pas suffisamment long
pour reposer a lintérieure de la cavité. Une sdeohypothese serait qu’'une répulsion
électrostatique entre les charges positive®alet de I'invité AdaNH",CI serait responsable

de linhibition de linteraction héte/invité. Cepdant, on peut penser que la répulsion
électrostatique n’est pas a mettre en cause ceorngosé23 porte également des charges

cationiques qui n'empéchent pas son auto-assotiatio

Toutefois, la distance entre la charge et le grogre invité differe entre les deux systémes.
Ainsi, dans le cas du systéeme bi-moléculaire mqgdélese pourrait que linteraction
hote/invité soit défavorisée par la plus grandexipndé de la charge par rapport au

groupement adamantane comparé au compasé

Afin de vérifier cette hypothese et de déterminesysteme modele héte/invité mieux adapté
pour I'étude prédictive du comportement en solutoes B-CDs pontées et substituées,
l'interaction du compos@0 avec un dérivé adamantane présentant une chargelpignée,

le chlorure d’adamantylméthylammonium (AdaMeNJEIl), a été étudiée par ITGigure
48).

La comparaison de l'isotherme obtenue aprés dilufio mélange équimolaire a 5 mM 2i@
et d’AdaMeNH",CI" & celle obtenue lors de la dilution du mélangeiréglaire de20 et
d’AdaNH;",CI" & la méme concentration, semble confirmer quesdeistion est favorisée par

I'éloignement de la charge.
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Figure 48 : Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'daa mélanges équimolaires du

compos&0 et de dérivés de I'adamantane.

Cependant, R. I. Gelb et ¥l.ont montré dans le cas de fleCD native que la meilleure
stabilité du complexe AdaMeNHCI/B-CD, comparée a celle du complexe AdaNBI/p-
CD, est due a une interaction additionnelle dealdi¢p ammonium de ’AdaMeN#,Cl" avec

le col secondaire de la CD via des liaisons hydnegéien que cette interprétation ne
s'applique pas forcément au cas du com@@sé&n peut penser que 'AdaMeNHCI, n’est
potentiellement pas un bon invité modéle pour peétk comportement des CDs pontées
substituées. Un invité modele plus adapté serait dm dérivé adamantane non chargé tel
gue 'adamantanol, mais celui-ci est presque ifdelan milieu agueux. Une autre alternative
serait le chlorure d’adamantyléthylammonium, caideenier comporte le méme nombre de
carbone entre 'adamantane et 'ammonium que legposés monomoléculaires utilisés, mais

celui-ci devrait étre synthétisé.
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c. Détermination de la forme des assemblages de 234t

Nous avons ensuite souhaité déterminer la formeadssmblages d&3 et 24 par diffusion

des neutrons et Cryo-MET.

Les analyses de diffusion des neutrons ont étésééal sur des solutions de compdzéet
24 respectivement a 6.9 mM et 13.3 mM. Les résulas été comparés a celui

précédemment obtenu avec le comp®a&2.9 mM Figure 49).

o 6429 mM (lot NT186.2) - témoin sans pont
= 2336.9mM (lot PE089.1)

Modélisation
= 243133 mM (lot JU332)
Modélisation
— q_l
| ]
L #
104
[ L1
°o
14 0 gobm
oo
1
0,1 T T 1
1E-3 0,01 0,1 1

q (A

Figure 49: Intensité en neutrons diffusés, normalisée pacdacentration, en fonction du

vecteur d’onde par des solutions @6l€23 et 24.

On constate que l'intensité diffusée par les corép@ontés en fonction du vecteur d'onde (q)
est plus importante que celle du comp6sée qui indique la formation d'objets plus grands.
L'intensité diffusée par les compos@8 et 24 dans le domaine des vecteurs d’onde
intermédiaires présente une pente &n e qui suggére une forme de batonnets pour ces
objets. La variation d’intensité er‘gour le compos@3 s'arréte & des vecteurs d’ondes plus
grands que pour le compo24, ce qui signifie que les batonnets que fo28esont de plus

petite taille.

L’ensemble des données obtenues a été modélisérpanodele de cylindre de section
circulaire et de contraste homogéne, a l'aide dgiciel SasView. Le résultat de la
modélisation du compos8 a 6.9 mM conduit a un diamétre de 0.97 nm et damgueur de

batonnets de 6.6 nm. Ce diamétre est du méme dedgeandeur que le diamétre externe de
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la B-CD native (1.54 nm)Chapitre 1 ; figure JLet confirme donc la formation de PSM. La
longueur correspond a un degré de polymérisatid?) @@ 6, si on utilise la distance inter-
monomeére de 1.01 nm déterminée lors de I'analysecqistallographie du compos3® (cf.
Annexe 3 ; Figure A -)bqui sera décrit dans le chapitre suivant. Darsatedu compos24,

les résultats de modélisation conduisent a un dienmge 0.72 nm et a une longueur de
batonnets de 18 nm correspondant a un DP de 1&o@state un écart significatif entre le
diametre de I#-CD native et celui issu de la modélisation. CditErence pourrait provenir
de 'hypothese de contraste utilisée dans le madigleylindre de section circulaire. On fait,
en effet, I'hnypothese que le contraste est homoganéensemble du PSM de CDs, ce qui est

en réalité partiellement vrai notamment au nivealadcavité.

Cet écart n’'a toutefois pas d’influence sur la ualde DP déterminée. Nous avons donc
comparé les valeurs de DP obtenues par SANS asoedlleulées a l'aide des constantes
d’association précédemment déterminées par ITC pesr concentrations identiques de
composé3 et24 (Tableau 29.

Tableau 29 : Dimensions des PSM des compoggset 24 issues de la modélisation des
résultats d’analyses SANS par un modeéle de cyliddresection circulaire et de contraste

homogene. Comparaison des DP issus des analyseS &Alés données d'ITC.

23 24
Concentration (mM) 6.9 13.3
Diamétre (nm) 0.97 0.72
Longueur (nm) 6 18
DPsans 6 18
DP,, itc? 9 20
2 voir la ref. * pour le calcul du DPa une concentration donnée a partir de K dansagedtun modéle
isodesmique

On constate alors que les DP obtenus par analysediffusion des neutrons sont bien en
accord avec les DHssus des données d’ITC. L'ensemble de ces résudtamfirment ainsi
limportance du pont qui, en empéchant l'auto-isahm, permet de promouvoir la formation
de PSM.

Les composé®3 et 24 ont également été analysés par Cryo-MET afin éoibt une

information directe sur leur morphologie et leurm@nsions en solution. Les photos obtenues

du composé23 a 12.6 mM montrent la présence de particules gphes d'une taille
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homogeéne de 13 + 2 nriigure 50). Celles obtenues dans le cas du com@dse 14.9 mM

montrent la présence de particules sphériques daittede 15 + 4 nm mnH{gure 50).

a) 233 12.6 mM b) 24 3 14.9 mM

Figure 50: Images de Cryo-MET obtenues pour des solutgynde compose3 et b) de

compos&4 respectivement a 12.6 mM et 14.9 mM.

On constate que la taille des objets observésuastéine ordre de grandeur que celle attendue
a cette concentration d’apres le Diéterminée par ITC (12 nm po28 et 21 nm pouR4 en
utilisant une distance inter-monomeres de 1.01 smAnnexe 3 ; Figure A -)5 Cependant,
leur forme sphérique est en désaccord avec ledtatssobtenus par SANS. La limite de
résolution de l'analyse par Cryo-MET ne permet pldbment pas l'observation des
batonnets courts de faibles diamétres mis en éwidgar I'analyse SANS. Bien que les
solutions de23 et 24 aient été centrifugés et filtrés 1 a 2 jours avesatanalyses de Cryo-
MET (cf. Annexe 3; Tableau A — 44-d et Tableau A — d7eb que la gamme de
concentrations utilisée permette une stabilit€@zhhntillon sur plusieurs jours, il se pourrait
gue les objets observés lors de I'analyse Cryo-Maifespondent des agrégats de faibles
tailles en cours de croissance qui ne seraienbpasrvables par les autres techniques, i.e.
SANS et DLS.
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d. Détermination des dimensions des assemblages dee?224 via la

mesure de leurs coefficients de diffusion

La DLS est une technigue communément utilisée moesurer la taille des particules en
solution. Cependant, dans le cadre de ce projels Bommes en limite de détection de cette
technique car la taille des objets étudiés est pette et les concentrations utilisées sont
faibles. Afin de pallier cette limitation, nous as mesuré la taille des assemblages par
dispersion de Taylor (TDA) et comparé les résultatselui du composé témoRD. Les
coefficients de diffusion des CDs déterminés parATént ensuite été comparés a ceux
mesurés par RMN DOSY par I'équipe GOBS puis usligdur le calcul de la taille des

assemblages en solution via la relation de Stokestétn Cf. Chapitre 2 ; équation 26

i. Détermination des coefficients de diffusion de 23 4 par analyses TDA

Les analyses par dispersion de Taylor (TDA) ontrétdisées en mode impulsion. Le mode
impulsion a consisté en linjection par pressiordiogtatique d’'un volume de quelques
microlitres d’échantillon qui a ensuite migré ledpdu capillaire jusqu’au détecteur UV sous
laction d'une pression hydrostatique constanteligpge a I'entrée du capillaire. Les
taylorgrammes issus de chaque analyse ont endéit@axélisés par une gaussienne avec le
logiciel Origin (Figure 51). Le parameétres extrait du résultat de modélisation traduit
I'élargissement de la bande d’injection et estéralu coefficient de diffusion translationnel

des particules en solutionf( Chapitre 3.

Apres vérification des conditions nécessaires jpowoir de la dispersion de Taylar¥ 1.4 et

P. > 69 -cf. Chapitre et application des corrections dues aux conditiexpérimentales
(rampe de pression d’injection et volume d’injestifini - cf. Annexe 3, le coefficient de
diffusion D a été calculé a I'aide de I'équation de Tayldr Chapitre 2 ; équation »0Une
fois D obtenu, le rayon hydrodynamique de la sphere atpnte a été déduit en utilisant la
relation de Stokes-Einsteinf( Chapitre 2 ; équation 26

Par ailleurs, contrairement au mode d’injectiorfrent, lors des analyses en mode impulsion,
I'échantillon est dilué lors de son parcours dangdpillaire. Or, dans le cas de systemes
supramoléculaires, la concentration a une influenaoela taille des assemblages formés. Ce
facteur de dilution a donc été déterminé afin deiger la concentration d’entrée par la
concentration finale au niveau du détecteur. Utefacde dilution de 2.5 a été déterminé (
Annexe 3 ; Figure A -} Les concentrations des solutions injectées edenimpulsion ont

donc été corrigées de ce facteur.
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a)

b)

Figure 51: Exemples de taylorgrammes modélisés par une gaussiobtenus pour les
composém) 23 eth) 24. Dans ces deux exemples les courbes de modétissftiectuée sur
'ensemble des taylorgrammes ne suivaient pas ctaneent les données expérimentales sur
certaines parties du pic (voir inserts). Les masiions ont donc été effectuées uniquement

sur la partie gauche des taylorgrammes car cettegi@aes courbes est moins sensible aux
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éventuels phénomeénes d’adsorption sur le capillaire

A lissue des analyses en mode impulsion, on ctmgjae les coefficients de diffusion

mesurés a concentrations équivalentes pour lesas#ap3 et 24, i.e. 2 mM, sont inférieurs a

ceux du composé témoid (Tableau 30.
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Tableau 30 : Coefficients de diffusion des compo2@s23et 24 mesurés par TDA a 25°C en

mode impulsion.

20 23 24
Concentration (mM)?# 2 2 4 0.4 2 5.8
Dexp X 10° (m2/s) 6 4.7+0.2 4 4.1 34+06| 3.7+05
ADgy, x 10° (m2/sy / 1.4 2.1 1.9 2.6 2.4
Ry (nm)° 0.4 0.52 0.61 0.6 0.72 0.67

& concentrations corrigées par le facteur de ditutie 2.5.

b différence entre le coefficient de diffusion dungmsé témoir20 & 2 mM et les coefficients de diffusion des
composég3 et24 a différentes concentrations.

¢ Rayon hydrodynamique de la sphére équivalentauléalvec la relation de Stokes-Einsteih Chapitre 2 ;
équation 2pavec la viscosité de-B = 0.00089 Pa.s a 25°C.

Cela indique la présence d'objets de tailles piysartantes dans les solutions28et24. La
diminution du coefficient de diffusion est plus iorfante dans le cas du compdse Ce
résultat est donc qualitativement en accord avecdsultats des analyses ITC et SANS qui
indiquaient la formation d’assemblages de plus dgataille avec le compos#& (Tableau

29).

On note, par ailleurs, que la charge des compdséléesé a un effet sur les coefficients de
diffusion déterminés. En effet, la valeur Deobtenue par TDA pour le compo2@ est deux

fois plus élevée que celle trouvée dans la littéeapour 1g3-CD nativé® (Tableau 3.

Tableau 31: Comparaison des coefficients de diffusion des cs#g20 et 25 mesurés par
TDA a 25°C en mode impulsion et des coefficientiffiesion de CDs mesurés par TDA issus

de la littérature

B-CD B-CDSO; Na' 20 a-CD 25
Concentration (mM) c— 0 c— 0 2° c— 0 15.8
Dexp X 10° (m2/s) 3.26 7.13 6 3.53 3.79

& concentration tendant vers 0 mM

P concentration corrigée par le facteur de dilutier2.5

. 39
®Valeur issue de la re:?.
. 0
dvaleur issue de la réf
. 41
€ Valeur issue de la re‘i‘.
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Cette valeur expérimentale est par contre du mémhe @le grandeur que la valeur relevée
dans la littérature dans le cas d'yr€D chargée substituée par un sulfonate de sodam (
CDSQy,Na") analysée par TDA. De plus, dans le cas de I'analyse par TDA d'ev@D non
chargée substituée par un groupement acétamidep@s®fs), un D cohérent avec celui

trouvé dans la littérature poundCD nativé* est obtenu.

ii. Comparaison des coefficients de diffusion mesuréapTDA et RMN
Nous avons également comparé les résultats obfaru§DA auxD mesurés par I'équipe

GOBS par RMN DOSY sur les mémes compo3ébleau 32.

Tableau 32 : Coefficients de diffusion des compo2@s23 et 24 mesurés a 25°C par RMN
DOSY.

20 23 24
Concentration (mM) 1.5 2.4 4.8 0.9 1.9 7.5
Dexp X 10° (m2/s) 2.65 2.3 1.5 1 0.85 0.62
ADgy, x 10%° (m2/sy / 0.4 1.1 1.6 1.8 2
Ry (nm)P 0.75 0.87 1.32 1.95 2.34 3.22

2 différence entre le coefficient de diffusion dumqmsé témoir20 a 1.5 mM et les coefficients de diffusion des
composé®3 et24 a différentes concentrations.

® Rayon hydrodynamiques de la sphére équivalentiléahivec la relation de Stokes-Einsteifi Chapitre 2 ;
équation 2pavec la viscosité de, D = 0.001097 Pa.s a 25°C

Les résultats montrent que I'écart entrdlelu composé témoi0 et celui des composes

et 24 (ADeyp) suit la méme tendance pour les deux technigligsi¢au 30; Tableau 32. En
effet, a une concentration d’environ 2 mM en CDs,0btient, avec les deux techniques, un
ADeyp du compose4 plus grand que celui du compdze

Cependant, on constate que Desgléterminés par TDA sont plus de deux fois plusédegque
ceux obtenus par RMN. Or, le rapport de la viséogi25 °C de O (0.00089 Pa.s) sur celle
de DO (0.001097 Pa.s) est de 0.81, en conséquented’dgprelation de Stokes-Einstein, les
D déterminés par TDA ne devraient étre que 1.23doprieurs a ceux déterminés par RMN.
Cette différence n’est également pas due a la Epgdsité des échantillons analysés car
I'analyse par dispersion de Taylor, associée aéteateur UV dans le cas ou le chromophore
est situé sur le monomere, et I'analyse RMN d’éthans polydisperses conduisent toutes
les deux & un coefficient moyen en pollg™* L'écart de résultats observé pourrait, par
contre, étre d0 au fait que la nature Besesurés par ces deux techniques est différente. En
effet, dans le cas de la TDA, on détermine un oefft de diffusion mutuell¥,) qui se

mesure sous l'action d’'un gradient de concentratgomlis que dans le cas de la RMN, un
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coefficient d’autodiffusion Ds) est déterminé car est mesuré en absence de mjrathe
concentration. A dilution infinie, ces deux types abefficients tendent vers la méme valeur
Do, mais hormis ce cas, de maniére générale, quacdneentration augment®s tend a
diminuer eD,, & augmentér.

Par ailleurs, dans le cas des valeurs issues ddgsas RMN, on constate également que la
valeur deD obtenue pour le compog6 (2.65 x 10'° m2/s) est un peu plus élevée que celle de
la littérature déterminée par RMN dans le cas @@ native (2.17x18° m2/sf°. La charge

du composé a donc probablement aussi un effetasorebure, cependant, celui-ci est moins
important que celui observé dans le cas des mesi@eEDA. Le fait que les composés
analysés soient chargés pourrait donc égalemenrifeami@cart de résultats observé entre les
analyses RMN et TDA.

iii. Détermination du degré de polymérisation
Pour remonter aux dimensions des assemblages fatiméssD mesurés, nous avons utilisé
le modéle des cylindres courts, décrit par J. GLB&ore et af’, qui semble le plus adapté
pour les composés étudiés d'aprés les résultatsnobtpar ITC et SANS. Il propose

I'expression suivante du coefficient de frictiorupain cylindre :

f = Sk )

- 2
|n(Lj + 0312+ 11307 - 04,
2R L L

L longueur de I'assemblage
R rayon du cylindre, i.e. rayon d'ufieCD (0.77 nm)

En égalisant cette expression avec celle du casftice friction de la sphere équivalenté (
Chapitre 2 ; équation 25

On obtient alors la relation suivante erfeetL :
L

R, = 2
2 |n(Lj + 0312+ 1138 - 04y,
2R L L

)

Connaissant I&, expérimental, on peut alors déterminer graphiqueereel correspondant.
Il est ensuite possible de calculer le degré dgrpétisation (DP) en utilisant comme distance
de répétition entre monomere 1.01 nm déterminéederl’analyse par diffraction de RX du

composé&0 (cf. Annexe 3 ; Figure A -)5
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Modéle du cylindre court

R, (nm)

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

L (nm)

Figure 52 : Relation entre la longueur des assemblages (l§ etyon hydrodynamique {R

d’apres le modéle du cylindre court.

Nous avons appliqué ce traitement aux valeurB.d#éterminées par TDA et RMN pour les
assemblages d23 et 24. Cependant, on constate que Rysdéterminés par TDAT@bleau

30) ne permettent pas de remontdr puis au DP car ils sont inférieurs a la valeurimaie

de R, fournie par le modele quelle que soit la concéiatnaen CDs considérée. Ainsi, la
surestimation de® mesurés par TDA conduit a dBg sous estimés qui ne permettent alors
pas de remonter aux dimensions des assemblageésfoienle modéle de forme adapté. En
conséguence, ce modele a uniquement été appliqueadeurs deR, déterminées par RMN
pour les concentrations en compo28xt 24 les plus élevéeslébleau 32. En utilisant ces

valeurs, nous avons finalement pu déterminer lesi&Passemblages étudiéaljleau 33.

Tableau 33 : Détermination du DP des solutions de comp@3st 24 a I'aide du modele des
cylindres courts a partir des données issues dedyaes par RMN. Comparaison avec les

DP, issus des données d'ITC.

23 24

conc. (mM) DPRMNa Dpn’ |ch conc. (mM) DPRMNa Dpn’ |ch

4.8 4 8 7.5 18 15

& calculé a 'aide du modele des cylindres courtc@vdéterminé par RMN

® voir la ref. *® pour le calcul du DPa une concentration donnée & partir de K dansagedtun modeéle
isodesmique

On constate que les DP obtenus sont du méme oedyeaddeur que ceux déterminés par les
analyses ITC et SANS ébleau 33.

Les valeurs de coefficients de diffusion détermsnpar analyse TDA permettent donc une

évaluation qualitative du comportement en soluties composeés. Cependant, une meilleure
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compréhension des facteurs expérimentaux expliglearsurestimation des valeurs @e
observées est nécessaire pour corriger ce phénarheffectuer un traitement quantitatif des

résultats issus de cette technique dans le cadgsosés étudiés.
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l1I- Conclusion

L'objectif de I'étude présentée dans ce chapitaat ée déterminer et de caractériser des
monomeres hétéro-ditopiques de CDs susceptiblderdeer des PSM en solution agueuse.
Au cours de cette étude, les deux phénoménes imhibapolymérisation et perturbant la
caractérisation des CDs que sont respectivememtiotiaclusion et la formation d’agrégats

non spécifiqgues ont été mis en évidence.

Deux stratégies ont alors été mises en place pater &€es phénomeénes. Dans un premier
temps, un protocole de retrait des agrégats pdriftgyation puis filtration a été mis au point
et a permis d’éliminer la majorité des agrégats sécifigues de CDs présents en solution.
Dans un deuxieme temps, un pont aliphatique ajétééasur le col primaire des CDs afin
d’empécher I'équilibre d’auto-inclusion. Enfin, rewavons constaté que, pour que cette
stratégie soit efficace, il fallait que la constafassociation du systeme hoéte/invité étudié
soit suffisamment importante. Ainsi dans le cas @€Ds, la faible constante d’association
des systemes-CD/dérivés benzéniques n'a pas permis la formadenPSM malgré la
présence du pont sur les CDs. Au contraire, lord'uddisation de cette stratégie sur le
systemg3-CD/adamantane, connu pour avoir une constantesatégion élevée, nous avons

observé la formation de PSM.

L'application de ces stratégies nous a donc perani§ssue de cette étude, de disposer de
deux PSM chargés de CDs ayant des propriétés thgrmamiques différentes. Dans la suite
de ce projet, les charges de ces PSM vont nouseieemapres la détermination de conditions
appropriées, d’aller vers la formation de difféeee®SM hiérarchiques via la mise en jeu
d’interactions secondaires de type électrostaticea: ailleurs, desu-CDs doublement
fonctionnalisées, développées par I'équipe GOB®nse&galement étudiées, dans la suite de
ce projet, afin de déterminer si dans le cas decoagosés, I'intervention d’'une interaction
secondaire peut par effet coopératif favoriserskamsblage des-CDs sous forme de PSM

hiérarchiques.

207



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

Bibliographie

(1) Deng, W.; Yamaguchi, H.; Takashima, Y.; HaralaChem. — Asian 2008 3 (4),
687-695.

(2) Harada, A.; Kawaguchi, Y.; Hoshino, I..Incl. Phenom. Macrocycl. Che2001 41
(1-4), 115-121.

3) Miyauchi, M.; Kawaguchi, Y.; Harada, A. Incl. Phenom. Macrocycl. Chei2004
50 (1-2), 57-62.

4) Rekharsky, M. V.; Inoue, YChem. Rev1998 98 (5), 1875-1918.

(5) Tellini, V. H. S.; Jover, A.; Galantini, L.; &jide, F.; Tato, J. VActa Crystallogr. B
2004 60 (2), 204-210.

(6) Queijo, A. A. Arquitecturas supramolecularesngradas por nuevos derivados de
ciclodextrina y acidos biliares. Thése de doctddativersidade de Santiago de Compostela:

Saint-Jacques-de-Compostelle, Espagne, 2008.

(7 Adam de Beaumais, S. Apport de la chimie chcla diversité des applications de
cyclodextrines fonctionnalisées. These de doctdsatyersité Pierre et Marie Curie: Paris,
France, 2012.

(8) Colesnic, D. Architectures supramoléculairegdrchiques a base de cyclodextrines.

These de doctorat, Université Pierre et Marie Clais, France, 2015.

(9) Naidoo, K. J.; Chen, J. Y.-J.; Jansson, ML.Widmalm, G.; Maliniak, A.J. Phys.
Chem. B2004 108(14), 4236-4238.

(10) Coleman, A. W.; Nicaolis, I.; Keller, N.; Dadz, J. PJ. Incl. Phenom. Mol. Recognit.
Chem.1992 13(2), 139-143.

(11) Gonzalez-Gaitano, G.; Rodriguez, P.; IsasR.]JFuentes, M.; Tardajos, G.; Sanchez,
M. J. Incl. Phenom. Macrocycl. Che2002 44 (1-4), 101-105.

(12) Bonini, M.; Rossi, S.; Karlsson, G.; AlmgreM.; Lo Nostro, P.; Baglioni, P.
Langmuir2006 22 (4), 1478-1484.

(13) Wu, A.; Shen, X.; He, Y. Colloid Interface ScR006 297 (2), 525-533.

208



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

(14) Tran, D. N.; Colesnic, D.; Adam de Beaum8is,Pembouong, G.; Portier, F.; Queijo,
A. A.; Tato, J. V.; Zhang, Y.; Ménand, M.; Bouteil] L.; Sollogoub, MOrg. Chem. Front.
2014 1 (6), 703-706.

(15) Carrazana, J.; Jover, A.; Meijide, F.; S&oH.; Vazquez Tato, Jl. Phys. Chem. B
2005 109(19), 9719-9726.

(16) Yamada, T.; Fukuhara, G.; KanedaChem. Lett2003 32 (6), 534-535.
(A7) Pharr,D.Y.; Fu, Z. S.; Smith, T. K.; Hin24, L. Anal. Chem1989 61 (3), 275-279.

(18) Inoue, Y.; Liu, Y.; Tong, L. H.; Shen, B. Jin, D. S.J. Am. Chem. S0d993 115
(23), 10637-10644.

(19) Bertrand, G. L.; Faulkner, J. R.; Han, S. Rnstrong, D. W.J Phys Chem 989 93
(18), 6863-6867.

(20) Harata, KBioorganic Chem1981, 10 (3), 255-265.

(21) Gelb, R. I.; Schwartz, L. M.; Johnson, R. [Eaufer, D. A.J. Am. Chem. S0d979
101(7), 1869-1874.

(22) Martin Davies, D.; Savage, J. R.Chem. Soc. Perkin Trans.1894 No. 7, 1525—
1530.

(23) Kitagawa, M.; Hoshi, H.; Sakurai, M.; Inoué,; ChQj6é, R.Bull. Chem. Soc. Jpn.
1988 61 (12), 4225-4229.

(24) Guo, Q.-X.; Luo, S.-H.; Liu, Y.-CJ. Incl. Phenom. Mol. Recognit. Cheh998 30
(2), 173-182.

(25) Wong, A. B,; Lin, S. F.; Connors, K. A. Pharm. Sci1983 72 (4), 388—-390.

(26) Perrin, D. D.Dissociation Constants of Organic Bases in AqueSakition First
Edition edition.; Butterworth & Co Publishers LtD65.

(27) Lide, D. RHandbook of Chemistry and Physics. 84th edition322004 CRC Press,
2003.

(28) McPhail, D.; Cooper, Al. Chem. Soc. Faraday Trari€©97, 93 (13), 2283—-2289.

(29) Groger, G.; Meyer-Zaika, W.; Bottcher, C.;68n, F.; Ruthard, C.; Schmuck, (.
Am. Chem. So2011, 133(23), 8961-8971.

(30) Zhao, D.; Moore, J. &rg Biomol Chen2003 1 (20), 3471-3491.

209



3 - Etude d’assemblages supramoléculaires de ogxiodes

(31) Diard, J. P.; Saint-Aman, E.; Serve,JDElectroanal. Chem. Interfacial Electrochem.
1985 189(1), 113-120.

(32) Awtrey, A. D.; Connick, R. El. Am. Chem. Sot951, 73 (4), 1842—-1843.
(33) Pursell, J. L.; Pursell, C.d.Phys. Chem. 2016 120(13), 2144-2149.

(34) Bistri-Aslanoff, O.; Blériot, Y.; Auzely-Vejt R.; Sollogoub, MOrg. Biomol. Chem.
201Q 8 (15), 3437.

(35) Rossignol, J. Polymérisation supramoléculalee cyclodextrines: application a la

compaction d’ADN. These de doctorat, Universitéaeiet Marie Curie: Paris, France, 2016.

(36) Ganguly, R.; Aswal, V. K.; Hassan, P. A.; @tgkrishnan, 1. K.; Yakhmi, J. V.
Pramana2004 63 (2), 277-283.

(37) Arnaud, A.; Bouteiller, LLangmuir2004 20 (16), 6858-6863.
(38) Gelb, R. I.; Schwartz, L. M. Incl. Phenom. Macrocycl. Che©89 7 (5), 537-543.

(39) Ribeiro, A. C. F.; Leaist, D. G.; Esteso, M, Lobo, V. M. M.; Valente, A. J. M,;
Santos, C. I. A. V.; Cabral, A. M. T. D. P. V.; \ga, F. J. BJ. Chem. Eng. Dat200g 51
(4), 1368-1371.

(40) Barros, M. C. F.; Silva, D. C.; Esteso, M; Babral, A. M. T. D. P. V.; Veiga, F. J.
B.; Ribeiro, A. C. FJ. Chem. Thermody2015 87 (Supplement C), 117-121.

(41) Ribeiro, A. C. F.; Valente, A. J. M.; Sant@s,I. A. V.; Prazeres, P. M. R. A.; Lobo,
V. M. M.; Burrows, H. D.; Esteso, M. A.; Cabral, M. T. D. P. V.; Veiga, F. J. Bl. Chem.
Eng. Data2007, 52 (2), 586-590.

(42) Cottet, H.; Biron, J.-P.; Martin, M\nal. Chem2007, 79 (23), 9066—9073.
(43) Callaghan, P. T.; Pinder, D. Macromolecule4983 16 (6), 968—-973.

(44) Willis, S. A.; Dennis, G. R.; Zheng, G.; RjdV. S.Macromolecule201Q 43 (17),
7351-7356.

(45) Teraoka, IFrontmatter and IndeXWiley Online Library, 2002.
(46) Avram, L.; Cohen, YJ. Org. Chem2002 67 (8), 2639-2644.

(47) Tirado, M. M.; de la Torre, J. G. Chem. Phyd.979 71 (6), 2581-2587.

210



Chapitre 4 :
Etude de polymeres
supramoléculaires hiérarchiques de

cyclodextrines






Table des matieres

I- Etude de la formation de PSM hiérarchiques a bas€Ds disubstituées ................. 217
A- Etude de composeés disubstitués par deux espageyidgimines..............cceevevvennns 218
1-  ANAlySES VISCOSIMEITIQUES .....uvuununnnns s sessseeeeaeaaaeeesessessnnnnnnnnnnnnes 219
2-  Etude par analyses SANS ...t 220
B- Etude d’'un composé disubstitué par deux espaceopylpmides ..............cccvveeee. 221

[I- Etude de la formation de PSM hiérarchiques a ba$e@Ds difonctionnalisées........ 222
A- Evaluation de I'effet de dianions sur la formataePSM hiérarchiques de CDs.... 224
1-  Le dodécanedioate de SOAIUM ..........oocuimmmmeeeiiiiiee e 225
2-  Le naphtaléne disulfonate de SOIUM....... .o eeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeieeereeeeeeens 228

B- Evaluation de l'effet d'un polyanion de structuiigide sur la formation de PSM

NIErarChiqUES 0@ CDS ....uiiiiii it e e e e e e e e e e et e e e e e et nnnneereessnnn s 233
1-  Etude de l'association entre le polymére 31 §tGD 23b............cccccvvvvvvrnnnene. 236
2-  Etude de I'association entre le polymere 31 @tGD 23..........oevvvvvvveveiiieneennnn. 239

C- Evaluation de l'effet d’'un tétraanion de structurgide sur la formation de PSM

NIErarChiqUES 0@ CDS ....uiii i it e e e e e e e e e e et e e e e et e nnnneereassan s 244
1- Les assemblages de TRRS.... ... 245
2- Intérét de I'interaction entre IPPS et CationS........ccooovvveiiiiiiiiiiiieceieeeee 249
a. Interaction entre lTPPS et cations ou polycations covalents................. 249
b.  Exemple d’interaction entre FIPPS et polycations supramoléculaires ........ 249
3-  Etude des assemblages ents@PPS et PSM de CDs cationiques ................... 250
a.  Caractérisation des solutions témoins d€PPS et de CDsS..........cocvveeennee. 251
b. Etude de linteraction entre;IPPS et 1aB-CD 23.........ovvvvviiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 251
C. Etude de I'interaction entreIPPS et [aB-CD 20........ccoovvivvvvvivviviicieeee 254

d. Conclusion sur linfluence du premier niveau d'asbtage inter-CDs sur la
formation de tubes desHIPPS ... 257



- (@40 ] o [o1 (11T o] o [T

Bibliographie

214



Les assemblages supramoléculaires hiérarchiques dmm structures supramoléculaires
constituées de plusieurs niveaux d’organisationjnteaues par des interactions non

covalentes dont la force diminue quand le niveabiéerchie augmente

Dans le domaine des assemblages supramolécul@raschiques de CDs, on trouve, a 'état
solide, des PSM hiérarchigues mono-moléculairds, qae celui développé par I'équipe
GOBS (cf. Chapitre 3 ; figure 13 1ls ont en effet synthétisé uneCD disubstituée par deux

groupements azotures présentant deux niveaux dardtiéee mettant en jeu trois types

d’interactions supramoléculaires : hote/invité adigsdipole-induit et liaisons hydrogéene.

Les assemblages supramoléculaires hiérarchiqué&dDdeformés en milieu aqueux, décrits
dans la littérature, impliquent, quant a eux, sotnkes systémes comportant au moins deux
molécules différentes. Ainsi, Y. Liu et abnt développé un PSM hiérarchique de CDs formé
a partir de dimeres d@-CDs pouvant s’'auto-associer en hexamere par liaisons de
coordination avant de former des fibres via I'iettin de fulleréne § dans la cavité des CDs
(cf. Chapitre 1 ; figure 28

Cependant, les systéemes les plus amplement déoritsdes polymeéres fonctionnalisés par
desp-CDs et leur invité, pour combiner effet hote/igviit micro-séparation de pha&eDans

ce cadre, linclusion de l'adamantane dang34@€D permet la formation de copolymeres
supramoléculaires di-blocs qui constituent le peFmiveau de hiérarchie. Ces PSM di-blocs
peuvent ensuite former un deuxieme niveau de luidieren s’auto-associant, via des
interactions hydrophobes, sous différentes forrm@selles, vésicules, nanotubes ou fibres)
en fonction de parametres, tels que la taille diesslou leur concentration et sous l'action de
divers stimuli. S. Liu et al.ont par exemple développé des assemblages sugautzites
hiérarchiques dans lesquels linteraction entrebless -CD-poly(isopropylacrylamide) et
adamantane-poly(méthacrylate de (2-diéthylaming)éjh permet la formation d’un
copolymére di-bloc, capable de s’auto-associer $oume de micelles ou vésicules, sous
I'action du pH ou de la température. Y. Zhao étamt également développé des assemblages
supramoléculaires hiérarchiques basés sur l'inmtuglu benzimidazole dans [RCD et
sensibles a un stimulus externe, le,Cl3 ont aussi montré qu’en diminuant la tailleldac
poly-L-valine du copolymere di-bloc deCD-dextran et de benzimidazole-poly-L-valine, la

forme de leurs assemblages évolue de vésiculee fib

Au cours de ce projet, une approche différenteéaioisie : des systémes a base@D ou
de B-CD ont été concgus, de fagon a introduire deux sygienteractions directement sur la
cyclodextrine. L'objectif de I'étude décrite darns chapitre est de déterminer des conditions
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permettant de promouvoir la formation de tels atdages. Dans le cas desCDs, nous
avons précédemment constaté que la faible constiiasociation de ces systemes ne
permettait pas la formation de longs PSM. Dangédangere partie de ce chapitre, nous allons
déterminer si I'intervention d’une interaction sedaire peut, par effet coopératif, favoriser la
'association desa-CDs modifiées et induire la formation d’assembtadeérarchiques.
Concernant, le$-CDs, les études précédemment réalisées, ont peendévelopper deux
composés s’'assemblant sous forme de PSM. La sepantie de ce chapitre consistera donc
a déterminer des conditions permettant I'assembtigees PSM sous forme de structures

hiérarchiques via I'intervention d’'un second typiatéraction.
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|- Etude de la formation de PSM hiérarchiques a base’ d-

CDs disubstituées

Dans le but de favoriser I'association de€Ds modifiées, I'équipe GOBS s’est tournée vers
la synthese de composés disubstitués. Pour celanilajouté aux composés monosubstitués
précédemment décrits (compodéset 16) un deuxieme groupement susceptible de former
des interactions hydrophobes et d'ainsi favoriser gffet coopératif, la formation

d’assemblages par interactions héte/inviigre 1).

/ PSMideCls \

ﬂ ' ti
/ ESVMIEEICHIGUESKHENGIS

Figure 1: Schéma de I'équilibre de formation d'un PSM hiélaque assuré par des

interactions hoéte/invité et hydrophobes.
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A-Etude de composés disubstitués par deux espaceurs
propylamines

Dans un premier temps, le compdsg qui présente I'avantage d’étre tres soluble, & ét
fonctionnalisé. Des composés comportant comme dmisubstituant un groupement
phényle 26), pentafluorobenzene2q) ou adamantane2®) ont ainsi été synthétisés. Un
composé témoin non ponte, disubstitué par des ®@0) a également été synthétisé pour

cette étude.

2CF4CO,

)
2CF;CO,

La capacité des compos@s, 27 et 28 a former des assemblages supramoléculaires a été
évaluée par mesures de viscosité et par analysd#fdsion des neutrons. Les agrégats de
CDs non spécifiques ont été préalablement retiegssdlutions meres des composeés analysés

pour cette étudec{. Annexe 3 ; Tableau A - 51 a5
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1- Analyses viscosimeétriques

Les résultatsKigure 2) montrent que la viscosité du composé disubsBméuit la méme
tendance que celle du dimére covalent témbik). (Son comportement en solution est donc
similaire & celui du composé monosubstit@gprécédemment analyséf.(Chapitre 3 ; figure
33).

1,14 -
1,12 -
1,10 -
g
£ 108 -
o
pe
g 1,06 - 26 (lot RB1-062)
S = 27 (lot DC263)
S 104 - 28 (lot DC266)

29 (lot DC236) - témoin non ponté

11 (lot PE202) - témoin dimére covalent
9 (lot RB1072-73) - témoin monomere
a-CD

1,02

" @O =

1,00 - .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentration (mM)

BN

Figure 2: Viscosité relative des CDs en fonction de la cotre¢ion (mesurée a 25°C a
l'aide d’'un viscosimetre a bille ayant un anglerttiinaison de 70°). La concentration &
est exprimée en concentration d’unités de CDs.

La viscosité des composeés disubsti2iéet 28 est légérement supérieure a celle du composé
26 et du dimere covalent, mais ce faible effet estt-péne lie a une différence de volume
hydrodynamique des monomeres. On constate égalementla viscosité du composé
disubstitué non pont&9 suit la méme tendance que celle du dimére covalemtrésultat
indique que la présence d’'un deuxiéme substituariescol primaire de la CD empéche peut-
étre I'équilibre d’auto-inclusion d’avoir lieu. G@mposé n’est donc finalement pas un bon

témoin de la non association.
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2- Etude par analyses SANS

Afin de compléter cette étude, le comp@&a été caractérisé par analyse de diffusion des
neutrons. Le résultat a été comparé a ceux obtgowsle composé monomeére tém@iret

pour le composé monosubstiti2 précédemment analysésdure 3).

100 26 & 24.7 mM (lot DC362) - composé disubstitué
12 & 23 mM (lot RB1-036) - composé monosubstitué
= 93224 mM (lot DC356) - témoin monomeére
10

.' . = T
0.1

llc

q (A%

Figure 3: Intensité en neutrons diffusés, normalisée pacdacentration, en fonction du

vecteur d’onde par des solutions @el2 et 26.

Les résultats d’analyses montrent que l'intensif@uske par26 est proche de celle du
monomeére témoif (Figure 3). De plus, dans le domaine des vecteurs d’on@enmédiaires,

la pente de la courbe de l'intensité en fonctiomadsst trés faible ce qui indique I'absence de
formation de longs PSM et confirme la faible asstboh du compos&6 observée par
viscosimétrie. On constate également que la coobbenue pour le composé disubstifi@e

est similaire a celle du composé monosubstiRif-igure 3).

Ces 3 composés disubstitu&s; 27 et 28 ont également été analysés par RMN par I'équipe
GOBS. Les résultats ont montré une inclusion duinpleédans le cas des compo2éset 27

et une inclusion en échange rapide des deux indiés le cas du compog8'’. Il est donc
possible que le deuxiéme substituant entre simpiersae compétition avec le premier
substituant lors de l'interaction hote/invité, @ulde participer a la formation de domaines

hydrophobes.
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L’étude des composéz6, 27 et 28 montre que l'ajout d'une deuxieme fonctionnalité n
permet ni d’induire la formation de longs PSM, alle de structures hiérarchiques. En effet,
malgré I'ajout de cette deuxieme fonctionalitéyiscosité de ces composés reste proche de
celle du dimére covalent et similaire a celle dmposé ponté monosubstitd2. De méme,
lintensité en neutrons diffusés par le compd&® est identique a celle du composé
monosubstituél2. Comme dans le cas du compds® la constante d'association de ces
systemes n’est probablement pas suffisamment éfgwdeque la deuxiéme fonctionalité ait

un effet coopératif sur la formation des PSM.

B-Etude d'un composé disubstitué par deux espaceurs
propylamides

En conséquence, nous nous sommes orienté verpgttstion du compos#&6 pour former
une espéece disubstituée moins hydrophile et plide;j au dépend de sa solubilité, afin de
favoriser I'association. L’équipe GOBS a ainsi $ytisé un composé ayant deux substituants
propylamides portant chacun un groupement phégmgposé30)’. Cependant, ce composé
s’est avéré trop peu soluble dans 'eau (saturatiOrb mM). La rigidité de son espaceur ainsi
gue sa faible hydrophilie comparée aux comp@&:27 et 28, ne permet donc pas d’obtenir

des complexes solubles dans I'eau.

Une fois sa caractérisation structurale effectuée RMN dans MeOD un essai de
cristallisation dans I'eau a été réalisé par I'é@uGOBS. lls ont obtenu des cristaux sous
forme d'aiguilled. La caractérisation de ces cristaux par diffractie rayons X a permis,
d'une part, de mettre en évidence la formation dRBM hiérarchiquec{. Annexe 3, et,
d’autre part, de déterminer une distance inter-mmares de 1.01 nni{gure 4) qui a ensuite
été utilisée comme valeur de référence pour lautdies dimensions des PSM étudiés dans ce

projet.
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

\ W
Vue de coté a“'&« o
<& A $ 1.01nm

F AN, )

R

o
Vue du col o
primaire

Niveau 1

Figure 4: Schéma des différents niveaux de hiérarchie deab@ement cristallin du
compos&0 (figure adaptée & partir de la ref.

Pour conclure, de la méme maniére que dans leesasainposés monosubstitués, I'étude des
composeés disubstitués montre que la balance enforde de linteration et la solubilité des
complexes formés est difficile a ajuster dans kdesu-CDs.

lI- Etude de la formation de PSM hiérarchiques a basead
B-CDs difonctionnaliséees

Dans le cadre de ce projet, deux PSMBdeDs chargés a base des compd@®st 24 ont

précédemment été développés.

Nous avons choisi d'utiliser I'interaction électratque, avec un composé polyanionique,
comme interaction secondaire, permettant de prooioles formation de PSM hiérarchiques
deB-CDs modifiéesKigure 5).
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I

Figure 5: Schéma de I'équilibre de formation d'un PSM hiétaque assuré par des
interactions électrostatiques avec des polyanions.

Dans ce but, trois différents types de composémanies ont été sélectionnés : des composés
dianioniques ayant une structure flexible ou rigida polyanion rigide et un tétraanion

pouvant se présenter sous forme de monomeres opobjenere en fonction de sa
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concentration. Le but de cette étude a donc étééterminer si ces différents composeés
peuvent promouvoir la formation de PSM hiérarchgque CDs ayant des structures
différentes et d’identifier les parametres impotsapour la formation d’'une morphologie
donnée d’assemblage. La connaissance de ces pggarpetrra ensuite nous permettre de
contrler la formation d’'une morphologie souhaiiéas le cadre des systemes a base de CDs

modifiées.

Au cours de cette étude, les agrégats non spéeffiqunt préalablement été retirés par
centrifugation puis filtration des solutions med=s différentes CDs modifiées avant leurs

analysesdf. Annexe 3 ; Tableau A - 56 a)9

A-Evaluation de l'effet de dianions sur la formationde PSM

hiérarchiques de CDs

Nous avons choisi d'évaluer l'efficacité, a promoinvla formation d’assemblages
hiérarchiques de CDs, d’'un dianion ayant une sirediexible, le dodécanedioate de sodium

(dianion A), ou rigide, le naphtaléne disulfonagesdium (dianion B)Rigure 6).

O
o)
N\

O,
P4
O+

pd
[
g
oI
4
5+
+
//O
7
o

dodécanedioate de sodium naphtaléne disulfonate de
dianion A sodium

dianion B
Figure 6: Structures chimiques des dianions, dodécanedidatesodium et naphtalene

disulfonate de sodium.

Les conditions de mélange dianions/CDs sont exmsnah rapport R de la concentration en
charges anioniques du dianion sur la concentragiorcharges cationiques des CDs. Les
analyses DLS ont permis de suivre la taille, laygispersité et la stabilité des particules en
solution dans les mélanges entre dianions et coafibeu 24. Ces résultats ont ensuite été
comparés a ceux obtenus dans les mémes conditiensleacomposé témoiR0, non auto-
associé, afin de vérifier si la présence du premiegau d’'association est nécessaire pour la

formation d’assemblages avec les dianions.
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Les résultats d’analyses DLS obtenus ont ensuité de base pour sélectionner les systemes

les plus intéressants a analyser par Cryo-MET.

1- Le dodécanedioate de sodium

Lors de I'analyse du mélange comportant le com@8s#€2.5 mM et le dianion A a 1.25 mM,
i.e. R = 0.5 Tableau 1-b), aucune variation de l'intensité diffusée n’esservée comparée a
la solution de23a 2.5 mM Tableau 1-3.

Nous avons alors conserveé ce rapport R mais déeblguantités en CDs et dianions. Dans ce
cas, lors de l'analyse du mélange comportant lepos@23 a 5 mM et le dianion A a 2.5
mM, une augmentation de l'intensité diffusée etlalgolydispersité de I'échantillon sont
observées dés JO et celles-ci sont d’autant plysorii@antes a J1T@bleau 1-b. Une
concentration minimale de 5 mM @3 est donc nécessaire pour observer son association

avec le dianion A pour R=0.5.

Au contraire, dans le cas du composé tér2firune augmentation de l'intensité diffusée, par
rapport a la solution témoirTébleau 1-3, est observée des la formation d’'un mélange
comportant 2.5 mM d20 et 1.25 mM de dianion A, i.e. R = 0.5ableau 1-b). Lorsque pour

ce méme R, les concentrationszéhet dianion sont doublées, une précipitation eseolge
(Tableau 1-b. Celle-ci a lieu dés JO. De plus, la préparataans les mémes conditions, du
mélange entre un autre dication témoin non asslacf@pérazine (avec 2 équivalents de TFA
(PPZ, 2TFA)), et le dianion A conduit aussi a ungraentation de l'intensité diffusée et a la
formation d’'un mélange colloidalement instablaljleau 1-b. Ces résultats suggerent que la
déstabilisation moindre des mélan@3dianion A préparés dans les mémes conditions de
charges (R) pourrait étre due a I'organisationa@éernier sous forme de PSM. Cependant, la
taille et la polydispersité élevées des structimesées laissent penser que ces assemblages

de PSM sont peu réguliers.
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Tableau 1: Intensité diffusée (kcoups/s), taillepj2t indice de polydispersité (pdl), mesurés
par DLS, des particules dans les solutions de dioat@) ou des mélanges entre dications et
dodécanedioate de sodium (dianion BE{c).

a) J1 J1
[dication] (mM) 2.5 5
R? 0 0
kcoups/s Dy, (nm) pdl kcoups/s Dy, (nm) pdl
20 2.5 3.6+34 0.36 1.5 8+10 0.67+£04
PPZ, 2TFA nf® nf® nf° 1.5 0 0.06
23 55 710 £ 60 9 250 = 20 0.87
24 16 430 £ 80 0.9 23 71 0.36
b) Ji Ji
[dication] (mM) 2.5 5
R? 0.5 0.5
kcoups/s Dy, (nm) pdl kcoups/s Dy, (nm) pdl
20 84+9 1130 + 210 0.6 420" 4£5 0.49+0.36
PPZ, 2TFA nf® nf® nf° 10 + 7= 610 170 0.5
23 5 650 + 530 0.67 630 d. 0.85+£0.14
c) Jo Ji
[dication] (mM) 5 5
R? 1 1
kcoups/s Dy, (nm) pdi kcoups/s Dy, (nm) pdi
24 2040 670 £ 130 0.25 1850 + 250**1 591+830 0.38.25

&R = [anion]/[cation]

® hf : mesure non faite

“ mesure effectuée sur le surnageant de la solution

4 temps de corrélation trop long pour permettred@nination d’une taille de particule

* Précipité

** Particules en suspension
*** Turbide avec particules en suspension

Pour l'analyse du compos#4, ne comportant qu’'une charge, nous avons consemeé

concentration en CD de 5 mM et en dianion A der2M, mais dans ce cas, le rapport en
charges du mélange atteint la stcechiométrie (RBahs ces conditions, une augmentation
importante de l'intensité diffusée associée a umbld polydispersité est observée a JO
(Tableau 1-9. Ces résultats suggerent la formation d’assenasblagyant des dimensions
réguliéres. Cependant, les mesures faites a Jlrenbnine augmentation de la polydispersité
et une perte de stabilité colloidale de I'échamtillen effet, la solution devient alors turbide
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avec des particules en suspensibabeau 1-9Q. Le rapport stoechiométrique en charges de ce

mélange explique probablement sa faible stabibtiobidale.

D’apres I'ensemble des résultats d'analyses DLBitefaction du dianion A avec les
différentes CDs induit, de fagcon non spécifiquefolanation d’assemblages de CDs a2€éc
ou la formation d'assemblages de PSM de CDs &&et 24. Dans les deux cas des

structures colloidalement instables en solutiort Bomées.

Il est donc possible que la flexibilité de cettaide aliphatique induise un mauvais contréle
des structures formées en présence des CDs. Endafifs le cas du compo2@, le dianion A
présente une longueur de chaine plus grande gigedtepont aliphatique de quatre carbones
(Figure 7).

=~1.6 nm

N ; )
b) ~NR CF3CO,

20

Figure7: Schéman) du dianion A eb) du composeO.

En raison de sa flexibilité, le dianion A pourrdidnc interagir par liaisons électrostatiques
avec les deux charges du pont d'une méme EiQu(e 8), au lieu d'interagir avec les
ammoniums de deux CDs difféerentes. Une telle iotera pourrait alors étre a I'origine de la
formation progressive d’agrégats de taille croissagqui précipiteraient tel que cela a été
observé a R = 0.5 en présence de 5 mM de congfib@&@bleau 1-9.

Figure 8: Schéma de l'association par interactions élecatigties entre le dianion A et le

compos&0.
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Au contraire, dans le cas de la CD substi2@da formation de PSM empéche probablement
I'interaction du dianion A avec les charges d’unémme CD ce qui permet son interaction
avec deux CDs. Cependant, lors du mélange a R =a¥kb le compos@3 a 2.5 mM,
lintensité diffusée reste faibld@bleau 1-b. On peut alors penser que la taille des PSM en
solution ne permet pas une concentration localectearges suffisante pour favoriser la
croissance des PSM par effet coopératif. A R = @bprésence d’'une concentration en CD
de 5 mM, le dianion A permet, cette fois, de prowmula formation d’assemblages de PSM
de grande tailleTableau 1-¢ Figure 9). Ce systéme est donc potentiellement intéressant,
mais il n'a pas été analysé plus en détail caraie que le systeme témoir2d) forme

également des agrégats rend I'optimisation desittmmsldifficile.

Figure 9: Schéma de l'association, par interactions éledatigues a R = 0.5, entre le
dianion A et le compos® a 5 mM (concentration correspondant a un,@l¢ 8 calculé dans

le cas d’'un modéle isodesmifue’aprés les données d'ITEf. Chapitre 3 : Tableau 99

Afin de tester l'influence de la rigidité du dianicur la formation d’assemblages de CDs,
nous avons évalué la capacité d'un dianion ayaatstructure rigide a entrainer la formation

de PSM hiérarchiques de compo28=t 24.

2- Le naphtalene disulfonate de sodium

Notre choix de dianion rigide s’est porté sur lpmalene disulfonate de sodium (dianion B).

Lors de I'analyse du mélange a R=0.5 de compos®itef0 (ou de la pipérazine) et de

dianion B aucune augmentation de lintensité dd#is’est observée quelle que soit la
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concentration en CDs (2.5 ou 5 mMapleau 2-betc). La rigidité et la distance différente
entre les charges du dianion et du dicatiBigyre 10) laissent penser que la formation de
paires d’ions comme dans le cas du dianiofrigure 1) n'est pas favorable.

20
Figure 10 : Schéma) du dianion Bp) du composeO.

Au contraire, dans le cas du compda® lors de l'analyse des mélanges a R = 0.5,
comportant des concentrations en CDs de 2.5 mM 5 une augmentation de l'intensité
diffusée est observéddbleau 2-b et ¢). Ce résultat montre que le dianion B, a R = 0.5,
permet de promouvoir la formation d’assemblage22l@ une concentration plus faible en
CDs que celle nécessaire en présence du dianidexfle (Tableau 1-bH. On peut donc
penser que la rigidité du dianion B permet, en amgant la directionnalité des interactions
électrostatiques, de favoriser la croissance du .PS&pendant, les assemblages formés ont
des tailles polydisperses et les solutions ne gasitcolloidalement stables, i. e. des particules
en suspension sont observées un jour apres le geél@i R est réduit a 0.25, aucune
association n’est observé&apleau 2-3. Pour une concentration en CDs de 2.5 mM, un
rapport molaire minimal de 0.5 est donc nécessaite observer I'association eni28 et le
dianion B Tableau 2-b).
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Tableau 2 : Intensité diffusée (kcoups/s), taillepj2t indice de polydispersité (pdl), mesurés

par DLS, des particules en solution dans les méarentre CDs et naphtaléne disulfonate de

sodium (dianion B).

A

a) JO
[dication] (mM) 2.5
R? 0.25
kcoups/s Dy, (nm) pdl
20 3 520 + 110 0.56
23 6 550 + 320 0.66
b) Jo Ji J3
Eﬂi‘ﬁ;ion} 2.5 2.5 2.5
R? 0.5 0.5 0.5
kcoups/s Dy, (nm) pdi kcoups/s| Dy (nm) pdl | kcoups/s| Dy (nm) | pdi
20 400 £ 70 0.77£0.38 2 780 £1100 044 i
23 1090 + 1670| 1240 +1240| 0.54 £0.37| 100* 310+7 | 0.83 nf®
24 7590 270+10 0.01 £ 0.0p thf 420+ 70| 640+ 40| 0.4
c) JO J1
[dication] (mM) 5 5
R? 0.5 0.5
kcoups/s Dy, (nm) pdl kcoups/s | Dy (nm) pdl
20 64 370 + 250 0.94 3 610 + 210 1
PPZ, 2TFA 1 100 0.46 2 0 0
23 130 + 150 330+£50( 0.63x0.] 10** 290 £ 20 0.47
d) Jo Ji
[dication] (mM) 2.5 2.5
R? 1 1
kcoups/s Dy, (nm) pdl kcoups/s | Dy (nm) pdl
24 3740*+* 600 = 20 0.2 490+11q4 770+130 0.22

&R = [anion]/[cation]

® nf : mesure non faite
* Turbide avec particules en suspension
** Particules en suspension

*** Turbide
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Dans le cas du mélange @4 a 2.5 mM et de dianion B a 0.6 mM, i.,e. R = 0.Beu
augmentation de l'intensité diffusée et des paegumonodisperses sont observées de fagon
reproductible Tableau 2-b). Ces résultats indiquent la probable formatioasdemblages
ayant des dimensions réguliéres. A J3, la solueste colloidalement stable mais les mesures
de DLS montrent une augmentation de la taille et lalepolydispersité. Lorsque la
concentration en dianions est doublée a 1.2 mM poarconcentration fixe de compdséa

2.5 mM, i.e. R = 1, une augmentation de lintensiifusée et la formation de particules
monodisperses sont également observées ardblegu 2-d. Cependant, la taille des
particules obtenues est plus importante qu'a R5=0la solution est turbide. A J1, la solution
reste turbide et un culot est observé. Cette phtstabilité colloidale est probablement due

au fait que la stcechiométrie en charges est atdams ces conditions.

L’ensemble des résultats obtenus montre que lactean du dianion B avec les PSM de CDs
conduit spécifiguement a des assemblages de gtaitidecontrairement a ce qui est observé

dans le cas des composés témar@o( pipérazine).

On constate également que les assemblages forreédeavompos@3 sont polydisperses et
moins stables que ceux constitués a partir du ce&pd ce qui suggere une organisation
différente au sein de ces deux types d’assemblaigmss avons donc analysé par Cryo-MET
les mélanges comportant le comp@#a 2.5 mM et le dianion B a 0.6 mM (R = 0.5) et
comparé les assemblages formés a ceux obtenusedzassdu mélange entre le compa3&

5 mM et ce méme dianion a 2.5 mM (R = 0.5). Cesangds ont été de nouveau préparés le

jour des analyses Cryo-MET et préalablement caiaétepar analyses DLSdbleau 3.

Tableau 3: Intensité diffusée (kcoups/s), taillepj2t indice de polydispersité (pdl), mesurés
par DLS, a JO, des particules en solution dans resanges entre CDs et naphtaléne

disulfonate de sodium (dianion B).

JO JO
[dication] (mM) 2.5 5
R? 0.5 0.5
kcoups/s Dy, (nm) pdl kcoups/s Dy, (nm) pdl
23%* nf® 3780 =990 3410 = 900 0.16 £0.21L
PSS 4460 390 + 20 0.14 nf®

&R = [anions]/[cations]
® hf : condition non faite
** Turbide avec culot
*** Turbide
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Dans le cas du compo&8, un mélange colloidalement peu stable a été ol#elufableau
3) contrairement au mélange précédemment réalis€ ldam€mémes condition§dbleau 2-9.
Cette absence de reproductibilité indique un maugantrle des structures formées. Bien
gue I'échantillon ait été agité avant dépot sugrile de Cryo-MET, aucune structure n'a été
observée. Ces agrégats sont probablement retiresléola préparation de la grille car leur

taille élevée Tableau 3 est supérieure a I'épaisseur d’échantillon dép@$60 a 200 nm).

Dans le cas du compog4, un mélange monodisperse a de nouveau été obfabileau 3.
Son analyse par Cryo-MET a permis I'observationpdeticules sphériques de forme bien
définie Figure 11), d’'une taille de 600 + 160 nm, du méme ordre dendeur que celle

déterminée par analyse DLBapleau 3.

Figure 11 : Images de Cryo-MET obtenues pour la solution é¢uést de compos# a 2.5

mM et naphtaléne disulfonate de sodium & 0.6 mM

Pour compléter I'analyse, un spectre de dichroisincelaire a été réalisé sur le mélardgea

2.5 mM / dianion B & 0.6 mM (R = 0.5) précédemnaamdlysé par Cryo-MET. Aucun signal
cd n’a été observé au niveau des bandes d’absoergibdu dianion B de 220 a 280 nm. Le
chromophore du dianion B n’est donc pas affectd’eavironnement chiral de la CD, ce qui

suggere une structure peu réguliere.

Le degré de polymérisation (RRJu compose4 a 2.5 mM, déterminé par les données d’ITC
(Chapitre 3 ; Tableau 2%®st de 9, ce qui conduit pour une distance détitém de 1.0 nm
(cf. Annexe 3 ; Figure A -)5a un PSM de 9 nm de long en moyenne. L'ajout idnidn B
apporte donc, via I'établissement d’interactiorecbstatiques secondaires, une coopérativité
qui permet la formation d'agrégats sphériques de €0ne taille bien supérieure (600 = 160
nm). Comme le témoi20 ne s'assemble pas dans ces conditions, on pesidéogr que
I'objectif de déclencher un assemblage secondaif@3M par interaction électrostatique est

atteint. Par contre, la forme isotrope finale ingiqque l'information géométrique du PSM
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initial est perdue dans le processus. Cela estapteiment le signe d'un assemblage

désordonné entre le PSM et le dianibig(re 12).

Figure 12: Schéma de l'association, par interactions élecatigues a R = 0.5, entre le

dianion B et le compos&l a 2.5 mM.

Bien que les principales interactions impliquéessdees assemblages soient identifiées, i.e.
interactions hote/invité et électrostatiques, unele€ plus avancée de ce systéme reste a faire
(analyse par AFM, spectroscopie UV et de fluoreseeh afin de caractériser plus en détails

sa structure et son organisation a I'échelle mdééeu

B-Evaluation de l'effet d’'un polyanion de structure rigide sur

la formation de PSM hiérarchiques de CDs

Afin d’augmenter la coopérativité de I'assemblages dPSM sous forme de structures
hiérarchiques, nous avons choisi d'utiliser un paolgn de taille courte et ayant une structure
présentant les spécificités suivantes :

- Rigidité

- Modularité de la distance entre charges via lexcdes monomeéres utilisés

- Modularité de la longueur de chaine (PP
Quatre familles de polyméres ont retenu notre atien les polythiophenes, Iles
polyphénylénes, les poly(phénylenes-éther-sulfoek)les polyimides, dont les chaines

principales sont substituées par des fonctionsosatés. Le choix de la famille la plus
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intéressante pour notre objectif a été guidé Eacilkeres structuraux cités plus haut ainsi que

par des critéres pratiques de mise en ceuvre deyathieseTableau 4).

Tableau 4 : Evaluation des quatre familles de polyméres sdifféarents critéres de sélection.

. . o, Modularité | Modularité Conditionsde .
Famille de polyméres Rigidité s Réf.
POl g d inter-charges DPn Synth €se

polythiophénes

(CH21-S05 Na - - + + a

/ Chaine non
S In rectiligne

polyphénylénes

+_
Na 038'(H2C’)3\

o] + + + | ] b
En boite a gants /

g avec solvants
\ - difficiles a éliminer
(H,C)3~SO3 Na

polysulfones

-+
(CH2)3-S03 Na

° - + + - C
; :
% —$
0
Chaine non Avec solvants

n epps v T
0 - difficiles a éliminer
+ oo / rectiligne
Na 03S-(H:,C)d

polyimides

; Q C SQO i

N O] : : :

o O 0 , 08
o)

3 Ref. 10
b Ref. 1!
° Ref.1?
4 Ref. 13

A l'issue de cette sélectiodbleau 4), notre choix s’est porté sur la famille des poligles
et nous avons donc entrepris de synthétiser urimpiolg comportant une dizaine d’unités de
répétition (UR), ayant une chaine principale rigedesubstituée de maniére réguliere par des

sulfonates : le composH (Figure 13).
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Figure 13: Synthése du compo3&selon la référenc¥.

Pour la synthése de ce composé, nous nous somsesa les travaux de H.-J. Kim etal.
Cette synthese a consisté en une polycondensatwrawd, sous atmosphere inerte et en
milieu basique dans du m-crésol. Afin d’obtenirnombre d’'UR de 9, nous avons utilisé 0.9
équivalents de dianhydride par rapport a la diaménequels nous avons ajouté 0.2
équivalents de monoanhydride servant de stoppeuahaee Figure 13). Aprés purification
par dialyse (rendement 61 %), 'analyse FTIR aicord la présence de fonctions imides dans
le composé finaldf. Partie expérimentglelLa structure du polymérdl a également été
caractérisée par RMRH et *°C dans le DMSO. Ces analyses ont permis d'identifigis
types de terminaisons : monoanhydride (structusmndte), amine et amine ayant réagi avec
un groupement dont la nature est en cours de éaisation €f. Partie expérimentgleDans

le cas ou ce dernier groupement constitue effatiérg une extrémité de chaine, I'intégration
des signaux observés permet d’estimer le nombr& atldyen en nombre a 4.

La capacité du polymer&l a promouvoir la formation d’assemblages hiéranobsqde CDs
en présence du compo28 a ensuite été évaluée. Nous avons axé notre étudee dernier

composé en raison de la meilleure accessibilitéedecharges, situées en périphérie du col
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primaire comparé au compoa4 dont I'unique charge est centrée par rapportcavéé. Lors
des mélanges, la concentration en polym&tea été reportée en concentration d'unité
disulfonate (UDS) en prenantgds = (6330 — 392)/10 = 594 g/mol. La contribution desits

de chaines a donc été négligée.

1- Etude de I'association entre le polymeére 31 et j:CD 23b

La B-CD avec un pont C4 et un substituant adamantamegition A/E, le composg3b, est

un sous-produit de la synthése de com@&adont nous disposions, a ce stade du projet, en
plus grande quantité que le comp@s2 Nous l'avons donc, dans un premier temps, utilisé
pour une étude préliminaire. L’analyse par RMN DO8Y compos&3b, préalablement
effectuée par I'équipe GOBS, a montré que son compent en solution est identique a

celui de son isomére A/D, le compds®(Annexe 3 ; Figure A -%

Dans le cadre de cette étude préliminaire, tromlitmns de mélange des compo3é%t23b

ont été successivement testées. Le choix de celtioms s’est fait par ajustement progressif
en partant d’'une premiéere condition de rapport Radmncentration en charges anioniques du
polyimide sur la concentration en charges caticgsqde la CD inférieure a la stoechiométrie
(R = 0.4) afin d’éviter la précipitation du systendans le cas des compo&fs 23 et23b, ce
rapport R revient au rapport de la concentratiolB$ de polyimides sur la concentration en
CDs.

Lors de l'analyse du mélange comport@3b a 5 mM et une concentration en UDS de
polyimides de 2 mM (R = 0.4), on observe néanmaimg précipitation. Pour une
concentration en compo28b plus faible (2.5 mM), on observe, pour deux vadale R (0.04
ou 0.08), une augmentation de l'intensité diffusé®n obtient des solutions colloidalement

stables ayant des polydispersités élevéabléau 5-9.

236



Tableau 5: Intensité diffusée (kcoups/s), taillepj2t indice de polydispersité (pdl), mesurés
par DLS, des particules en solution dans les sohgtide31, 23b et des mélanges entre ces

deux composés.

a) Jo
[31] (mM) 0.2
R? 0
kcoups/s Dy, (nm) pdl
31 40 410+ 20 0.48
b) Ji
[dication] (mM) 2.5
R? 0
kcoups/s Dy, (nm) pdi
23b 6 700 £ 70 0.8
c) Jo Jo
[dication] (mM) 2.5 2.5
R? 0.04 0.08
kcoups/s Dy, (nm) pdi kcoups/s Dy, (nm) pdi
23b 450 b 1 510 + 40 & 1

%R = [UDS du polyimide]/[CD]

® temps de corrélation trop long et échantillon tpopydisperse pour permettre la détermination d'taike de
particule.

Une faible quantité de polymegd est donc suffisante pour induire I'associatior28b sous
forme d’assemblages de grandes tailles. Cependiemt,que la quantité de polyanion passe
du simple au double entre ces deux dernieres ¢onsgliton remarque que l'impact sur

l'intensité diffusée est faiblerableau 5-9.

Par ailleurs, lors de I'analyse DLS de la solutitenpolyimide témoin a 0.2 mM d’UDS, une
intensité diffusée faible mais non négligeable d&doups/s a été obtenukapleau 5-9. En
régime dilué, I'analyse par DLS des polyélectradytians I'eau sans sel peut entrainer une
augmentation de I'épaisseur de la double couchesdifdes particules induisant ainsi une
diminution du coefficient de diffusion des partiesilet une surestimation de leur taillg¢'R
L’ajout de sel NaCl a 10 mM selon la norme 1ISO13BE96) permet, dans ce cas, de réduire
la taille de cette couche diffuse. Cependant, dotae ionique est trop importante (e.g. >

50mM de NaCl) cela peut conduire a une forte rédnctle I'épaisseur de cette couche
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diffuse, ce qui, en diminuant la répulsion éledtique, peut induire une précipitation des

particules en solution.

Afin de déterminer si l'intensité diffusée obterloes de I'analyse du polymégil est due a
une surestimation de la taille des polyanions duatiso, des mesures DLS ont été faites en

présence de quantité croissante de NE&{@ufe 14).

a) 1004 b) 20-
80+
Q 15+
» 60 =
e 404 a
54
204
0 T T T T T T T T T T T T M 0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
[NaCl] (mM) [NaCl] (mM)

Figure 14: Evolution a) de l'intensité diffusée par une solution a 0.2 ndMUDS du
polymere3l et b) du coefficient de diffusion du polymésé lors de I'ajout de quantité

croissante de NaCl.

On constate que la présence de quantité croissentdaCl n’entraine pas de variation
significative de l'intensité diffusée et du coeiéint de diffusion de81. L’intensité diffusée

précédemment mesurée n’est donc pas surestiméaljsance de sel.

Afin d’éliminer d’éventuelles agrégats présentssdnsolution de polymér@l, nous avons
filtré ces solutions puis quantifié par pesée etunes d’absorbance UV la quantité de matiere
retirée par filtration. Apreés filtration d’'une sdlon a 1 mM d’'UDS de polymer&l, une forte

réduction de lintensité diffusée est observEableau 6).
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Tableau 6 : Intensité diffusée (kcoups/s), mesurée par DuBiedsolution de polymed a 1

mM en UDS avant et apreés filtration. Déterminatfmar détection UV de la masse d'agrégats

de 31 retirée par filtration.

31
[UDS] en mM kcoups/s Absorbance UV Ma_sse _ellmlnee
par filtration (mg)
Avant filtration 1 280 £ 50 1.08035 0.0091
Apres filtration 1 20 1.06334 (1.6 %)
(0.2um)
0.6* 10
0.2 6

& solution préparée a partir de la solution a 1 ritvég a 0.2um

Cependant, aucune variation de la masse du fililiséun’est détectée avant et apres filtration
du polymere31l. Aprés analyses UV de la solution avant et apt&atfon, on constate une
faible diminution de I'absorbance UV (1.6 %) copesdant a une masse de 9.1 ug. Cela
nous indique que soit la quantité de particuled étap faible pour étre quantifié par pesée,
soit les particules se dissocient lors du cisadéletrcausé par le passage a travers les pores du

filtre. Dans tous les cas, la filtration est effieset a donc été utilisée systématiquement.

2- Etude de l'association entre le polymere 31 et BrCD 23

Nous avons choisi d’étudier, par analyses DLS gb®AET, des mélanges polymés&/CD
comportant 5 mM de CD et une concentration en UBgalymeére31 de 0.2 ou 0.6 mM, soit
R = 0.04 ou 0.12, afin d’étre dans la zone de kt@kmolloidale du mélange. Les analyses
Cryo-MET ont été effectuées six jours apres la gr&jon des meélanges afin que les

assemblages aient le temps de se former.

Un suivi de I'évolution de ces échantillons a dtéaué par analyses DLS pendant sept jours.
Lors des analyses des mélanges polyB&€D a R = 0.04 et 0.12, des temps de corrélation
importants ont été observés suggérant une tadke dlevée des assemblages formés. Cela a
conduit, dans le cas de plusieurs mesures, a umendgation impossible de la taille de
particules par le logiciel indiquant ainsi deslésilde plusieurs micrometres, supérieures a la
limite de détection de I'appareil. En conséquerseile l'intensité diffusée (kcoups/s) a été

reportée a l'issue de ces mesufggifre 15).
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Figure 15: Suivi de lintensité diffusée (kcoups/s), mesyvée DLS, des mélanges de
polymere3l et de CDs @) R = 0.04 eb) R = 0.12 de 0 a 7 jours apres leur préparatiors(le

analyses de Cryo-MET ont été réalisées a J6).

On sait que les solutions témoins de compd@E®t 23 (sans polymére) présentent une
intensité diffusée négligeabl&égbleau 1-3. L'intensité diffusée par les solutions témoires d
polymeére31 (sans CD) est également négligeabligire 15). Lors de I'ajout de polymer&l
sur les CDs, on observe une augmentation de I'sitteidiffusée Figure 15-a etb). Dans le
cas des mélanges avec le compz&da stabilité colloidale est bonne (cf. photos Bigure
15-aetb). Ce qui est en accord avec les résultats préadeatobtenus aveZ3b (Tableau
5-¢). Dans le cas du mélange avec le com@isdaugmentation d'intensité diffusée est plus
importante et, a concentration en CDs constantee eegmentation croit avec la quantité de
polymere31 ajouté. De plus, les particules en solution ndg pas colloidalement stables (cf.
photos surFigure 15-a et b). La correspondance entre la distance séparargulésnates
d’'une méme unité de répétition @ et celle séparant les ammoniums du com@zé
pourrait, comme dans le cas du dianion FAggre 8), favoriser la formation de paires
d’interactions et conduire a l'agrégation puis apl&cipitation des complexes polymeére
31CD.

A J6, les deux mélanges réalisés a R = 0.04 ordr&tf/sés par Cryo-MET. Dans le cas du
mélange entre les compos&ket 20, bien que la solution ait été agitée avant le dépéb la
grille, aucune structure n'a été observée. Cesgatgésont probablement retirés lors de la

préparation de la grille & cause de leur taills &evée.
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

Dans le cas du mélange entre les comp@3ést 23, un réseau de fibres flexibles d'un

diametre de 7 + 1 nm, comportant des branches benune centaine de nanometres, a été

observé dans quelques puits de la grille d’anaBrye-MET (Figure 16).

Figure 16 : Images de Cryo-MET obtenues pour la solution d¢tugst de CD23 a 5 mM et
de polymérgl a 0.2 mM en UDS (R = 0.04)

La présence en solution de telles structures raesfpourrait expliquer les résultats de DLS
obtenus. En effet, les temps de corrélation élénaghiisent un coefficient de diffusion faible
des particules en solution qui pourrait étre dé taille importante de ces amas de fibres. De
plus, la faible variation de l'intensité diffuséesurée lors de 'augmentation de la quantité de
polymere31 (Figure 15-a etb) pourrait étre due a une densification de ce régean’aurait
gue peu d’impact sur le rayon hydrodynamique degtsires en solution.

Par ailleurs, le spectre de dichroisme circulafiectué sur la solution constituée de composé
234 5 mM et de polymérgl a 0.2 mM en UDS, ne présente aucun signal cd\aanides
bandes d’absorption UV du polyméd& de 340 a 390 nm. Ce résultat suggére qu’au sein de
fibres formées, le polymergl n'est pas en contact étroit et régulier avec femnement
chiral des CDs.

La longueur d’une centaine de nanometres des bearadnstituant le réseau ramifié observé
est supérieure a celle du P2X8a 5 mM, soit 8 nm de longueur en moyenne pour Bnde

8 d'apreés les résultats d’'ITCapitre 3 ; Tableau 2&t a celle du polymérgl (environ 7
nm). Cela montre que le polymésé& permet la croissance coopérative des PSM constitua
ce réseau. Par ailleurs, sachant que le diameaireefi>CD native est de 1.54 nm et que celui
de la chaine de polyimid&l est d’environ 1 nmGhapitre 1 ; figure )i le diamétre des fibres
constituant ce réseau correspond alors a celuvit@ntrois CDs et trois polymerél. Cela
suggere que ces fibres pourraient étre un faisdesue dizaine de PSM maintenus ensemble
via des interactions électrostatiques avec unerdizie polymer&1 (Figure 17).

241



=1 nm

S
&
>

. ;
S A
N A N
4 :< //y)
0N Pl
—

N
&
N\

-
\\

@, 0\
= c
z LIIE g5\
8 ped E
2 L =
”\//1\2‘1‘/0 i
Na 0/(:5:1‘ I\\ (T;‘
e
o D
_— —_—

Figure 17 : Schéma de I'association, par interactions éledatigues a R = 0.04, entre le

polymeére3l et le compos23 a 5 mM.

Un tel assemblage coopératif a également été aysawv cours des travaux de thése de P.
Evenod®, sur I'étude de la formation de PSM hiérarchigeese des siRNA et le composé
23. Lors de l'analyse, par Cryo-MET, d'un mélange pomant le composg3 a 2.5 mM et

du siRNA a 10 uM (correspondant pour 21 paires aged a un rapport R = 0.076), il a
observé la formation de fibres rigides de plusiezgstaines de nanometres de longueur et
d’'un diametre de 12 + 1.4 nm. Il a montré que @Essance de ces fibres a lieu en présence
d'un exces de23 et aboutit a la formation de faisceaux composés8m et de siRNA

maintenus ensemble par des interactions électiqstat Figure 18).

Ces resultats confirment la capacité des polyaniansapporter une coopérativité a
'association de23 sous forme de PSM ainsi que leur capacité a prooiola formation
d’'assemblages hiérarchiques de PSM. Cependant,onstate qu’en présence du méme
monomere, le compos3, le systeme étudié par P. Evenou a conduit artadtion de fibres

rigides tandis que dans notre cas un réseau dssfilexibles a été obtenu.
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Figure 18: a) Schéma eth) photos de Cryo-MET de Il'association, par interans
électrostatiques, observée par P. Evenantre un siRNA de 21 paires de bases & 10 pM et
le compos&3 a 2.75 mM, i.e. R = 0.076. Pour ces analysesplapnsé23 comportant un
contre-ion chlorure a été utilisé. La soluti@3/siRNA a été préparée dans un tampon Tris
Borate EDTA (TBE) a pH 8.3.

Il est fort probable que des parametres tels quenére-ion du compos#3, la distance inter-
charges du polyanion ou la rigidité du polyanioanaiun impact sur les structures formées.
La différence entre les structures observées powuasi étre liée a la force ionique de la
solution qui influe certainement sur la cinétigeefdrmation des assemblages. Celle-ci serait
plus rapide dans le cas du mélar&fpolymere31 (eau pure) et conduirait alors a des
ramifications et des défauts tandis qu’en préseleceiRNA (tampon TBE), la cinétique plus
lente permettrait une croissance plus régulierdibdess et conduirait a une structure rigide.

Pour conclure, I'ensemble des résultats obtenus dercette étude montre que I'utilisation

d’un polyanion rigide et court tel que le polym&k permet la formation PSM hiérarchiques
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anisotropes stables avec le comp@8¢contrairement a ce qui est observé en présence de
naphtaléne disulfonate. On peut donc penser qudiréctionnalité plus importante des
interactions électrostatiques établies a®&conduit a des assemblages hiérarchiques stables.

Cependant, une étude plus avancée de ce systetaeareffectuer afin de caractériser les
assemblages formés a I'échelle moléculaire et @iaidplus finement les conditions limites
de leur formation et de leur stabilité en termesagpgort de charges R, de force ionique et de
concentrations en composés et 23. De plus, la modulation de la structure du polysr&k

pourra, par la suite, nous permettre de contralstructure des architectures formées.

C-Evaluation de l'effet d’un tétraanion de structure rigide sur

la formation de PSM hiérarchiques de CDs

Les porphyrines sont une famille de molécules iqu#ies dans de nombreuses fonctions
biologiques telles que le transport d’oxygéne oyphatosynthése. De par leurs propriétés,
elles présentent un grand intérét dans de nomltemmaines tels que celui de la catatyse

de la médecine thérapeutidle

En solution aqueuse, ces molécules ont la partitdtilale se présenter sous forme de
monomeres ou de s’assembler sous forme d’agrégatsnetion de leur concentration, du
pH, de la force ionique, de leur structure et dederopriétés électroniques. Leurs propriétés
spectroscopiques permettent le suivi de ces chaergisrd’organisation par spectroscopie UV
et de fluorescence. Notre choix s’est porté surype de composé car leur capacité a s’auto-
assembler pourrait permettre, d’'une part, d’augerelat coopérativité de la formation des
PSM hiérarchiques de CDs et, d’autre part, d’angplifanisotropie des assemblages formeés.
Pour cette étude, nous avons sélectionné une pamphgnionique : la 5,10,15,20-tétrakis(4-
sulfonatophényl)porphyrine (TPBRS(Figure 19) susceptible d’interagir par interactions
électrostatiques avec les PSM de CDs cationiques.
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Figure 19 : Structure de la 5,10,15,20-tétrakis(4-sulfonatoptporphyrine (TPPJ

1- Les assemblages de TPRS

Les TPP$ peuvent se présenter sous différentes formes latiosnen fonction du pH. En
effet, les sulfonates ont un pKa inférieur & at les pyrroles du cycle ont un pKa ='8.4
ainsi :
- quand pH > pKgnoes: 1a porphyrine (TPP$ est sous forme monomere et présente
deux bandes principales d’absorption a 412 et s fHgure 20).

- quand pKaost < pH < pKaymoes : l€S pyrroles se protonent et la porphyrine
(H,TPPS) devient un dianion.

Si sa concentration est inférieure a 50 uM, J&PPS est présente sous une forme monomere
dont les principales bandes d’absorption sont aet34 nm Figure 20; Figure 21). Si sa
concentration est supérieure a 50 uM, ce dianiantg‘assemble sous forme d’agrégats via
des liaisons électrostatiques entre les sulforedtess pyrroles. Ces agrégats peuvent présenter
deux a trois bandes d’absorption respectivemeri(a 405 et 420 nmF{gure 20; Figure

21).

- quand pH < pKgosy: la protonation des sulfonates entraine la rgtles liaisons
électrostatiques entre les sulfonates et les msrale qui conduit a la destruction des
agrégats et au retour a I'état de monomeres. Beuntiles acide, les monomeéres ainsi

formés ont deux principales bandes d’absorptiob3ed 440 nmKigure 20).
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Figure 20 : Schéma de la structure et des bandes principdbdssdrption UV de TPRSen
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Figure 21: Variation de I'absorbance en fonction de la corication en TPP$a pH 3.5

(i.e. sous forme FTPPS) et & force ionique constante (figure issue defa®)
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La structure des agrégats a récemment été élupaiéd. M. Ribo et & Ils ont mis en
évidence, par AFM, MET, diffraction des électronsie rayons X, une structure sous forme

de feuillets composés de dimeres d@PPS représentés en orange et bleu siidare 22

Figure 22: Structure d'un feuillet de HPPS constitué dagrégats J associés par
interactions électrostatiques selon I'axe x et dé&pats H associés par-z stacking selon
I'axe y (figure issue de la réf)

Cette structure en feuillet peut présenter deuxdésm’absorption a 490 et 705 nm dues au
couplage des dipdles transitoires assemblés en aétpieue, i.e. selon une direction
horizontale par rapport au plan de la moléculeségmblage en téte & queue formé par ces
dipbles est nommeé agrégats J. Par ailleurs, dettetgre en feuillets peut également présenter
une bande d’absorption a 420 nm due aux interatpar-n stacking entre les noyaux
aromatiques des HIPPS, i.e. selon une direction verticale par rapport @an de la

molécule. L'assemblage par stacking ainsi formé est nommé agrégats H.

Les agrégats J et H font donc partie de la méroetste (les feuillets de porphyrin&spien
gu’initialement, ils aient été décrits dans laéliiture comme deux structures distinctes
(Figure 22).

Il est admis que les petits feuillets sont uniquenstabilisés sur de courtes longueurs le long
des assemblages d’agrégats J tandis que les drarillts présentent en plus une croissance
importante via des interactions pan stacking (agrégats . En dautres termes, les
feuillets de porphyrines s’assemblent dans un pememps préférentiellement sous forme
d’agrégats J, puis, dans un deuxieme temps, loisgamissance du feuillet se poursuit vers
un assemblage plus grand, la croissance sous fliageégats H a également lieu.
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

Ces feuillets ont également été caractérisés pst AFCryo-MET par J. M. Ribo et &f. IIs

ont mis en évidence le fait que lesTRPS peuvent former des feuillets monocouches,
bicouches ou multicouches d’une épaisseur resgaotat de 1.9 nm, 3.8 et n x 1.9 nm. La
comparaison entre les résultats obtenus par aisal\Skl et ceux de Cryo-MET leur a permis

de conclure que les structures bicouches d’'uneulemgde 200 nm a 3 um et d’une largeur de
30 a 45 nm, observées en AFM, correspondaient aoestd’'un diamétre de 18 & 26 nm

observés en Cryo-METF{gure 23).

SOLUTIONS DRY SUBSTRATES (air)

Cryo-TEM PFM (HOPG) PFM (HOPG)

= 200 nm 700 nm
Diameters: 15 nm - 30 nm =

-

Figure 23: Comparaison des structures deTlPPS observées par Cryo-MET et AFM par J.
M. Ribo et al. (figure issue de la ré)

En effet, la Cryo-MET permet la conservation dstlacture des tubes en solution, tandis que
ces derniers d’effondrent lors du séchage sur bsteat d’analyse AFM. Par ailleurs, ils

suggerent que la présence de contre-ions catiasideleque le sodium, aurait pour effet de
stabiliser I'association de feuillets sous formestteictures multicouches via des interactions

électrostatiques.
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2- Intérét de l'interaction entre H,TPPS, et cations

Les TPPS ne sont pas des molécules chirales naaiarigement adopté par les dimeres de
H,TPPS lors de la formation de feuillets peut faire énegrgine chiralité. En effet, les
dimeres colorés en orange et ceux colorés en hleulasFigure 22 constituent deux
énantiomeres au sein de cette structure. Ainsi, stineture achirale est formée lorsque le
feuillet final comporte un mélange racémique de desx types de dimeres. Cependant, la
présence d'impuretés cationiques chirales danslieunlors du premier stade de nucléation
du feuillet, peut conduire a la formation d’uneusture supramoléculaire chirdle Les
porphyrines peuvent également présenter une ¢Bigdlis ou moins réversible liée au sens de

I'agitation des échantillons lors de leur prépanafi*® mais ce cas ne sera pas discuté ici.

a. Interaction entre H,TPPS; et cations ou polycations covalents

L’'ajout de cations ou de polycations chiraux dang golution de HTPPS est ainsi une
méthode largement employée afin de contréler leatité des assemblages deTRPS?"%

Le contrdle de la chiralité des assemblages dehgames induit par le transfert de chiralité

d’'une espece chirale présente un intérét dangeliffe domaines d’applications tels celui de
la détection énantiosélectf’é® ou de la catalysé De plus, l'utilisation de cations comme

support de formation de ces assemblages permetngégal de réduire la concentration en
porphyrines nécessaire pour leur formaffort pourrait aussi permettre d’augmenter la

rigidité des assemblages formés.
b. Exemple d’interaction entre H,TPPS; et polycations supramoléculaires

Peu de polycations supramoléculaires ont été ésiligour le contrble de la chiralité des
assemblages de porphyrines. Q. Wang ét aht, par exemple, développé un systéme a
chiralité modulable mettant en jeu des interactiélestrostatiques entre les HPPS et un
PSM formé par interactions hydrophobes. lls ontefet, concu des molécules amphiphiles
capables de former des PSM, dans un mélange DM&O(®I1) qui permettent de contrbler

la chiralité du co-assemblageidure 24).
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water vapor

"~ (P-gel ™M-gel } ‘

gelator (PUDG, PULG)

Figure 24 : Schéma de I'induction de chiralité des assembldgeaés entre un PSM chiral
et la HLTPPS a 0.2 mM, pour un rapport molaire PSM/HPPS de 50, dans un mélange
DMSO/HO (2/1). (figure issue de la réf).

3- Etude des assemblages entre,HPPS, et PSM de CDs cationiques

L'objectif de cette étude est de déterminer si @MPcationique constitué, dans notre cas,
d’interactions héte/invité peut en présence dgdMPS conduire a la formation de PSM
hiérarchiques chiraux. Au cours de cette étudesnawons évalué l'effet de I'ajout de
H,TPPS a 0.02 mM, i.e. sous forme monomere, et a 0.05 neMsous forme assemblée, sur
une solution comportant 5 mM de comp@8aayant d’aprés les résultats d’ITCHapitre 3 ;
Tableau 28un DR, de 8 a cette concentration. Les mélanges ontéétésés a un pH de 3.5
fixé par une solution tampon d’acide formique an2®l. Les solutions ainsi formées ont été
caractérisées par spectroscopie UV, par mesurdglisme circulaire (cd) et par analyses
Cryo-MET. La caractérisation des assemblages fomepas pu étre réalisée par analyse
DLS car la HTPPS sous forme monomere absorbe a une longueur d'@@enm) proche

de celle du laser de I'appareil dont nous disposenisiboratoire (633 nm).
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

a. Caractérisation des solutions témoins de APPS; et de CDs

Les solutions témoins de,HPPS a 0.02 et 0.05 mM dans un tampon d’acide formigpe (
3.5) sont caractérisées par I'absence de signet keddiminution de la bande d’absorption des
agrégats J avec la concentratidmifexe 3 ; Figure A —)7 A 0.02 mM, un signal négligeable
est observé a 490 nm (bande d’absorption assogiéagaégats J). A 0.05 mM, les agrégats J
sont détectables en UV et I'analyse par Cryo-METhtreede nombreux tubes de longueurs
variables, allant de 500 nm a 1 pRigure 25). Ces tubes présentent un diametre externe de
16.2 + 1.3 nm en accord avec la littéraftiret un diamétre interne de 8.2 + 0.8 nm.
L'épaisseur des bords de 3.7 + 0.9 nm pourraiespondre a des bicouches.

Figure25: Images de Cryo-MET des solutions dgd PPS a 0.05 mM.

Par ailleurs, les solutions témoins a pH 3.5 despasés?0 et23 a 5 mM ont également été
caractérisées par spectroscopie UV et par mesared.dCes trois composés ne présentent pas
de signaux UV et cd au-dessus de 300 nm, i.e. ldagamme de longueurs d’ondes d'intérét
(Figure 26-b etFigure 28-b).

b. Etude de l'interaction entre H,TPPS; et lap-CD 23

Lors de la préparation du mélange comportant uneeartration finale de 5 mM en composé
23 et de 0.02 mM de HPPS, nous avons obtenu une solution colloidalemertilestat

présentant une couleur plus claire que celle dwiid,TPPS & 0.02 mM Tableau 7).
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

Tableau 7 : Photos des solutions a pH 3.5 deTRPS a 0.02 ou 0.05 mM en absence et
présence de CDs a 5 mM. Les photos des meélangesté@ntffectuées le jour de leur

préparation (JO) et le lendemain (J1).

Jo Ji

[H,TPPS,] (MM) +23 +20 +23 +20

0.02

0.05

Le spectre UV de ce mélange montre la disparites lthndes d’absorption a 433 et 644 nm
associées aux monomeres ainsi que I'apparitiorbdades a 420, 490 et 705 nm associées
aux agrégats J et Higure 26-3. Ce résultat montre qu’'il n'y a pas d’inclusioe th
H,TPPS comme on peut I'observer dans le cas de @D native® (Annexe 3 : Figure A -9
mais formation de feuillets comportant des agrédats H. Ces assemblages sont toujours
présents un jour aprés la préparation du mélange omanote cependant une diminution de

l'intensité de la bande d’absorption liée aux agtédH.

Sur les spectres cd, on constate que les assermbfiageés présentent des signaux cd au
niveau des bandes d’absorption associées aux &gEgaH Figure 26-3. L'intensité de ces

signaux est constante un jour apres le mélange.

Le composé23 permet donc la formation d'assemblages chirawsgl@un mélange
comportant 0.02 mM de FIPPS et 5 mM de CDs est réalisé.
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H,TPPS,0.02 mM + 23 45 mM pH 3.5 4 JO
H,TPPS,20.02 mM + 23 45 mM pH 3.5 4 J1
H,TPPS, & 0.02 mM pH 3.5 & JO
H,TPPS, & 0.02 mM pH 3.5 & J1

— H,TPPS,40.05 mM + 23 a5 mM pH 3.5 2 JO
—— H,TPPS,40.05 mM pH 3.5 & JO
23a5mM pH 3.5
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Figure 26 : Spectres UV et cd de la,FPPS a a) 0.02 mM etb) 0.05 mM en absence et
présence de compo&3 a 5 mM a pH 3.5. Les mesures ont été realiségsule de la
préparation du mélange (JO) ou le lendemain (J1)IMt H représentent respectivement les

signaux des formes monomeéres, agrégats J et H.

Les images d’'analyses Cryo-MET effectuées un jguesla préparation du mélange (J1)
montrent la présence de tubes ayant un diaméteenextie 14.6 + 1.1 nm, un diametre interne
de 8.4 nm £ 0.6 nm, une épaisseur de bords de 8.2 Am et une longueur de 1 a 3 um
(Figure 27-g. Ces dimensions sont en accord avec celles des tde HTPPS reportées

dans la littératurg.
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

Figure 27 : Images de Cryo-MET du mélange dgFPS a 0.02 mM et d83 a 5 mM a pH
3.5.

Dans le mélange d28a 5 mM et de la TPR% 0.05 mM, i.e. comprenant des assemblages et
des monomeéres de,FPPS, on observe sur les spectres UV la disparition lo@sdes
d’absorption a 433 et 644 nm des monomeéres et rtangation de l'intensité de la bande
d’absorption & 490 nm associée aux agrégat§igure 26-b). On constate également
I'apparition de la bande d’absorption a 420 nm ei€soaux agrégats H.

De méme, sur le spectre cd, on observe I'apparitiensignaux au niveau des bandes
d’absorption des agrégats J etfglre 26-b). L'intensité de ces signaux est plus importante
que celle des signaux obtenus pour le mélange caamp®.02 mM de bTPPS. Le transfert
de chiralité est donc plus important quand la cotreéion en HTPPS augmente.

Le mélange d’'une solution de CDs et dgTPPS comportant un mélange de tubes et de
monomeres conduit donc également a la formatiotuldes chiraux a partir des monomeres
de HTPPS présents en solution. Ces tubes chiraux coexigt@ttablement avec les tubes

achiraux de HTPPS initialement formes.

c. Etude de l'interaction entre H,TPPS; et lap-CD 20

Quand un mélange de;HPPS a 0.02 mM et de composé tém@b a 5 mM est réalisé, un
précipité se formeT@bleau 7). L’analyse UV du surnageant montre la diminutites bandes
d’absorption a 433 et 644 nm associée aux monon(éigsre 28-d. On constate également
'apparition de la bande d’absorption a 420 nm ei€s0 aux agrégats H ainsi que celle
associée aux agrégats J a 490 nm. Cependantdeetiére présente une intensité deux fois
plus faible que celle observée pour le com@&dans les mémes conditions. Un jour aprés la
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préparation du mélange, I'intensité de la bandéstgption a 433 nm associée au monomere

diminue encore, et il en est de méme pour la bdiatesorption a 490 nm des agrégats J. Par

contre, l'intensité de la bande d’absorption deggats H augmente.

a) 1,0+
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Figure 28: Spectres UV et cd de la,FPPS a a) 0.02 mM etb) 0.05 mM en absence et
présence de compo2@ a 5 mM.b) Spectres UV et cd du comp@a 5 mM a pH 3.5. Dans
le cas du mélange comprenant IaTRPS a 0.02 mM, les mesures ont été réalisées le jeur d

la préparation du mélange (JO) et le lendemain .(J1M, J et H représentent respectivement

les signaux des formes monomeres, agrégats J et H.
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Le spectre cd de ce mélange montre des signaussttias aux bandes d’absorption des
agrégats J et H-{gure 28-3. Cependant, I'intensité de ces signaux diminugoun apres le
mélange. Ce résultat confirme l'instabilité collaliel des assemblages formés.

Bien que le compos&0 puisse comme tout polycation promouvoir la foromti
d’assemblages de ;HAPPS, linstabilit¢ de ces derniers indique que leurtuna est
probablement différente de celle des assemblagesfoavec le composE. De plus, les
signaux cd obtenus au niveau de la bande H sd@éretits de ceux obtenus avec le composé
23 et les signaux obtenus au niveau de la bandegiégats $ont moins importants que ceux

obtenus avec le compo28 (Figure 30-3).

Quand le compos20 a 5 mM est en présence deTRPS a 0.05 mM, i.e. sous forme de
mélange de tubes et de monomeres, la solutionpite€@galementTableau 7). Au niveau

du spectre UV, on observe la diminution des bamassorption a 433 et 644 nm associées
aux monomeres—gure 28-b). De plus, on observe I'apparition de la banddsaption des

agrégats H et la diminution de celle associée guégats J.

Ces deux bandes d’absorption J et H sont assoaiaes faible signal cdFHgure 28-b).
Cependant, une interprétation quantitative des teggedJV et cd est délicate car cet

échantillon a fortement précipité.

Des analyses Cryo-MET ont été effectuées sur lamgél comportant la HIPPS a 0.02 mM

et le compos®0 a 5 mM, un jour aprés sa préparation (J1). Dessti@mgglomérés entourés
d’amas difformes ont été observés lors de ces seslfFigure 29). Ces amas pourraient
correspondre a des amas de compdsEsyant précipité a la périphérie des tubes. La
présence de ces agglomérats est cohérente avaiblia Stabilité colloidale de cette solution
observée macroscopiquement. Les tubes agglomésésvels ont un diametre externe de 14.5
+ 0.8 nm, en accord avec les valeurs reportées ldditgrature pour les tubes deTHPPS?

et un diametre interne de 7.5 nm = 1.1 nm. Parrepldur longueur de 350 a 850 nm est plus
courte que celle des tubes observés en présermmmgmsé23. Cette observation va dans le
sens d’une faible stabilité de ce systéme qui merfserait pas la formation de longs tubes de
H,TPPS.
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4 - Etude de polymeres supramoléculaires hiéravelsigle cyclodextrines

Figure 29 : Images de Cryo-MET de la solution comportant léamge de HTPPS a 0.02
mM et de compos#® a 5 mM a pH 3.5

d. Conclusion sur linfluence du premier niveau d'assmblage inter-CDs sur la
formation de tubes de HTPPS,

La capacité du compost8 & promouvoir la formation d’agrégats chiraux ddPPS a été
évaluée par spectroscopie UV, mesures de dichroiseidaire et analyses Cryo-MET. Les
résultats obtenus en spectroscopie montrent quengposé23 a 5 mM permet la formation
de tubes chiraux de JIPPS a 0.02 mM Figure 26-3. En effet, & cette concentration,
lorsqu'elle est seule la,;HPPS se trouve sous forme de monomeres, son interaatiea les
PSM de23favorise donc la formation des tubes.

Par ailleurs, la différence de couleur entre lautsmh de tubes composés uniquement de
H,TPPS, i.e. 4 0.05 mM et celle comportant des tubessissumélange HPPS a 0.02 mM

/ composé23 a 5 mM montrent que ces deux types d’assemblagésdes propriétés
différentes, ce qui laisse penser que le com@&éne sert pas uniqguement a nucléer la
formation de tubes chiraux de; FPPS mais fait également partie des structures formées.
Cependant, une quantification des CDs présentes|danubes est nécessaire pour confirmer
cette hypothese.

Lors de la comparaison des mélanges entre,llPRAS et les composé0 ou 23, réalisés
dans les mémes conditions, on observe, a I'ceilumg, mauvaise stabilité colloidale du
mélange comportant le compa®@ comparé a celui comportant le comp@84Tableau 7).
Ce résultat montre I'importance de la forme assémbu compos23 pour la formation des
tubes stables de FIPPS. En effet, si les cations assurent la cohésioreatgux feuillets de
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H,TPPS via des liaisons électrostatiques, comme décrit baRibo et af® il est alors
cohérent que le PSM &8 soit plus favorable a la croissance et a la coinéges structures
formées que le composé monom&@ A concentrations égales en CDs efTPPS,
l'intensité de la bande d’absorption a 490 nm assoaux agrégats J est effectivement plus
importante dans le cas du mélange comprenant lgpae®?23 (Figure 30). De plus, les
mesures de cd de ces deux solutions montrent geeni@osé3 induit une conversion plus

efficace de la LITPPS en tubes chiraux que le comp@§iFigure 30).

—— H,TPPS,40.02 mM +23 45 mM pH 3.5 & J1 — H,TPPS, 40.05 mM + 23 45 mM pH 3.5 & JO
H,TPPS, & 0.02 mM + 20 &5 mM pH 3.5 a J1 H,TPPS, 4 0.05 mM + 20 45 mM pH 3.5 & JO
— H,TPPS,&0.02 mM pH 3.5 & J1 — H,TPPS, & 0.05 mM pH 3.5 & JO
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Figure 30: Spectres UV et cd de la,FPPS a a) 0.02 mM etb) 0.05 mM en absence et
présence de composgget23 a5 mM. ). M, J et H représentent respectivemensignaux

des formes monomeéres, agrégats J et H.
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L’ensemble des résultats obtenus lors de cetteegiadmet de confirmer I'intérét du premier
niveau d’assemblage que constitue l'interactiorefidtite du PSM de compost8 pour la
formation efficace de tubes chiraux deTRPS via des interactions électrostatiques entre
CDs et HTPPS. Cependant, des analyses complémentaires res¢dfgtciuer sur le systéme
H,TPPS/23, afin mieux comprendre sa composition, sa strectet ses modalités de

formation.
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l1I- Conclusion

Pour conclure, cette étude montre que la formatiassemblages hiérarchiques a base de
PSM de CDs nécessite, dans un premier temps, tBajls balance entre la force de
linteraction du premier niveau d’association etdalubilité des complexes formés. Cet
équilibre est plus difficile a atteindre dans les s systemes-CDs/phényle du fait des
constantes d’associations peu élevées de ces ®gstémformation de PSM hiérarchiques a
partir des systemesCDs/phényle est donc inhibée par la formation fe@oarable du premier

niveau d’association.

Dans le cas des systenfe€D/adamantane, la constante d’association de emipr niveau
d’association est plus importante ce qui favoriééablissement d’interactions secondaires
directionnelles. Cependant, I'étude de la formatilenPSM hiérarchiques a base de systemes
B-CD/adamantane via des interactions secondairdgpaeélectrostatique avec des dianions
ou des polyanions montre que la force du premiggau d’interaction n’est pas une condition
suffisante pour la formation de structures hiérianabs stables. Certains paramétres tels que
la distance entre charges et la rigidité du polyanitilisé sont importants. En effet, cela
confére une directionnalité aux interactions étmstatiques qui permet la formation de
structures plus ordonnées. On constate ainsi querfaation d’assemblages av@8 est
favorisée quand la rigidité du dianion augmemi@b{eau 2-b). La position de la charge sur la
CD, i.e. son accessibilité, ainsi que le rapportctiarges entre polyanions et CDs sont

egalement des parametres importants pour la $séabéds structures formeées.

A lissue de cette étude préliminaire, différenteshitectures ont été obtenues a I'échelle
macroscopique (sphéres, réseau de fibres, tubédes)g Leurs structures a I'échelle
moléculaire restent a étudier de maniére plus dppdie a I'aide de techniques telles que la
spectroscopie UV et de fluorescence, I'analyseApavl, I'analyse SANS ou la diffraction de
rayons X. Cette étude permettra d’obtenir des méirons complémentaires sur

I'organisation locale des différents composés audes structures hiérarchiques formées.
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Conclusion générale






L’'objectif de ce projet a consisté a élaborer dedyrpéres supramoléculaires (PSM)

hiérarchiques solubles dans I'eau, de diameétre disperse et ayant une structure modulable
contrdlée a I'échelle moléculaire. Pour cela, nausns choisi comme unité moléculaire

modulable des cyclodextrines sélectivement dif@metalisées par un invité et une fonction
additionnelle, dans le but de développer une baiteutils moléculaires constituée de

monomeres hétéro-ditopiques de CDs pouvant s’adsersbus forme de PSM puis de

faisceaux de PSM.

Sur la base de la littérature existant sur I'étagds PSM de CDs, divers partenaires
CD/dérivés benzéniques [@CD/adamantane ont été choisis et étudiés afircterminer des
monomeres hétéro-ditopiques efficaces pour la foomade PSM. Dans ce cadre, un
protocole de préparation des échantillons de Chsud,d’abord, été mis au point dans le but
d’éliminer les agrégats non spécifigues de CDs gou\perturber la caractérisation des
propriétés en solution de ces composés. Ensugtede de ces partenaires, comparée a celles
de monomeres hétéro-ditopiques CD-invité, a pemisnettre en évidence, par analyses
RMN ROESY, ITC, SANS et viscosimétrie, I'inhibitiode la formation de PSM par le

phénomene d’auto-inclusion.

Pour remédier a cela, un pont aliphatique dicafjomia été ajouté sur le col primaire des
CDs. L'étude, par analyses ITC, de linfluence dddngueur de ce pont sur I'association
entre des molécules invités et des CDs pontées lesodémontré que la complexation est
favorisée par 'augmentation de la taille du p&@#pendant, la caractérisation de I'association
des CDs pontées hétéro-ditopiques ainsi élabopéesnalyses ITC, SANS et viscosimétrie,
a montré que la faible constante d’association duple a-CD/dérivés benzéniques ne

permettait pas de favoriser la formation de lon@iPsolubles en milieu aqueux, malgré

'optimisation de leur structure et I'applicatiore c¢onditions expérimentales favorables a

I'association.

Dans le cas des monomeres hétéro-ditopiqugs@e, nous avons constaté que la présence
d’'un pont plus ou moins rigide, associée a la fawastante d’association du cougle
CD/adamantane, permettait de favoriser la formadi®iPSM solubles dans I'eau en inhibant
tout phénomene d’auto-inclusion. L’élimination dephénomenes inhibiteurs de
polymérisation, tels que I'auto-inclusion, et leothde partenaires hote/invité présentant une
constante d’association suffisamment élevée somic dibeux points clés permettant de
favoriser la formation de PSM.
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Les charges présentes sur les PSM élaborés a baseothposé23 et 24 ont ensuite été
utilisées pour induire la formation de structuregrdrchiques via des interactions
électrostatiques avec des composés anioniques. d2aoadre, la structure et les différentes
propriétés de ces PSM, ajoutées a un choix denaams anioniques ayant des structures
rigides, nous ont permis délaborer des PSM hiéigues de CDs solubles dans I'eau,

présentant des architectures et des propriétésesafiigure 1).

Figure 1: Schéma des différentes architectures de PSM luiiquies développés a partir

des monomeres hétéro-ditopiquegdeDs 23 et 24.

La détermination des conditions, i.e. concentraeonCDs et rapport molaire en charges,
permettant leurs formations a été effectuée enpsymmt sur les différentes techniques que
sont la DLS, la spectroscopie UV, la mesure derdisme circulaire et 'analyse Cryo-MET.

L’ensemble de ces analyses a permis de mettreidanee les propriétés et la morphologie
des assemblages formés. Cependant, leur structiéehalle moléculaire reste a étudier de
maniére plus approfondie, afin de déterminer I'oigation locale des PSM de CDs au sein de
ces assemblages. Cette démarche pourra étre éHeeatu’'aide de techniques telles que

'AFM, les spectroscopies UV et de fluorescencéaanesure de diffusion des neutrons. Le
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contrble de la taille des assemblages formés gimsila réversibilité de leurs formations sont
aussi deux propriétés qui seront a évaluer. Lerglentle la taille et I'étude de la réversibilité
pourront étre réalisés via des expériences de ditiopéen ajoutant une molécule invitée
compétitrice de linteraction héte/invité des PSen faisant varier les parametres physico-
chimiques des systémes, tels que la force ionigfile,de moduler la force des interactions

électrostatiques.

La connaissance et le contréle de tous ces paresnaburront nous permettre de proposer ces
systemes pour des applications variees, telled’'gueapsulation de matériel génétique ou la

formation de supports calibrés pour I'élaboratiemnaatériaux poreux.

De plus, la formation d’objets chiraux obtenus e#spnce de porphyrines pourrait également
ouvrir la voie sur des applications tournées varsatalyse ou la détection énantiosélective.

Ces assemblages supramoléculaires de par leutdatsl mise en ceuvre, la modularité et la
réversibilité potentielle de leur formation posss#dde nombreux avantages qui pourront

apporter un effet synergique aux fonctions visées.
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Partie expérimentale
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|- Informations générales

A - Centrifugation

La centrifugation des échantillons de CDs a étéséma 15300 g (ou 21380 g) pendant 30
minutes, a l'aide d’'une centrifugeuse Eppendorf4®dunie d’'un adaptateur pour tubes

Eppendorfde 1.5 & 2 mL.

B- DLS

Les analyses de diffusion dynamique de la lumi&ieS) ont été réalisées sur un Zetasizer
nano S90 fournit par la société Malvern Instrume@Gtt appareil détecte la lumiere diffusée a
un angle de 90°. Il posséde une lampe He-Ne qut amee longueur d’onde de 632.8nm et
permet la mesure d’'une gamme de diametres hydradgoas de particules allant de 0.3nm

a 5 um selon la densité de I'échantillon.

Les mesures ont été réalisées a 25°C apres bltrdtes échantillons sur membrane de 0.2um.
Pour chaque analyse, le résultat présenté esdesda moyenne sur 2 mesures constituées
chacune soit d’'un scan de 180 secondes soit d'umbre de scan de 10 secondes ajusté

automatiqguement par I'appareil en fonction de laligg de I'échantillon.

Le traitement des données a été realisé avec leidbdMalvern Instruments associé a

'appareil. L'algorithme « General purpose » a diésé. Ce dernier permet de déterminer la
distribution de tailles de particules par la métddNLS et également d’obtenir la taille

moyenne et le pdl via la méthode des cumulantagedment avec la norme 1ISO133121).

C- ITC

Les analyses ITC ont été réalisées a 20°C avecideocalorimétre ITGyo fournit par la
société Malvern Instruments. Des injections de Dplété réalisées progressivement a l'aide
d’'une seringue automatique de 40 pL animée d’'unvexment de rotation de 1000 rpm. Ces
injections ont été realisées avec un intervall@@@s dans une cellule de 202.7 pL contenant
soit de I'eau, soit une solution d’héte ou d'invitée traitement des analyses a été réalisé par

le logiciel Origin pour I'I'TC fournit avec I'appaite Lors d’expériences de complexation
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hote/invité, l'isotherme a été traite a I'aide dodrle « 1 type de site » inclus dans le logiciel
qui suppose la présence de sites d'interactiongpiertdants. Dans le cas d’expériences de
dilution, l'isotherme a été exportée sur Excel edélisée par le modéle isodesmique selon le

procédé décrit par A. Arnaud et.al

D - Viscosimétrie a chute de bille

bY

Les mesures de viscosité ont été realisées a 288€ an viscosimetre a chute de bille
automatique Anton-Paar AMVn comportant un cap#laitun diametre interne de 1.8 mm et
une bille calibrée de 1.5 mm de diametre. Les swiatont été préparées 24h avant analyse
puis centrifugées pendant 30 min et filtrées sumbrane PTFE de porosité 0.2 um le jour
des analyses. Pour chaque solution six mesuressdesité ont été réalisées a deux angles
d’inclinaison différents (20° et 70°). La viscositélative a ensuite été déterminée en

normalisant chaque mesure par la viscosité du sbimasurée dans les mémes conditions.

E - Dispersion de Taylor

Les analyses de dispersion de Taylor ont été éemlisur un appareil d’électrophorése
capillaire (CE) Agilent HP3D fourni par la sociéfgilent Technologies et équipé d’'un
détecteur UV a barrettes de diodes. Cet appareilpode un passeur d’échantillons qui
permet la gestion automatique d’'une séquence seslincluant le rincage du capillaire,
I'application de la pression lors de I'analysec@ntréle de la température et des parametres
de détection. Le pilotage de I'appareil et I'acifios des données ont été effectués a l'aide du
logiciel Chemstation fourni par la société Agileféchnologies. Un capillaire en silice
Polymicro Technologies fourni par la société Phiwes a été utilisé. Sur ce capillaire, d'une
longueur de 60 cm et de 55 pm de diametre intemme fenétre de détection a été créée a 8.5
cm de la sortie. Lors de l'utilisation d’un nouveeapillaire, des rincages successifs de 10
min a 950 mbar a la soude 1 M, 0.1 M puis a I'eatié&é effectués avant analyses. En cas
d’utilisation d’'un capillaire non neuf stocké a seeul un rincage de 10 min a 950 mbar a
l'eau a été effectué. Les analyses ont été réalia&b°C en utilisant une pression d’injection
et de mobilisation de 50 mbar. La détection despus@s a été effectuée a une longueur
d’'onde de 235 nm avec une bande-passante de *¢&t mme longueur d’onde référence de

350 nm avec une bande-passante de + 40 nm. Un tdimpection de 6 s a été utilisé de
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facon a avoir un volume injecté inférieur a 1% diume total du capillaire. Les données
obtenues ont ensuite été exportées et modélidémdead’'une fonction gaussienne puis aprés
application des corrections dues au volume d'ijectet a la rampe de pression les
parametres expérimentaux déterminés ont permiementer au coefficient de diffusion a

I'aide de la relation de Taylocf, Chapitre 2 ; équation %0

F - Dichroisme circulaire

Les mesures de dichroisme circulaire (cd) onté&fsées avec un spectromeétre Jasco J-1500
equipé d’'un laser Xe (lampe XBO 150W/4). Les anedysnt été effectuées a 25°C entre 200
et 800 nm avec les parameétres suivants : une gigsscan de 100 nm/min, une largeur de
bande de 1nm et un point enregistré tous les M9 a largeur des dispositifs de mesure en
guartz utilisés a été adaptée en fonction de laamnation de la solution analysée. Des
lamelles de 0.01 a 0.5 mm ou des cellules de 1 mrhOont été utilisées. L'acquisition et le
traitement des données a été effectué a l'aidegiciél SpectraManager. Pour le traitement
des données, les signaux provenant de la cellda sblvant ont été soustrait puis un lissage
du signal a été réalisé. Les ellipticittgmdeg) ainsi mesurées ont ensuite été conventes e

ellipticité molaire a I'aide de I'expressiokl) :

A = 6/(32980xI xc) E-1)
0 ellipcité (mdeg)

I largeur de la cellule (cm)

C concentration (mol/L)

Ae ellipticité molaire (L/mol.cm)

Pour I'ensemble des échantillons la contributionddthroisme linéaire (LD) est négligeable
(ALD < 0.005) et la forme du signal cd est indépetelate I'orientation du dispositif en
qguartz. Le spectre d’absorption UV-vis a aussiegtéait de chaque mesure de cd puis corrigé

de I'absorption de la cellule et du solvant.
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G - SANS

Les mesures de SANS ont été effectuées au LLB g®aslur PACE et PA20 et a I'lLL
(Grenoble) sur D11. Les analyses ont été effectdérs DO a 25°C. Deux longueurs d’onde
ont été utilisées afin de sonder une gamme de wsctéonde allant de 6.9.70 0.37 A%

Les intensités mesurées ont été corrigées dudediind i.e. du signal de la cellule de mesure
ainsi que de lintensité diffusée incohérente prarg du soluté et du solvant. Elles ont
également été normalisées en’cpar l'intensité diffusée d'un échantillon d'eay@p Les
données obtenues ont ensuite été modélisées a taitbgiciel SasView.

H- Cryo-MET

Les analyses de cryomicroscopie ont été realiséesrs appareil JEOL JEM2001F equipé
d’'une camera GATAN Ultrascan 4000. Quelques mitredid’échantillon ont été déposés sur
une grille métallique recouverte d’un film poreus carbone afin d’avoir une fine couche de
solution (100 a 200 nm). L’échantillon a ensuit® éngelé par trempe dans I'éthane liquide
afin d’éviter la formation de cristaux de glace. farsceau d’électrons de faible intensité (10
e/A%.s") a ensuite été utilisé durant les acquisitionsmesure des dimensions des structures

observées a été réalisée a l'aide du logiciel Indage

| - Spectroscopie infrarouge (Fourier Transformed Infra

Red spectroscopy - FTIR)

Les spectres Infrarouge ont été enregistrés suspatctrométre NICOLET 1S10 Thermo
Scientific en mode ATR (réflexion), de 675 & 4000'c avec une résolution de 4 ¢rat une

moyenne de 32 scans.

J- UV

Les spectres d’absorption UV ont été réalisés avespectrophotometre UV-Vis a double
faisceau de la marque Varian Cary 300 et dans desscen quartz a deux faces de 1

centimétre d’épaisseur.
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K- RMN

Les expériences ont été réalisées avec un spedteoBriker Avance 400MHz ou avec un
spectrométre Bruker Avance Ill 600 MHz. Une sond@FB 5 mm est utilisée sur ces
spectromeétres. L'acquisition et le retraitement desnées ont été faits avec le logiciel

Topspin 3.5 (Bruker). Tous les spectres ont étéreéa avec le signal du solvant d’analyse.

1-RMN H

Les analyses ont été réalisées a 27°C daf@sdd a 27°C, 50°C et 100°C dans DMSg£ ks
spectresH ont été enregistrés en utilisant une séquenderpavec une fenétre spectrale de

12335 Hz, un temps d’acquisition de 2,6 s et unidfd relaxation de 1 s.

2 -RMN C

Les expériences ont été effectuées dans DMS®-2I7°C et 100°CPour la réalisation du
spectre RMNC quantitatif, du polymeér@l, du Cr(acag)a été ajouté a I'échantillon afin de
favoriser la relaxation des carbones quaternairedube n’étant pas assez concentré, il n’a
pas été possible de faire la mesure daviec une séquence d’'Inversion - Récupération. Les
acquisitions de carbone quantitatif ont donc édigées a I'aide d’une séquence inverse gate
(suppression de I'effet NOE). Le délai de relaxain a été définia 5 s.

3 -Dosage de I'ion trifluoroacétate par RMN*F

Les expériences ont été effectuées dans DMS®AY°C. Les spectréd- ont été enregistrés
avec une séquencér découplé'H, dont la fenétre spectrale est de 39682 Hz, upse
d'acquisition de 1,6 s et un délai de relaxatio® de Afin de déterminer le délai de relaxation
Di, une étude du temps de relaxatigraTété faite sur I'ensemble des composés a anayser

utilisant la séquence d’Inversion-Récupération.

4 -RMN DOSY F

Les analyses ont été effectuées dag® B 27°C. L'expérience DOSNF a été réalisée avec
un pulse programme corrigeant les effets de cosirdat Foucault et est composée d'une

impulsion 180° composite sur le noy&#. La rotation du tube a été désactivée pour éldter
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convection. La puissance du gradient a évolué éneet 98 % de la valeur maximum de la
sonde. La force du gradient maximum était de 5.B5mGA. Seize scans ont été enregistrés
pour chaque expérience avec une durée de l'impudgadient P30 fixée entre 900 - 1000 ps

et un délai de diffusion D fixé a 50 ms.
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lI- Synthése et caractérisation du polymere 31

A - Synthese de 31

+
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FigureE - 1: Synthése du compao3&selon la référence

La synthése du compo®4 est basée sur les travaux de H.-J. Kim ét &k dianhydride
1,4,5,8-naphthalene tétracarboxylique (NTDA) etH\dride 1,8-naphtalique (NA) ont été
purifiés par sublimation sous vide (0.001 mbarpeetivement a 290 °C et 220 °C. L'acide
4,4’-diamino-1,1’-biphényl-2,2’-disulfonique (DAPSd été purifié par recristallisation a
chaud en milieu acide. Pour cela, de la triethytea(iTEA) (2 eq) a été ajouté a une solution
agueuse de DAPS a 75°C. Le mélange a été déecaloharbon actif puis filtré sur célite.
Une solution d’acide chlorhydrique concentrée alément été ajouté a la solution jusqu’a
formation de cristaux blancs (2 eq). Apres une,naifprécipité obtenu a éteé filtré et séché
sous vide a 80°C pendant 48h. Le solvant de syathésn-crésol a aussi été préalablement

purifié par distillation sous vide a 84°C.
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Le DAPS (0.52 g, 1.505 mmol, 1 eq) a été dissoid@@C sous atmosphere inerte;dn
présence de TEA seche (0.38 g, 3.76 mmol, 2.5a&19 du m-crésol (8 mL) pendant 30 min.
Le NTDA (0.36 mg, 1.36 mmol, 0.9 eq), le NA (0.06,n0.3 mmol, 0.2 eq) et l'acide
benzoique (0.37 mg, 3.08 mmol, 2 eq) servant dsysatur, ont été dissous sous atmosphere
inerte dans 14.5 mL de m-crésol avant d’étre pssjvement ajoutés a la solution de DAPS.

Le mélange a ensuite été laissé a 200°C sousiagittatmosphére inerte pendant 24 h.

Le milieu réactionnel a été dialysé contre de #iath avec une membrane ayant une porosité
de 1000 g/mol. Le polymére (sous forme basiquejéaipité dans le boudin de dialyse. Le

précipité a eté séché sous vide a 40°C pendantuihe

Le polyimide a ensuite été solubilisé dans I'eapietfié des éventuels monomeres résiduels
par dialyse (seuil de coupure de 1000 g/mol) cofdiau. Afin de remplacer le contre-ion
triethylammonium par des ions sodium, une frac{iaB5 g) du lot de polyimide purifié a été
dialysé dans I'eau contre une solution de NaCl eotrée. Pour finir, une derniére dialyse du
polyimide contre I'eau a finalement été réaliséim aféliminer I'excés de NaCl avant le
séchage et la caractérisation du produit finaligsle de cette étape, 0.25 g de polymére ont

été obtenus, soit un rendement de 61 %.
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B - Analyses RMN

1 -RMN *H de 31
a. RMN H de 31 dans RO a 27°C
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FigureE - 2: Spectre RMNH (400MHz, RO, 27°C) du compos&l

La majorité des déplacements chimiques des prater?l dans DO sont proches et les
signaux non résolus. L’attribution des signaux aetdétermination du nombre d’unités de
répétition (n) n'est donc pas possible sur le spedbtenu dans ces conditions. En
conséquence, la caractérisation par Ri#Net °C de31 a par la suite été effectuée dans le
DMSO comme le sont les polyimides de méme natuceitdédans la littérature sur laquelle

nous nous sommes appuyés pour cette &fude
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b. RMN *H de 31 dans DMSO-¢ & 27°C

+ +
Na Na
— - Hg Hg — -
O\ //O O\ //O
O [ HfO//S o O O O//s o O
O |Hd oés'\// H He © ° 043\40 °
o 0
Hb He L + Hg Hg —n -
Na Na
)
| &
1
i
o
=T P {8 Si~m ]
s S3ain BOSGLL  MNBINNSD GaST o 6 N o= [+
S oM AHAMAND MANOOMNOTM OMNS 6 ™ o — I
5 ALY Qoaaang b e e et S o i i I B P~ 9 |
.- wededed Ged e [N SN S N S S N N S S o o i
I
i Hd i"g
. \ X
|
| |
|
| H (-]
| g 3
|
|
| | ;
|
. Hf He p
Ha I Eb
Hc ! x
— — ~
| e
| | ¥ 1
[ i .
—_— —v—’ﬂ_//. S—— —_— e - — F— - 2
—_— 3
- o o ~ g
S 8 S @ G g =3 N3
o =] (=] o o =] g IR - 5
< < = 4 S = et [l o2 pa o
m -] ~ (1] ~ ~ (=] (=] =] {=]
e ] 5 . it . i ! y I i S
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 [ppm]

FigureE - 3: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ 27°C) du compos&l

RMN H (600MHz, DMSO-ds, 27°C) : & = 8.8(m, 34.8 H, 35 x Hg)8.57 — 8.52d, 8 H, 4
x Ha, 4 x Hc),8.03 — 8.02m, 20 H, 20 x Hd)7.95 — 7.90m, 9 H, 4 x Hb, 5 X Hx)7.63 —
7.53(m, 20.9 H, 21 x Hf)7.39 — 7.30(m, 20 H, 20 x He)7.2 (m, 0.94 H, 1 x Hy)7.1 (s,
0.17 H, 0.17 x Hy)B.76(s, 0.4 H, 0.4 X Hy)6.6(s, 0.2 H, 0.2 x Hy).

Hx et Hy correspondent a des protons non identifiés

Le multiplet situé entre 7.95 et 7.90 ppm devraéariguement comporter uniquement les
signaux correspondant aux 4 Hb. Cependant, 5 Hi&mgntaires sont comptabilisés dans ce
multiplet.
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c. RMN H de 31 dans DMSO-d a différentes températures

Les analyses RMN ont été effectuées a différemepératures (27°C, 50°C et 100°C) afin
de déterminer si une augmentation de la tempéraenmettait d'augmenter la résolution du
spectre. On constate qu’a 100°C la résolution eslieare, la caractérisation @4 par RMN

a donc été poursuivie a cette température.
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FigureE - 4: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ 27, 50 et 100°C) du compo3k

On constate également que les déplacements chisnagieertains pics sont modifiés quand
la température d’analyse augmente. Cela n’est flaa dne dégradation du polymere car
'analyse a 27°C de la solution précédemment cbaufbnduit a un spectre identique a celui

de la solution avant chauffage.
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Figure E - 5: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ 27°C) du compos®l avant et aprés
chauffage a 100°C.
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d. RMN 'H dans DMSO-d; de 31 & 100°C
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FigureE - 6: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ 100°C) du composal

RMN H (600MHz, DMSO-ds, 373K) : 8 = 8.8 — 8.76m, 35.7 H, 36 x Hg)8.59 — 8.49d,
8 H, 4 x Ha, 4 x Hc)8.04 — 7.99m, 19.4 H, 20 x Hd)7.97 — 7.92m, 7.3 H, 4 x Hb, 4 x
Hx), 7.7(s, 1.2 H, 1 x Hy)7.6 — 7.2(m, 19.9 H, 20 x Hf)7.48 — 7.47d, 1.1 H, 1 x Hy)7.37
—7.28(m, 22.2 H, 20 x He)6.99 — 6.99d, 1.2 H, 1 x Hy).

Hx et Hy correspondent a des protons non identifiés

Le multiplet situé entre 7.97 et 7.92 ppm qui datreéoriquement comporter uniquement les

signaux correspondant aux 4 Hb comporte, a 100HCs@pplémentaires.

Les analyses RMNH des monomeéres dans DM3#9a 100°C montrent que les signaux non
identifiés ne proviennent pas de résidus de monesn®ITDA car son spectre présente
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uniquement un singulet a 8.7 ppRigure E - 18, ni du DAPS dont les pics ne se situent pas
dans cette zond-{gure E - 16; Figure E - 17). On note cependant que les signaux Hy situés
a’7.7 ppm, 7.48 - 7.47 ppm et 6.99 - 6.98 ppm aetsignature similaire a celle des protons
du DAPS. La présence de ces pics pourrait donquediqu’une partie des chaines comporte
une terminaison amine. Les signaux Hx situés ehfe et 7.92 ppm pourraient quant a eux
provenir de I'acide benzoiqu€&ifure E - 19; Figure E - 20 ajouté lors de la synthése. En
effet, il est possible que certaines des fonctiamsnes aient réagit avec ce dernier pour
former des amides.
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(] I'|
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N |
acide benzoique a 100 °C | H I L.

9}0 . . 3:5 I 8.,0 I I I 7!5 I : I I T:O - [pprn;

FigureE - 7 : Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ 100°C) du compos&l, de I'acide 4,4'-
diamino-1,1’-biphényl-2,2’-disulfonique (DAPS) &t kacide benzoique

Afin de vérifier ces hypothéses des spectres RMMSEEH-'H et*C ont été effectués.
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e. RMN COSY 'H-H de 31 dans DMSO-¢ a 100°C

Le spectre RMN COSYH-'H confirme que trois types de bouts de chaines g@sents, une
terminaison par le monomeére NA)( une terminaison par le monomere DARS €t une

derniere qui pourrait étre I'acide benzoigug (

+
Na
o_ 0
O//S O O
—=0 (@)
s
o)
-n Ne He Ho
a
.
Na
7] o. 0
A4
He Hfo,/S Hd
o
Hd O¢S\f HF He'
Jn © +
Na b
.
Na
] _\ //O
He Hf 048 Hd,
o Hjq
Hd 5 ¢s\f Hf, He,
o)
n N+ Hh Hiy
a
X

Figure E - 8: Structures des trois types de bouts de chainesthgpquement présents sur
31.
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FigureE - 9: Spectre RMN COSM-'H (600MHz, DMSO-¢ 100°C) du composgl

2 -RMN 3C de 31

L’attribution des déplacements chimiques du speRiiN **C quantitatif Figure E - 11) a
été réalisée a l'aide des spectres HS@igute E - 12 et HMBC *H - *C (Figure E - 13.
La présence du pic a 163.7 ppm confirme la formadie liaisons imides. De plus, d’aprées les

travaux de R. Mercier et 3lI'absence de pics & 160 ppm, 168.77 ppm et 16864179 ppm

indique 'absence respective d’anhydride, d’acidd’&cide-amide.

Cependant le spectre HMBC montre I'absence de latiog entre les Hhet une fonction
amide qui serait a 165 ppm. Cela indique que lisitnme type de terminaison identifié par la

RMN COSY n’est pas la terminaisox)(De plus, les corrélations similaires entre, ldtdHh
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suggerent que Hhappartiendrait a un monomere DAPS qui serait igu@idans un autre type
de terminaison. Ce résultat confirme la présenceddeix types d’extrémités précédemment

décrites & et b) et montre qu'un troisieme type d'extrémité deumatnon déterminée,

impliquant probablement le DAP§)( est présent :

'

T8\ __o /12 \°
Hd 287 Hf He'
07\~
n +
Na

Hhy / Hiq / Hjy
Ch, / Ciy/ Ci

FigureE - 10: Structures des trois types de terminaisons hypigtiigment présentes sBit.
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a. RMN **C quantitatif de 31 dans DMSO-¢ & 27°C
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FigureE - 11 : Spectre RMN®C quantitatif (600MHz, DMSQOgf27°C) du composal.

RMN *3C (600MHz, DMSO-ds, 300 K) : 8 = 163.7(4 C, 4 x C6).163(30.6 C, 31 x C19),
145.6(1.8 C, 2 x C10)144.7(18.7 C, 19 x C18)1.38(15.86 C, 16 x C11)133.4 - 127.1164

C, C1, C2, C3, C4, C7, C8, C9, C12, C12, C13, @l#5, C16, C17, C20, C21, C22,,i
122.6 — 121.43.5 C, 4 x C5)118(4.46 C, 2 x C9', C13").

292



b. RMN HSQC *H - °C de 31 dans DMSO-ga 100°C
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FigureE - 12 : Spectre RMN HSQ& - *C (600MHz, DMSO+ 100°C) du composa.
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c. RMN HMBC !H-'3C de 31 dans DMSO-ga 100°C
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FigureE - 13: Spectre RMN HMBEH-'C (600MHz, DMSO-+ 100°C) du compos&l.

3 -Evaluation du degré moyen de polymérisation en nonib de 31

Si on fait I'hypothese que ce dernier type de digoafait également office de stoppeur de
chaines, six structures de macromolécules compodiffiérentes extrémités seraient alors
présentes, les compos&s b, ¢, d, e etf :
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Figure E - 14 : Structures des six types de macromoléc8lelypothétiquement présentes
(314, b, ¢, d, e etf).
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D'aprés l'analyse RMN COSY'H-'H, nous pouvons estimer le degré moyen de
polymérisation en nombre n. Pour cela, I'intégmatie chaque type de terminaison et celle
relative au motif de répétition ont été ramenées groton. L'intégration des protons Ha et
Hc a été utilisée dans le cas de la terminaisorigparonomere NA4), celle du proton He’
pour la terminaison par le monomere DARS €t celle du proton Hfa été utilisée pour la
terminaison ¢). De méme, pour la chaine principale I'intégratietative au proton Hg du

NTDA a été utilisée. Nous pouvons donc écrire psaéons suivantes :

3" (I{(Ha+ Hb)I/ESI-?)I/(Llel)+ I{He) €-2)

(357/4)
D(8/4 )+112+12

E-3)

L’analyse RMN COSYH-'H permet donc I'estimation d’un n d’une valeur de 4

Le rapport des intégrations comptant pour un praterchaque type de terminaison sur leur
somme permet d’estimer la proportion de chaque typeterminaison a 46 % pour la
terminaison par le NA, a 26 % pour la terminaisonet a 28 % par le monomére DAPS. I
est alors possible de déterminer par un calcukttate les proportions relatives de chaque
macromolécule présente, soit 21 % de macromolé8ilas8 % de31b, 7 % de31lc 26 % de
31d, 24 % de3leet 14 % de31f.
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4 -RMN 'H annexes des monoméres et de I'acide benzoique dan
DMSO-dg

a. Anhydride 1,8-Naphtalique (NA)
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FigureE - 15: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-g 27°C) de I'anhydride 1,8-Naphtalique
(NA)

RMN *H (600MHz, DMSO-ds, 300 K) : 6 = 8.56 — 8.5Xm, 3.8 H, 2 x Ha’, 2 x Hc')7.93 —
7.9(m, 2 H, 2 x Hb’)
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b. Acide 4,4’-diamino-1,1’-biphényl-2,2’-disulfonique(DAPS)
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Figure E - 16: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-g 27°C) de I'acide 4,4’-diamino-1,1'-
biphényl-2,2’-disulfonique (DAPS)

RMN 'H (600MHz, DMSO-ds, 300 K) : 8 = 7.76(s, 2 H, 2 x Hd"),7.52 — 7.51(d, 2 H, 2 x
Hf"), 7.05 — 7.03d, 2 H, 2 x He)
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Partie expérimentale
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Figure E - 17: Spectre RMNH (600MHz, DMSO-¢ & 27°C et 100°C) de I'acide 4,4
diamino-1,1’-biphényl-2,2’-disulfonique (DAPS)
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c. 1,4,5,8-Naphthaléne tétracarboxylique (NTDA)
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Figure E - 18: Spectre RMN'H (600MHz, DMSO-¢ 27°C) du 1,4,5,8-Naphthaléne
tétracarboxylique (NTDA)

RMN *H (600MHz, DMSO-dg, 300 K) : 8 = 8.71(s, 4 H, 4 x Hg)
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d. Acide benzoique
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FigureE - 19 : Spectre RMNH (600MHz, DMSO-g 27°C) de I'acide benzoique

RMN *H (600MHz, DMSO-ds, 300 K) :& = 7.97 — 7.94m, 2 H, 2 x H"),7.70 — 7.6Qm, 1
H, 1 x HJ), 7.53 — 7.48m, 2 H, 2 x Hi")
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FigureE - 20 : Spectre RMNH (600MHz, DMSO-g & 27°C et 100°C) de I'acide benzoique
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C - Analyse FTIR de 31
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FigureE - 21: Spectre ATR du compa3gsous forme basique
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D - Analyse UV et mesure de dichroisme circulaire de 31
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FigureE - 22 : Spectres cd) et UVb) effectués sur une solution 8& sous forme basique a
0.02 mM dans kD

Amax = 364 nm

Pas de signal cd
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I- Annexe 1 : Algorithmes permettant de déterminer D a

partir des mesures de DLS

La taille de particules peut étre obtenue en atilisdifférents algorithmes classés en deux

types d’approches.

A-Méthode des cumulants (en agrément avec la norme
1ISO133121)

Dans la premiere approche, on considére que labdisbn est monomodale donc seule une
valeur moyenne du coefficient de diffusion est déieée. Dans ce cadre, la fonction

d’autocorrélation est modélisée par un polynoRkigure A - 1).

0.8

0-79 b = coefficient de

diffusion moyenen z
0.6

0.5

G(H)

LnG=a+bt+ct?++dt

0.4
0.3 2¢/b?=
indice de
. polydispersité
0.2 T T T I
0 0.5 1 1.5 2

temps (ms) (x 103)

Figure A - 1: traitement de la fonction d’autocorrélation par taéthode des cumulants.

(figure issue d’'un document support de la sociéadvbtn Instruments)

Si I’échantillon est monodisperse la fonction sana droite et s'il est polydisperse la fonction

d’autocorrélation sera une courbe. Ce polyndme pemobtenir la taille moyenne des
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particules de I'échantillon ainsi que la largeurldedistribution de taille de particules i.e.,
indice de polydispersité. Dans le cas d’'un échantipolydisperse, I'écart a la linéarité de la
courbe permettra de déterminer la polydispersité.

L’expression de la polydipersité (pdl) est la suiea:

2
o
dl =| = -1
po =( & o)
o ecart-type
d diametre moyen

Cette méthode ne donne que la taille moyenne ensité et le pdl et n'est donc juste que

pour des échantillons considérés comme monodispeesgd| < 0.25.

B-Méthodes NNLS et CONTIN

La deuxieme approche s’applique dans le cas d'¢itlbas multimodaux et permet d’accéder
la distribution de tailles de particules. Pour cédafonction d’autocorrélation est modélisée
par une fonction simple ou multi exponentielle g algorithmes NNLS (non-negative least
square) ou CONTIN (Constrained Regularization Mdtfar Inverting Data). Dans les deux
cas, on accede a la distribution de particulesepités dans I'échantillon. Cependant, dans le
cas de l'algorithme CONTIN, aucune hypothése pbdalan’est faite sur le nombre de
populations présentes dans I'’échantillon. C’estalgorithme général, certains parameétres
peuvent toutefois étre fixés tels que la gammeisteilalition de tailles, le nombre de points

ou le niveau de bruit.
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Annexe 2

lI- Annexe 2: TDA — Corrections dues aux conditions

experimentales

La théorie de Taylor-Aris a été développée en ss@modes conditions idéales. Pour palier
aux écarts a l'idéalité rencontrés expérimentalémdifférentes corrections sont effectuées

lors du traitement des données expérimentales.

A-Correction due a la géométrie du capillaire

Le capillaire utilisé en TDA est enroulé bien qdit analytiquement considéré comme droit
dans la théorie de Taylor-Aris. Quand une solutiamerse un capillaire de rayon intefRet
enroulé avec un rayon de courbase un flux secondaire s’ajoute au flux principal. flex
additionnel contribue alors aux phénomeénes de digpede la matiére qui ont lieu au sein du
capillaire. A. Alizadeh et af* ont été les premiers & étudier les effets de faidéalité des
conditions expérimentales sur la diffusion. Pares paramétres utilisés pour caractériser la
dispersion dans un tube enroulé, ils ont plus @aiérement utilisé les suivants :

w=R/a, rapport de rayons A{2)

R, =2a,u,p0/n Nombre de Reynolds A{3)

R, < 2000dans le cas d’un flux laminaire

Sc=n/mM,, Nombre de Schmidt A{4)

D, = Rw” Nombre de Dean A{5)

Leurs travaux ont permis de conclure que l'effetadeourbure du capillaire sur la dispersion
est négligeable quand les conditions suivantesrsgpectées :

« 2100 i.e., pour des capillaires de rayon de courbureé|
DZSc< 20

Ces deux conditions sont généralement rempliesldarconditions de dispersion de Taylor.
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Annexe 2

B-Correction due a la pression d’injection

Dans les appareils de CE commerciaux, il existedélai entre le moment ou la pression
d’injection est appliquée et le temps ou le solhattgint la vitesse d’analyse. Ce délai change
le temps de détectiony), ce qui peut induire une erreur dans la détertiminalu coefficient

de dispersion. Sharma et?abnt montré que ce temps de détection observé dégeria
vitesse a laquelle la pression appliquée atteiptéasion d’analyseu. lls ont alors proposeé

une correction du temps de détection prenant emptoe parametré&guation A-6) :

/ 167LI
td, bs T ti, b -
t _ obs obs Rzui

d,corrP — 2 (A"G)

tacorp temps de détection corrigé du délai di a la radgppression (S)

taobs temps de détection observé expérimentalement (s)

L longueur du capillaire (m)
lg longueur de détection (m)
Ui vitesse d’augmentation de la pression pour atteitedpression d’analyse (Pa/s)

En pratique, on applique la relatio®-7) :

t.

td,corrP =t dobs _2| @"7)

t; temps nécessaire pour atteindre pression d’ané®)ss)
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C-Correction due au volume d’injection

En théorie, on suppose que le volume injecté dstinment petit ce qui n'est pas le cas en
réalité, car un volume fin¥; occupant une largelir est injecté. Le temps de détection sera
alors décalé du fait de la largeur de ce pic ddtigm. De méme, ce pic d’injection a une
certaine variance correspondant a sa largeur qadddgionnera a la variance due a la

dispersion. H. Cottet et &ont proposé une correction de ces deux paramétres.

Le temps de détection observé expérimentalentgnt: ) est le temps nécessaire pour que le

centre de cette bande d’injection atteigne le détec

4 5
td,corrP - @"8)

|
| —_
¢ 2

d,corrP

=l @-9)

Avec : u, =
" td,corrV

tq cor,v temps de détection corrigé du délai d au voluhimgedtion (s)

Ux vitesse de convection moyenne dans le capillaifs)(

En combinant les équation&-8) et (A-9), on obtient alors la relation suivantsg(ation A-

10) qui permet de corriger le temps de détection vigse

1
td,corr,v :td,corr,P GT A-].O)
1—_1
Nd
Avec : Ve A-11)
l, V,
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La variance du pic obtenedquation A-12 est la somme de la variance d’'une bande de taille
infiniment petite ayant parcourue la distarige- |; (équation A-13 et d'une variance
additionnelle due au volume d’injection fifiquation A-14) :

Uczorr = 02 + o-iij IQ\-].Z)
HI(l, -1
o2 = (ud2 |) A-13)
I 2
g2 =1 A-14)
" 12,If

Ce qui conduit a I'expression (25) :
o = Ldng, -1)+ A-15)
corr Uf d i 12

Aprés recombinaison, on obtient alors I'équatiarlp) :

R-16)

On constate qu&.or dépendant du ratid/Vy.

Pour éviter l'effet du volume d’injection sur legfit d’élution, on se place dans des

conditions ou :

V, |V, <1% A-17)

Par ailleurs, l'utilisation d’appareil de dispenmsiale Taylor comportant deux fenétres de

détection au lieu d’une permet de s’affranchir casections dues au volume d’injectitn
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lll- Annexe 3 : Figures et tableaux de résultats d’ana$es
annexes effectuées sur les composes présentés dams

chapitres 3 et 4

A-Analyses DLS des composés étudiés dans le chapiBe-
partie |
1- Mesure de la taille et de la polydispersité des aggats en fonction
du lot et de la concentration en solution mere de[@s

Tableau A - 1: Mesures de DLS effectuées sua 10 mM préparé avec 1 équivalent de

NaOH. Les mesures ont été réalisées un jour apresdparation des solutions.

Lot NT185" NT185" | NT186. | NT186.2 | NT185 | NT186.1
kcoups / s 1080 825 +10 | 4730 + 180 120 640 + 140 4760
Dy (hm)? 780+240| 310+10| 630+100 240+1 1850+ 790 0 2Q0
Indice de polydispersité 0.34 0.31 0.33 0.39 0.47 0.2
Nombre de mesures 8 2 6 2 6 4

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
® Solution directement préparée & 10 mM.

¢ Solution préparée par dilution d’une solution m&20 mM.

4 Solution préparée par dilution d’une solution m@E0 mM.

Une variation de la taille des agrégats est obsepoéir deux solutions préparées directement
a 10 mM avec le méme lot (NT185). Une variationlaeaille des agrégats est également
observée pour des lots différents lot ou en fonctle la concentration de la solution mere
utilisée pour la préparation de I'échantillon. Cessultats montrent que la formation
d’agrégats non spécifiqgues est non reproductible.
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2- Suivi par DLS de I'élimination des agrégats non spfiques de
CDs

Lors des différentes études effectuées sur lesra@mffiées, les solutions meres de CDs sont
restées une nuit sous agitation aprés leur prépardte lendemain, elles ont été centrifugées
puis filtrées selon le protocole de retrait destggts non spécifiques de CDs mis au point
(centrifugation pendant 30min a 15300 g ou 2138@mgfonction de I'équipement a notre
disposition, puis filtration sur membrane de pdésde 0.2 pm). Les résultats de
caractérisation par DLS ainsi que le pourcentaggrégats retirés sont décrits dans cette
annexe. Les solutions de CDs natives ont été agit@eant une nuit suite a leur préparation.
Elles ont ensuite été utilisées sans traitementttait des agrégats et ont servi de référence

pour I'association avec les invités choisis.

Tableau A - 2: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions meres de compos®sH et b) 7 utilisées pour les analyses ITCHapitre 3 ; figure
11).

a) 6 a 12 mM (lot NT186.2)
Traitement effectué / P
kcoups/s 120 4
Dy, (nm)? 2401 28+0.5
Indice de polydispersité 0.39 0.44 +£0.28
Nombre de mesures 2 2

% d’agrégats retirés / 3.7
Conc. finale (mM) / 11.6
b) 7a12mMm
Traitement effectué / b
kcoups/s 220 3
Dy, (nm)? 560 + 10 195 + 30
Indice de polydispersité 0.69 0.55
Nombre de mesures 2 2

% d’agrégats retirés / 6.8
Conc. finale (mM) / 11.3

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

320



B-Préparation et analyses annexes des solutions demnsés
étudiés dans le chapitre 3 - partie Il — A-1
1- Analyses DLS des solutions de composés utiliséssate I'étude de
I'interaction des CDs pontées avec I'acide benzoigqu
Composé 8 :

Tableau A - 3: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compos¥a) a 22.1 mM eb) a 22 mM.

a) 8a22.1mM

(lot RB1068)
Traitement effectué / P
kcoups/s 750 4
Dy (nm)? 440 £+ 10 90 + 220
Indice de polydispersité 0.34 0.44 +0.28
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.8
Conc. finale (mM) / 21.5
b) 8a22 mM

(lot RBC21116)

Traitement effectué / P
kcoups/s 170 + 80 4
Dy, (nm)? 990 £ 110 61
Indice de polydispersité 0.39 0.30
Nombre de mesures 4 2
% d’agrégats retirés / 1.8
Conc. finale (mM) / 21.6

% La taille de particule relevée correspond a adili@pic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 9 :

Tableau A - 4 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compo$£a) a 43.4 mM eb) a 20.05 mM.

a) 92a43.4mM
(lot DC356)

Traitement effectué / b
kcoups/s 30 4
Dy (nm)? 3305 2.1+05
Indice de polydispersité 0.62 0.23
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 4.1
Conc. finale (mM) / 41.6
b) 9 a20.05 mM

(lot RBC40416)
Traitement effectué / P
kcoups/s 2770 3.4
Dy (nm)? 3308 3.9+0.3
Indice de polydispersité 0.26 0.26
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.8
Conc. finale (mM) / 19.69

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
Composé 10 :

Tableau A - 5: Elimination et quantification des agrégats par teéagation et filtration des
solutions de compodé® a) a 20.6 mM eb) a 19.96 mM.

a) 10 2 20.6 mM

(lot RB1069)
Traitement effectué / P
kcoups/s 95+ 30
Dy (nm)? 450 + 270 5+3
Indice de polydispersité 0.55%0.21 0.37+0.1
Nombre de mesures 3
% d’agrégats retirés / 2.8
Conc. finale (mM) / 20
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b) 10 219.96 mM

(lot RBC60416)
Traitement effectué / P
kcoups/s 705 5
Dy, (nm)? 540 + 80 90 + 220
Indice de polydispersité 0.55 351
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.4
Conc. finale (mM) / 19.5

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat

2- Préparation des solutions pour les mesures de cd

Pour les mesures de cd, une solution mére d'acihzdique a été mélangée soit a une
solution da-CD native soit aux solutions meres de CDs ponadiesd’obtenir des solutions

ayant une concentration finale de 8 mM en CD etM en acide benzoique.

Tableau A - 6 : Préparation des solutions CD/acide benzoique pesimesures de cd.

a-CD 8 9 10

(lot RB1068) | (lot DC356) | (lot RB1069)
Concentration finale en CDs (mM) 8.1 8.3 8.6 8.3
Concentration finale en invité (mM) 1 1 1 1

3- pH des solutions utilisées pour les analyses ITC

Tableau A - 7: Concentrations et pH des solutions d’acide benmigréparées pour les

analyses ITC.

Acide benzoique
Concentration (mM) 0.41 1.01 2 9.98
pH n.mz? 3.8 n.m? 3.19

#non mesuré

Tableau A - 8: Concentrations et pH des solutions de CDs présapéeir les analyses ITC.

a) a-CD
Concentration (mM) 1 10
pH 6.02 6.15
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b) 8 8
(lot RB1068) | (lot RBC21116)

Concentration (mM) 4.16 10.33
pH n.m.? 2.19
c) 9

(lot RBC40416)
Concentration (mM) 19.7
pH n.m?2
d) 10

(lot RBC60416)
Concentration (mM) 19.5
pH n.m.?

#non mesuré

Pour la préparation des solutions tamponnées,detans meres d’acide benzoiqueg-LD
native et de compos8& (lot RBC21116) précédemment préparées dans I'esuété
mélangées a une solution de tampon acide formiqa®0amM de facon a obtenir une
concentration finale de 40 mM en tampon acide fquaia pH 3.5 et la concentration

souhaitée en invité et CDs.

Tableau A - 9: Préparation des solutions d’invité en milieu tampé (acide formique 40
mM, pH=3.5).

Acide benzoique

Concentration (mM) 0.99 9.99
pH 3.56 3.51

Tableau A - 10: Préparation des solutions de CDs en milieu tamgofatide formique 40
mM, pH=3.5)

a-CD 8
(lot RBC21116)
Concentration (mM) 1 10 1.04 10.28
pH 3.56 3.58 3.59 3.38
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4- Calcul de la concentration en acide benzoique iodisen absence et
en présence de tampon acide formique 40 mM, pH=3.5

HA - AT+ H

En absence de tampon :

La concentration en acide faible est déterminéaidel des relations suivantes :

La loi d’action de masseK =A™ [H*/HA A-18)
L’équation de conservation de la matie€@a=HA + A~ A-19)
L’équation d’électroneutralité H* =A™ +OH = A~ A-20)

Ces relations permettent d’aboutir a une équatiorsetond degréquation A-21) dont la
solution permet d’obtenir la concentration en adaiele (HA) en fonction des paramétres

initiaux connus €quation A-22 :

(HA)? - (2[Ca+K)HA +Ca? =0 A-21)
HA = Ca—%[ﬁ 1+ 4%‘3 - } A-22)

En présence de tampon acide formique 40 mM, pH=3:5

La concentration en acide faible en milieu tampopeét étre déterminée a I'aide de la loi
d’action de masse et de I'équation de conservateia matiere. On obtient alors la relation

(A-23) qui permet de déterminer HA, connaissant le pid fiar le tampon :

HA =8 A-23)

325



5- Analyses DLS des composés utilisés lors de I'étude I'interaction
des CDs pontées avec les dérivés de l'aniline
Composé 8 :

Tableau A - 11: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compos&& 20 mM.

8a20 mM
(lot RBC20416)

Traitement effectué / P
kcoups/s 190 + 45 4
Dy, (nm)? 540 + 30 7+5.7
Indice de polydispersité 0.36 0.39
Nombre de mesures 2 2

% d’agrégats retirés / 15
Conc. finale (mM) / 19.69

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.

b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
Composé 9 :

cf. Tableau A - 4-b

Tableau A - 12: Elimination et quantification des agrégats par twédagation et filtration

d’une solution de compo$é& 22.04 mM.

9a22.04 mM
(lot RB1072-73)

Traitement effectué / P
kcoups/s 27 4
Dy, (nm)? 340 £ 15 6+1
Indice de polydispersité 0.68 0.30
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.7
Conc. finale (mM) / 21.4

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 10 :
cf. Tableau A - 5-b

Tableau A - 13: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’'une solution de compod4@ a 21.69 mM.

10 2 21.69 mM

(lot RBC61116)
Traitement effectué / P
kcoups/s 730 5
Dy, (nm)? 1500 + 100 910 + 1800
Indice de polydispersité 0.35 0.32
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.3
Conc. finale (mM) / 21.4

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat

Tableau A - 14 : Préparation des solutions de CDs en milieu tamgofpipérazine a 40mM,

pH=6).

a) a-CD
Concentration (mM) 1 1.01 9.96 10
pH 5.89 5.94 6.09 5.93
b) 9

(lot RB1072-73)
Concentration (mM) 1.05 10.24
pH 6.2 5.9
C) 10

(lot RBC61116)

Concentration (mM) 1.03 1.02 10.24
pH 5.93 6.13 5.98
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6- Calcul du pH des solutions acides de CDs pontéd€3¥Cn) a l'aide

du pKa des diamines primaires correspondantes

Deux équilibres de protonation des amines secagsldin pont ont lieu en présence de I'acide

trifluoroacétique (TFA) :

() H" + CDCn - CDCnH*
(2) H" + CDCnH' -— CDCnH,"

Le pH d'une solution contenant une concentratidialéoen CDs pontées CDCnO et une

concentration totale en acide TFAO est détermifeiide des relations suivantes :

La loi d’action de masse : K, =H" [CDCr/CDCnH' A-24)
K, =H*[CDCnH"/CDCnH* A-25)

L’éguation de conservation de la matiereCDCn0= CDCn+CDCnH" + CDCnHj (A-26)

L'équation d’électroneutralité : H* +CDCnH" +2 BDDCnH? =TFAO+OH™ (A-27)

En supposant que le pH des solutions est acidepenm négliger OHdevant H et en
supposant qu’'au moins un équivalent de TFA estkeptgsar rapport aux CD pontées, on peut

négliger CDCn.

Ces 2 hypothéses permettent d’aboutir a une équdticcecond degrédquation A-28) dont
la solution permet d’obtenir la concentration entpns en fonction des parametres initiaux

connus équation A-29) :

(H* +H* K, + 2[CDCO - TFAD) + (CDCrO- TFAO) K , = 0 A-28)

H* = [\/(KZZ +2CDCr0 - TFAO)’ - 4[K, {CDCr0 - TFAQ) - (K2 +2CDCn0 - TFAO)}/Z

A-29)
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7- Analyses DLS des composes utilisés lors de I'étude coefficient
de diffusion du TFA
Composé 9 dans BD :

Tableau A - 15: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compo$é& 20.88 mM.

9 a 20.88 mM dans BD
(lot RB1072)

Traitement effectué / P
kcoups/s 850 3
Dy, (nm)? 590 £ 160 1990 + 40
Indice de polydispersité 0.4 0.46
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 4.5
Conc. finale (mM) / 19.95

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

8- Analyses DLS effectuées avant les mesures viscodingties des

composés 9 et 11

La solution mere di-CD native référence a été préparée a 50 mM, ungeant les analyses
puis diluée progressivement afin de réaliser lesumes a différentes concentrations. Les
solutions de ont été préparées par dilutions successives i gane solution mere préparée

la veille puis centrifugée et filtrée le jour dembyses Tableau A - 19.

Tableau A - 16 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration

d’une solution de compo$é& 20.32 mM.

9a20.32 mM
(lot RB1072-73)

Traitement effectué / b
kcoups/s 120+5 2
Dy, (nm)? 300 £ 15 24+1.9
Indice de polydispersité 0.3 0.28
Nombre de mesures 2 4

% d’agrégats retirés / 4
Conc. finale (mM) / 19.5

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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Dans le cas du compogé, une solution méere a été préparée la veille a oneentration de
26 mM en unités de CDs et les agrégats non spaegfige CDs ont été également été retirés

le jour des analyse3#&bleau A - 17).

Tableau A - 17: Elimination et quantification des agrégats par tdungation et filtration

d’une solution de compod4 a 26 mM en unités de CDs.

11426 mM
Traitement effectué / b
kcoups/s 1300 20
Dy, (nm)? 740 + 180 170+6
Indice de polydispersité 0.32 0.9
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 4.7
Conc. finale (mM) / 25

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat

C-Analyses annexes des composeés étudiés dans le da$-
partie Il - A -2
1- Analyses DLS effectuées sur lasCD-C, monosubstituées
Composé 9 cf. Tableau A - 16

Composé 9 dans BD :

Tableau A - 18: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration

d’une solution de compo®&& 45.5 mM.

9 a 45.5 mM dans BO
(lot DC356)

Traitement effectué / P
kcoups/s 1800 + 280 5
Dy (nm)? 1240 * 260 1.8+0.2
Indice de polydispersité 0.33 0.31
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.8
Conc. finale (mM) / 44.7

% La taille de particule relevée correspond a ailigpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 12 :

Les premiéres analyses effectuées sur les lots P@13IPC202 du composE2 ont été
effectuées avant la mise au point du protocolesttait des agrégats par centrifugation suivie
d’une filtration. Dans le cas du lot DC132, la $mlo mére a été filtrée sur une membrane 0.2
Km mais la quantité d’agrégats retirés n’a pasr@surée Tableau A - 19- a). Dans le cas
du lot DC202, la solution mere a été centrifugé®.4% d’agrégats ont été retirdsableau A
-19- b).

Tableau A - 19: Elimination des agrégats par centrifugation ourétion des solutions de
composd?2 aa) 20 mM eb) 29.6 mM.

a) 12420 mM

(lot DC132)
Traitement effectué / P
kcoups/s 30 2
Dy, (nm)? 580 £ 90 24+19
Indice de polydispersité 0.5 0.28
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / n.g.
b) 12 429.6 mM

(lot DC202)
Traitement effectué ! d
kcoups/s 194 20
Dy, (nm)? 860 £ 20 430+ 70
Indice de polydispersité 0.33 0.74
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 5.4
Conc. finale (mM) / 27.8

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
® Filtration (0.2 pum)

 non quantifié

4 Centrifugation (15300 g / 30 min)
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Composé 12 dans ED :

Tableau A - 20 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compod® a) a 49 mM eb) a 52.3 mM.

a) 12 4 49.3 mM dans BD
(lot DC202)
Traitement effectué / b
kcoups/s 2500 + 100 20
Dy (nm)? 1330 + 115 104 +1
Indice de polydispersité 0.5 0.73
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 6.1
Conc. finale (mM) / 46.3

b)

12 a52.3 mM dans BD
(lot RB1-036)

Traitement effectué / b
kcoups/s 140 7
Dy, (nm)? 620 £ 300 1.3+£0.8
Indice de polydispersité 0.35 0.6
Nombre de mesures 2 2

% d’agrégats retirés / 2.9
Conc. finale (mM) / 50.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
Composé 13 :

Tableau A - 21: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de composé8 a 19.2 mM.

13a19.2 mM
(lot DC207)

Traitement effectué / b
kcoups/s 1800 + 280 7
Dy (nm)? 1240 + 260 22+0.1
Indice de polydispersité 0.33 0.66
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 2.3
Conc. finale (mM) / 18.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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Composé 14 :

Tableau A - 22: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compod4 a 16 mM.

14416 mM

(lot DC209)
Traitement effectué / b
kcoups/s 230 £ 240 4
Dy (nm)? 1600 + 1830 23+0.9
Indice de polydispersité 0.7 0.29
Nombre de mesures 4 4
% d’agrégats retirés / 2.6
Conc. finale (mM) / 15.6

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

Composé 15 :

Les analyses effectuées sur le compbSéont été effectuées avant la mise au point du
protocole de retrait des agrégats par centrifugasioivie d’'une filtration. La solution de
composél5 a donc été uniguement centrifugée et 7.4% d’atségd été retirésTableau A
-23.

Tableau A - 23 : Elimination et quantification des agrégats par téngation d’'une solution
de composé5 a 6.2 mM.

15a6.2mM

(lot DC294)
Traitement effectué / b
kcoups/s 1660 + 250 3
Dy (nm)? 1940 + 470 3+1
Indice de polydispersité 0.42+0.1 0.37
Nombre de mesures 4 3
% d’agrégats retirés 7.4
Conc. finale (mM) / 5.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.

® Centrifugation (15300 g / 30 min).
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Composé 16 :

Tableau A - 24 : Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compodé a 52.6 mM.

16 a52.6 mM
(lot DC359)
Traitement effectué / b
kcoups/s 20 10
Dy (nm)? 1330 + 110 2.3
Indice de polydispersité 0.6 0.2
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.2
Conc. finale (mM) / 51.3

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
Composé 16 dans ED :

Tableau A - 25: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compodé a 52.6 mM.

16 a 52.6 mM dans BD
(lot DC364)

Traitement effectué / b
kcoups/s 80 £ 20 9
Dy (nm)? 560 + 80 2
Indice de polydispersité 0.98 0.5
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.6
Conc. finale (mM) / 51.2

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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Composé 17 :

Tableau A - 26 : Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compod& a 28.4 mM.

17 a28.4 mM
(lot DC298)

Traitement effectué / b
kcoups/s 650 20
Dy (nm)? 970 £ 150 220+ 6
Indice de polydispersité 0.74 0.99
Nombre de mesures 4 2
% d’agrégats retirés / 4.8
Conc. finale (mM) / 27.1

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

2- Analyses DLS effectuées sur las-CD-C, monosubstituées lors de
I'étude de I'effet d’additifs et de la température
Effet de CaClh
Composé 9 :

Tableau A - 27 : Elimination et quantification des agrégats par twéagation et filtration

d’une solution de compo&& 43.4 mM.

9a43.4mM

(lot DC356)
Traitement effectué / P
kcoups/s 30 4
Dy, (nm)? 330+6 2.1+0.5
Indice de polydispersité 0.62 0.23
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 4.1
Conc. finale (mM) / 41.6

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 12 :

Tableau A - 28: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compo4e a 43.3 mM.

12a43.3mM

(lot RB1-036)
Traitement effectué / b
kcoups/s 40 6
Dy (nm)? 1720 + 1400 22+0.2
Indice de polydispersité 0.99 0.28
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 3.6
Conc. finale (mM) / 41.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.

b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
Effet de la température

Composé 12 :

Tableau A - 29: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compod® a 20.8 mM.

12a220.8 mM
(lot DC304)

Traitement effectué / /
kcoups/s 280 5
Dy, (nm)? 250 + 20 2+0.1
Indice de polydispersité 0.76 0.2
Nombre de mesures 2 4

% d’agrégats retirés / 3.3
Conc. finale (mM) / 20.2

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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Composé 16 :

Tableau A - 30: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compodé a 42 mM.

16 a 42 mM

(lot DC364+lot DC359)
Traitement effectué / b
kcoups/s 204 7
Dy (nm)? 290 £ 410 2.4+0.5
Indice de polydispersité 0.92 0.24
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 15
Conc. finale (mM) / 41.4

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

Effet de I'état de charges
Composé 9 :

Tableau A - 31 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compo$a a) 40.9 mM eb) 43.8 mM.

a) 9 a40.9 mM
(lot DC356)

Traitement effectué / /
kcoups/s 60 £ 30 18
Dy, (nm)? 860 £ 180 0.6
Indice de polydispersité 0.92 0
Nombre de mesures 2 1
% d’agrégats retirés / 6.9
Conc. finale (mM) / 38
b) 9443.8mM

(lot RB1-072)
Traitement effectué / P
kcoups/s 310 4
Dy, (nm)? 310 £ 10 3+2
Indice de polydispersité 0.21 0.27
Nombre de mesures 2 6
% d’agrégats retirés / 3.1
Conc. finale (mM) / 42.5

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 9 dans BD :

Tableau A - 32: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compo&é& 49.7 mM.

9 2 49.7 mM dans BO
(lot RB1-072)

Traitement effectué / b
kcoups/s 180 5
Dy (nm)? 300 + 30 14+0.1
Indice de polydispersité 0.2 0.27
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.1
Conc. finale (mM) / 49.2

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
P Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

Dans le cadre de l'étude par SANS de l'effet dgC®; sur le composé témoif, 2

équivalents de JCO; ont été ajoutés sur 20 mM @e préparée par dilution de la solution
meére a 49.2 mM. Le mélange a ensuite été centrigigiitré afin de retirer d’éventuels
agrégats qui pourraient se former suite a I'ajoitkdCOs. La quantification des agrégats
ainsi éliminés a ensuite permis de corriger la eatration de CDs en solution lors du

traitement des données de SANS.

Tableau A - 33: Elimination et quantification des agrégats par tédngation et filtration du
mélange d® a 19.68 mM + KCOs; 2 équivalents.

9a20mM 9 4 19.68 mM (lot RB1-072)

(lot RB1-072) + K,CO3 2 eq. dans RO
Traitement effectué / / b
kcoups/s 4 370 4
Dy, (nm)? 70 £ 140 1480 + 20 3+0.6
Indice de polydispersité 0.43 0.2 0.27
Nombre de mesures 4 2 2
% d’agrégats retirés / / 3.29
Conc. finale (mM) / / 19.03

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.

b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
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Composé 12 :

Tableau A - 34 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compod® aa) 37.6 mM eb) 43.5 mM.

a) 12a37.6 mM

(lot RB1-036)
Traitement effectué / b
kcoups/s 210 6
Dy (nm)? 700 + 160 2+04
Indice de polydispersité 0.45 0.27
Nombre de mesures 2 6
% d’agrégats retirés / 3.4
Conc. finale (mM) / 34.2
b) 12 443.5 mM

(lot RB1-083)
Traitement effectué / P
kcoups/s 80 £+ 30 6
Dy (nm)? 700 + 70 6.2+0.2
Indice de polydispersité 0.4 0.27
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.7
Conc. finale (mM) / 42.3

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
Composé 12 dans ED :

Tableau A - 35: Elimination et quantification des agrégats par twéagation et filtration

d’une solution de compod® a 53.7 mM.

12 4 53.7 mM dans BD
(lot RB1-083)

Traitement effectué
kcoups/s

Dy (nm)?

Indice de polydispersité
Nombre de mesures

% d’agrégats retirés

Conc. finale (mM)

/

150 £ 10
390 + 120
0.55
2
/

/

b

9
3+0.3
0.26
2
2.7
52.2

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Dans le cadre de I'étude par SANS de l'effet GE€®; sur le composé?2, 2 équivalents de
K,CQO; ont été ajouté sur 20 mM de, préparée par dilution de la solution mére a H2\2.

Le mélange a ensuite été centrifugé et filtré afn retirer les éventuels agrégats. La
guantification des agrégats ainsi éliminés a eaqetmis de corriger la concentration de CDs

en solution lors du traitement des données de SANS.

Tableau A - 36 : Elimination et quantification des agrégats par tédungation et filtration du
mélange dd2 a 20 mM + KCQO; 2 équivalents.

12220 mM 12 4 20 mM (lot RB1-083)

(lot RB1-083) + K,CO3 2 eq. dans RO
Traitement effectué / / b
kcoups/s 12 430 = 190 6
Dy (nm)? 1150+ 1920 700 £ 650 3+04
Indice de polydispersité 0.89 0.6 0.28
Nombre de mesures 4 4 2
% d’agrégats retirés / / 4.49
Conc. finale (mM) / / 18.98

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

Par la suite, un mélange d@ (lot RB1-045) et de 2 équivalents deGO; a été prépare par
I'équipe GOBS pour les analyses T-ROESY. Cet édlmmfa ensuite été analysé par SANS,
sans filtration préalable. Un résultat similairecdui du mélangé2 a 20 mM (lot RB1-083) +
K2COs; 2 eq., préecédemment analysé, a été obteinChapitre 3 ; Tableau 2£3Au vu de la
faible quantité d’agrégats formés dans ces comdifita filtration du mélange n’est donc pas

nécessaire avant 'analyse SANS.
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Composé 16 :

Tableau A - 37 : Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compodé a 42 mM.

16 a 42 mM

(lot DC364+lot DC359)
Traitement effectué / b
kcoups/s 204 7
Dy (nm)? 290 £ 400 2.4+0.5
Indice de polydispersité 0.92 0.24
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 15
Conc. finale (mM) / 41.4

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

Composé 16 dans ED :

Un mélange dd6 (lot DC374) a 22 mM et de 1.5 équivalents d&€€&; a été préparé par
I'équipe GOBS pour les analyses T-ROESY. Cet édlamt ensuite été analysé par SANS.

D-Analyses annexes deg-CDs pontées étudiées dans le
chapitre 3 - partie ll -B - 1
Composé 18 :

Tableau A - 38: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compod4& a 15 mM.

18 a 15 mM

(lot WhC20416)
Traitement effectué / b
kcoups/s 570 3
Dy (nm)? 620 + 31 16 +15
Indice de polydispersité 0.42 0.32
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.9
Conc. finale (mM) / 14.7

& La taille de particule relevée correspond a adli@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
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Composé 19 :

Tableau A - 39: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration

d’une solution de compod® a 15.2 mM.

19a15.2mM

(lot WhC304)
Traitement effectué / b
kcoups/s 50 £20 4
Dy (nm)? 430 + 30 23+0.7
Indice de polydispersité 0.7 0.47
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 5.4
Conc. finale (mM) / 14.4

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
Composé 20 :

Tableau A - 40 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compo® aa) 15.1 mMp) 15 mM,c) 15.2 mM etl) 10.2 mM.

a) 20415.1 mM
(lot PE093.1)

Traitement effectué / b
kcoups/s 40 3
Dy (nm)? 580 + 40 9+7
Indice de polydispersité 0.43 0.34
Nombre de mesures 2 3
% d’agrégats retirés / 12.7
Conc. finale (mM) / 13.2
b) 20a15mM

(lot JUC40516)
Traitement effectué / P
kcoups/s 200 3
Dy (nm)? 370 1.6+1
Indice de polydispersité 0.44 0.45
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.2
Conc. finale (mM) / 14.8
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0) 204 15.2 mM

(lot JUC40516)
Traitement effectué / P
kcoups/s 200 4
Dy (nm)? 340 + 70 27+0.6
Indice de polydispersité 0.43x0.14 0.4
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 2.4
Conc. finale (mM) / 14.8
d) 20a10.2 mM

(lot PE209.1)

Traitement effectué / b
kcoups/s 90 +£10 3
Dy (nm)? 350 + 20 200 £ 140
Indice de polydispersité 0.59 0.52
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 6.8
Conc. finale (mM) / 9.56

& La taille de particule relevée correspond a adli@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

Composé 21 :

Tableau A - 41 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compos¥l aa) 15 mM eb) 8.4 mM.

a) 21a15mM

(lot WhC50416)
Traitement effectué / b
kcoups/s 80 £ 30 4
Dy (nm)? 500 4+3
Indice de polydispersité 0.61 0.35
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 8.5
Conc. finale (mM) / 13.7
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b) 21a8.4mM

(lot WbC51016)
Traitement effectué / P
kcoups/s 360 £ 200 10
Dy, (nm)? 890 £ 90 280 + 40
Indice de polydispersité 0.64 0.56
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 9.7
Conc. finale (mM) / 7.5

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
Composé 22 :

Tableau A - 42 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration

d’'une solution de compo&R a 17.2 mM.

22al17.2mM

(lot WbC60716)
Traitement effectué / P
kcoups/s 814 5
Dy, (nm)? 220 + 310 100+ 8
Indice de polydispersité 0.66 0.72
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 1.4
Conc. finale (mM) / 16.9

% La taille de particule relevée correspond a adili@pic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

344



E-Analyses annexes des composés étudiés dans le da@ -

partie |l

B-2

monosubstituées

lors de

I'étude des B-CDs pontées

1- Analyses DLS effectuées sur le composé 20

Composé 20 :

Tableau A - 43 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compos® aa) 15.5 mM eb) 15.1 mM.

a) 20a15.5mM

(lot PE093.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s / 10
Dy (nm)? / 290 + 410
Indice de polydispersité / 0.66
Nombre de mesures / 2
% d’agrégats retirés / 5.8
Conc. finale (mM) / 14.6
b) 204 15.1 mM

(lot PE209.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s 70 2
Dy (nm)? 1040 + 10 20 + 20
Indice de polydispersité 0.41 0.33
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 4.7
Conc. finale (mM) / 14.4

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
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2- Analyses effectuées sur le composé 23

Composé 23 :

Tableau A - 44 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compos3 aa) 16 mM,b) 15.5 mMc) 14.5 mM etl) 15.3 mM.

a) 23a16 mM

(lot PE089.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s 4000 7
Dy (nm)? 660 + 25 3+0.6
Indice de polydispersité 0.21 0.48
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés / 36.8
Conc. finale (mM) / 10.1
b) 23a 155 mM

(lot PE089.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s / 14
Dy (nm)? / 3.4+0.3
Indice de polydispersité / 0.48
Nombre de mesures / 4
% d’agrégats retirés / 64.6
Conc. finale (mM) / 5.2
c) 23al14.5mM

(lot PE089.1)
Traitement effectué / b
kcoups/s 1900 + 300 60 £ 80
Dy (nm)? 2700 £ 1300 3.5+0.6
Indice de polydispersité 0.49 0.53+0.16
Nombre de mesures 4 4
% d’agrégats retirés / 9.4
Conc. finale (mM) / 13.1
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d) 234153 mM

(lot PE230.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s 3300 7
Dy, (nm)? 370 + 80 3.9+0.2
Indice de polydispersité 0.64 0.25
Nombre de mesures 4 3
% d’agrégats retirés / 18
Conc. finale (mM) / 12.6

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
¢ Solution centrifugée et filtrée un jour avant bdyse Cryo-MET

2.5+ = 23a05mM
—— Modélisation
23a1mMm
Modélisation
= 23426 mM-essais 1
—— Modélisation
23 a 2.6 mM - essais 2
Modélisation
= 23a6mM
—— Modélisation
232413 mM -essais 1
Modélisation
= 23 a13 mM - essais 2
. . : . : . - 3 . Modélisation
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
concentration (mM)

kcal/mol de molécules injectées

Figure A - 2: Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'daicompos@3 a différentes

concentrations. La modélisation a été effectuée svenodele isodesmique.

Tableau A - 45: Reésultats de la modélisation, avec le modele modpie, de l'auto-

association du compo&3.

23
(lot PE089.1)
Ka (M™) 11000
AG (kcal/mal) -7.8
AH (kcal/mol) -2.9
-TAS (kcal/mol) -4.9

% Modélisation globale sur sept essais effectudagudifférentes concentrations : a 13 mM, 5.2 mhg, &M, 1
mM et 0.52 mM apres retrait respectivement desitrnie et deuxiéme points des isothermes obtengesles
solutions & 0.5 mM et 1 mM.
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Composé 23 dans ED :

Tableau A - 46 : Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compo28 a 15.7 mM.

23 a15.7 mM dans BO
(lot PE089.1)

Traitement effectué / b
kcoups/s 2400 + 90 10
Dy (nm)? 1500 + 400 29+0.2
Indice de polydispersité 1 0.71
Nombre de mesures 2 2

% d’agrégats retirés / 55.7
Conc. finale (mM) / 6.9

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat

3- Analyses effectuées sur le composé 24

Composé 24 :

Tableau A - 47 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration des
solutions de compos3 aa) 15.1 mM eb) 15.4 mM.

a) 244151 mM

(lot JU332)
Traitement effectué / P
kcoups/s 3600 30
Dy (nm)? 920 £ 20 9
Indice de polydispersité 0.25 0.54
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 5.5
Conc. finale (mM) / 14.3
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b) 24 415.4 mM
(lot JU332)

Traitement effectué / P
kcoups/s 570 20
Dy, (nm)? 370 + 20 7+3
Indice de polydispersité 0.28 0.33
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 3
Conc. finale (mM) / 14.9

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
¢ Solution centrifugée et filtrée deux jours avaamalyse Cryo-MET

2,54

2,01
1,54 \
= 24a25mM
——— Modélisation
1,04 24 a5 mM
Modélisation
= 24310 mM - essais 1
0,51 \.\ — Modélisation
1 et 24 4 14 mM - essais 2
0,0 e i Modélisation
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
concentration (mM)

kcal/mol de molécules injectées

Figure A - 3: Isothermes obtenues lors de la dilution dans I'daicompos@4 a différentes

concentrations. La modélisation a été effectuée svenodele isodesmique.

Tableau A - 48: Résultats de la modélisation, avec le modéle modpie, de I'auto-

association du compo23.

24
(lot JU332)
Ka (M™) 28000
AG (kcal/mol) -8.3
AH (kcal/mol) -2.8
-TAS (kcal/mol) -55

& Modélisation globale sur quatre essais effectugsgaatre concentrations suivantes : a 14.3 mMg M, 5.2
mM et 2.6 mM
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Composé 24 dans ED :

Tableau A - 49 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration

d’une solution de compo24 a 15.4 mM.

24 a 15.4 mM dans BO
(lot JU332)

Traitement effectué / b
kcoups/s 3200 30
Dy (nm)? 800 + 50 7.4+0.1
Indice de polydispersité 0.13 0.66
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 13.9
Conc. finale (mM) / 13.3

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

Composé 6 dans BD :

Tableau A - 50: Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration
d’'une solution de compo$a 12 mM préparée dans NaOH 1 équivalent un joanaves

mesures par DLS.

6 a12.6 mM dans RO
(lot NT186.2)

Traitement effectué / P
kcoups/s 140 + 20 4
Dy, (nm)? 630 £ 2 23%2
Indice de polydispersité 0.55 0.4
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés / 3.5
Conc. finale (mM) / 12.1

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat

4- Détermination du facteur de dilution de I'analyse TDA en mode
impulsion

Pour la détermination du facteur de dilution dendlygse TDA en mode impulsion, une
solution de composg4 a 14.9 mM d’une part et une solution d'un polym&rg5.2 mM (un

poly(styrene sulfonate) (PSS) de 1800 g/mol) daptrt, ont été injectées en mode front. En
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mode front, I'injection du composé est continuet taw long de I'analyse, il N’y a donc pas de
dilution de I'échantillon Figure A - 4). Le facteur de dilution a été déterminé en fdigan

rapport de l'intensité du signal UV en mode impanssur I'intensité en mode front.

—— PSS a15.1 mM —injection en mode implusion
—— PSS a15.1 mM —injection en mode front
Ligne de base

1200+
1000+
800
600+
400+

Absorbance (mAU)

200+

0

8 9 10 11 12
Temps (min)

Figure A - 4 : Taylorgrammes obtenus pour le PSS injecté en mogrsgsion et front.

F- Analyses annexes des composés étudiés dans le dhapl -

partie |

1- Analyses DLS effectuées sur lasCDs substituées

Composé 26 :

Tableau A - 51: Elimination et quantification des agrégats par twéngation et filtration

d’'une solution de compo26é a 31.2 mM.

26 a31.2mM

(lot RB1-062)
Traitement effectué / P
kcoups/s 210 7
Dy, (nm)? 410 £ 10 170 £ 130
Indice de polydispersité 0.24 0.48
Nombre de mesures 2 6
% d’agrégats retirés 25
Conc. finale (mM) 30.4

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 26 dans ED :

Tableau A - 52 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration
d’une solution de compo26é a 31.2 mM.

26 a 25.7 mM dans BO
(lot DC362)

Traitement effectué / b
kcoups/s 30+20 5
Dy (nm)? 370 £ 220 3+1
Indice de polydispersité 0.95 0.25
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 3.9
Conc. finale (mM) 24.7

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifumgat
Composé 27 :

Tableau A - 53: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compo&& a 14.95 mM.

27 a14.95 mM
(lot DC263)

Traitement effectué / b
kcoups/s 2100 70
Dy (nm)? 920 + 280 230 £ 20
Indice de polydispersité 0.4 0.33
Nombre de mesures 2 8
% d’agrégats retirés 0.9
Conc. finale (mM) 14.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifimgat
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Composé 28 :

Tableau A - 54 : Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration

d’une solution de compo28 a 13.9 mM.

28a13.9 mM
(lot DC266)

Traitement effectué / b
kcoups/s 800 + 80 5
Dy (nm)? 370+5 3.1+0.2
Indice de polydispersité 0.62+0.18 0.35
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 7.8
Conc. finale (mM) 12.8

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
Composé 29 :

Tableau A - 55: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compo28 a 20 mM.

29 220 mM

(lot DC236)
Traitement effectué / b
kcoups/s 220 20
Dy (nm)? 260+ 2 190 + 20
Indice de polydispersité 0.25 0.76
Nombre de mesures 2 4
% d’agrégats retirés 2.1
Conc. finale (mM) 19.3

& La taille de particule relevée correspond a adli@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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2- Caractérisation du composé 30

La caractérisation structurale par RMN du compB6éa été effectuée dans MeOD par
I'équipe GOBS. IIs ont effectué un essai de cristallisation et obtenu des cristaux sous
forme d’aiguilles. Ces cristaux ont été caractérigér diffraction de rayons X. Cela a permis
de mettre en évidence un arrangement cristalliis tiquel un des phényles est inclus dans la
cavité de la CD adjacente permettant ainsi la ftional’'un PSM linéaire de CDs présentant
un espacement de 1.01 nm entre chaque unité moaoh@Z phényle permet quant a lui
I'établissement d’un 2niveau d’assemblage via la formation de domaiyesdphobes entre
les phényles de 6 colonnes de PSM de CDs. Lessusiéstitutives de ce®iveau
d’assemblage sont également associées entre atlelep liaisons hydrogene permettant ainsi
la formation d’un Sniveau d’assemblage hiérarchiqiéglre A - 5). Par ailleurs, cette étude
par diffraction de rayons X, a aussi permis de icor@dr que le pont a 4 carbones n’induisait

par de déformation de la cavité de-CD.
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Annexe 3

Niveau 3

Vue de coté

Vue du col
primaire

Niveau 1

Figure A - 5: Schéma des différents niveaux de hiérarchie deabgement cristallin du

compos&0 (adaptation & partir de la ref).

La distance de 1.01 nm entre chaque unité monod&teeminée sur ce COmposé a ensuite été
utilisée comme distance inter-monomeres lors deadeactérisation des autres composés

étudiés durant ce projet.
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G-Analyses annexes des composés étudiés dans le dnapgt -

partie Il

1- Analyses DLS de$-CDs

Composé 20 :

Tableau A - 56 : Elimination et quantification des agrégats par twédngation et filtration

d’une solution de compo&e a 15 mM.

20a15mM

(lot PE234.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s 230 £ 40 2
Dy (nm)? 570 £ 100 3.6+3
Indice de polydispersité 0.35+0.13 0.36
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 14.5
Conc. finale (mM) 3.4

% La taille de particule relevée correspond a adiligpic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
Composé 23 :

Tableau A - 57 : Elimination et quantification des agrégats par twéngation et filtration

d’une solution de compo&8 a 15 mM.

23a15.1mM

(lot PE253.1)
Traitement effectué / P
kcoups/s 270 9
Dy (nm)? 450 + 30 260 £ 20
Indice de polydispersité 0.32+0.01 0.71
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 8.8
Conc. finale (mM) 14.4

% La taille de particule relevée correspond a adili@pic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive & la centrifigat
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Composé 23b :

Tableau A - 58: Elimination et quantification des agrégats par téagation et filtration
d’une solution de compo28b a 15.1 mM.

23b a 15 mM

(lot PE219.1)
Traitement effectué / b
kcoups/s 2060 10
Dy (nm)? 560 +5 3.2+0.1
Indice de polydispersité 0.38 0.44
Nombre de mesures 2 3
% d’agrégats retirés 4.2
Conc. finale (mM) 14.4

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
Composé 24 :

Tableau A - 59 : Elimination et quantification des agrégats par téngation et filtration
d’une solution de compo24 a 15.3 mM.

24 3 15.3 mM
(lot JU332)

Traitement effectué / b
kcoups/s 1280 20
Dy (nm)? 570 £ 30 6.8+0.6
Indice de polydispersité 0.31 0.36
Nombre de mesures 2 2
% d’agrégats retirés 3.9
Conc. finale (mM) 14.7

& La taille de particule relevée correspond a adili@ic majoritaire en intensité.
b Centrifugation (15300 g / 30 min) et filtration 2Qum) avec filtration consécutive a la centrifumgat
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2- Analyses RMN DOSY des composeés 20, 23 et 23b effeet par
I'équipe GOBS

23b
3,04

2,54 u " . "

2,04

D x 10*° (m2/s)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentration (mM)

Figure A - 6: RMN DOSY en fonction de la concentration@D 600 MHz, 300 K) des
compose0, 23 et23b.

3- Analyses de dichroisme circulaire de la FITPPS, a différentes

concentration

Afin de vérifier 'absence d’assemblage dans laitsmh a 0.02 mM de FHPPS ainsi que
I'absence de signal de dichroisme circulaire (@)sdnos solutions de porphyrine, nous avons

effectué les mesures UV et cd des solutions tén{bigsire A - 7).

Pour la préparation des solutions delPPS, une solution mere a 5 mM de TPPS a été
réalisée puis diluée le lendemain de sa préparag@omne solution tampon d’acide formique

a 300 mM de maniere a former une solution a 0.1aH 3.5 qui a ensuite été diluée a 0.05
ou 0.02 mM.

Quand la concentration deFPPS passe de 0.1 mM & 0.02mM on observe la disparitémn
bandes associées aux agrégats J ainsi que I'avaimente la bande a 644 nm associée aux

monomeres.
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—— H,TPPS,2 0.1 mM pH 3.5
8  —— H,TPPS,a0.05 mM pH 3.5
—— H,TPPS,a 0.02 mM pH 3.5

80+

40

0

404

Ellipticité molaire (L/cm.mol)

-804

350 400 450 500 550 600 650 700 750

b)
1,6

1,2

0,8+

Absorbance

0,4+

0,04

A (nm)

M J M J

¥

350 400 450 500 550 600 650 700 750

A (nm)

Figure A - 7 : Spectres cd) et UVb) de HTPPS a 0.1, 0.05 et 0.02 mM

4- Etude de l'interaction B-CD native/H,TPPS, par mesures de cd

Les CDs sont connues pour interagir avec les TARSInclusion de deux des fonctions

sulfonates Eigure A - 8)%

/] R
>’g§’s’\: 3O % O
\— el

P 0,\0 B-CD:TPPS, oA BCDHTPPS,

© S

Figure A - 8: Schéma de linteraction entra) la f-CD native et la TPRPSsous forme

basique et entrb) la f-CD native et la HTPPS (figure issue de la ref).
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Nous avons donc caractérise, par analyses UV desanélanges tamponnés a pH 3.3de
CDs natives & 5 mM et de,F PPS a 0.02 mM, i.e. sous forme monomeére, et 0.05 md4, i
sous forme associée, afin d'avoir des spectregemfés nous permettant de vérifier la
présence d’éventuelle interactions par inclusiotadé, TPPS dans nos composésigure A
-9).

a) H,TPPS, 4 0.02 mM + -CD & 5mM pH 3.5 b) H,TPPS, & 0.05 mM + B-CD & 5 mM pH 3.5
—— H;TPPS;a0.02 mM pH 3.5 — H,TPPS,a40.05 mM pH 3.5
% =
g 80 S 80
£ £
(&)
S 40 S 401
o o
2 :
@ -40- @ -40-
3] S
2 .80 = -804
Lu T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750 350 400 450 500 550 600 650 700 750
A (nm) A (nm)
M J M J
10 M J M J 1.0
0,84 0,8
[}
2 06 S 06
8 g
2 0,41 S 0,41
< g
0,24 0,2
0,01 0,04 __~7\
350 400 450 500 550 600 650 700 750 350 400 450 500 550 600 650 700 750
A (nm) A (nm)

Figure A - 9: Spectres cd et UV de Il FPPS aa) 0.02 mM eb) 0.05 mM en absence et

présence dg-CD a 5 mM. J et H représentent respectivemergitggaux des agrégats J et H
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[H,TPPS,] (mM) | +B-CD

0.02

0.05

Figure A - 10: Photos des solutions a pH 3.5 dgTRPS a 0.02 et 0.05 mM en absence et
présence dg-CD a 5 mM

Lorsque lap-CD native a 5 mM est ajoutée a laTPPS a 0.05 mM, on observe la
disparition des bandes d’absorption des agrégaas 490 et 705 nm et I'augmentation

d’intensité des bandes d’absorption du monomei@3aett 644 nmKigure A - 9-b).

Lors du mélange de IA-CD native avec la FPPS quelle que soit sa forme, on note
'apparition sur le pic du monomere d’'un épaulem&mtl8 nm igure A - 9-aetb). En
effet, I'inclusion des sulfonates entraine une dumion du pKa des amines de la porphyrine
qui se retrouve alors sous forme basfq@ela explique I'apparition de ce pic d’absorption
proche de la bande d’absorption de la TPRSiqué.

On constate également I'absence de signal cd exemqré et absence de CD quel que soit la
concentration en HPPS.

Cet essai, nous indique que la disparition des dmdthbsorption des agrégats J au profit de
'apparition de celles des monomeres lors de I'njd&t CDs pourrait étre le signe d’'une
inclusion. Dans le cas des CDs pontées, on peendant s'attendre a ce que la présence du
pont empéche ce phénomeéne.
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Pembouong Gaélle — Caractérisation de Polyméres Sapnoléculaires Hiérarchiques a
Base de Cyclodextrines Fonctionnalisées - 2018

Résumeé :

Les systemes moléculaires de taille nanométriqaneismpliqués dans une grande variété de procédés
et de fonctions biologiques. La compréhension désamismes permettant le contréle de leur structure
a plusieurs échelles présente un grand intéréteRample, malgré le défi que cela représente, il
n'existe actuellement aucun systéme synthétiquengttaint la formation d’objets fibrillaires de
diamétre monodisperse et modulable en milieu aquegokjectif de ce travail est de développer une
boite a outils moléculaires de cyclodextrines (CBé8)ectivement di-fonctionnalisées de facon a
pouvoir s’auto-assembler sous forme de fibres poueasuite s’associer pour former des assemblages
hiérarchiques via des interactions secondairestud& de la formation du premier niveau
d’assemblage de ces composés par viscosimétrie efTEANS a montré que I'utilisation de CDs
pontées permet de favoriser la polymérisation decomposés en supprimant le phénoméne d’auto-
inclusion. Cette étude a permis de développer gelpmeéres supramoléculaires (PSM) cationiques a
base de-CDs fonctionnalisées possédant des degrés de gobation relativement élevés. Leur
capacité a former des PSM hiérarchiques en présinpelyanions rigides a ensuite été évaluée par
analyses DLS, spectroscopie et cryo-MET. Dans dadittons de concentration en CDs et de rapport
en charges optimisées, trois différents assemblaigearchiques solubles dans I'eau ont été formés.
Nous avons montré que le premier niveau d’'associainsi que la directionnalité des interactions
secondaires étaient des parameétres clés pourr@fion d’assemblages hiérarchiques stables et de
morphologies bien définies. Ces structures modetallous serviront donc de plateformes pour
étudier et mieux comprendre les mécanismes immigdans la formation des assemblages
hiérarchiques.

Mots clés : Cyclodextrines, interaction hote-inyvaéto-assemblage, hiérarchie, calorimétrie

Characterization of Hierarchical Supramolecular Poymers Based on Functionalized
Cyclodextrins

Abstract :

Molecular systems with nanometer-sized dimensioasrevolved in a wide variety of processes and
biological functions. Understanding the mechanistostrolling their multi-lengthscale structure
presents a major interest. For instance, despisectiallenge, there is so far no reliable synthetic
system forming well-defined tunable fibrillar objecwith a monodisperse diameter in aqueous
solution. The aim of this work is to develop a tdmx of di-functionalized cyclodextrins (CDs)
specifically designed to self-assemble into suptemuar rods that could then reach higher levels of
hierarchy via interactions mediated by the seconflarctionalization. The study of the first levdl o
association of these compounds by viscosimetry, dfi@ SANS showed that the use of bridged CDs
allows the polymerization by suppressing the gsaiftision phenomenon. As a result, we developed
two tunable cationic supramolecular polymers (SMB3ed on functionalizef-CD with relatively
high polymerization degrees. Their ability to foimerarchical SMP with rigid polyanionic species
was then assessed by DLS, spectroscopy and cryo-TEbptimized concentration and charge ratio
conditions, three different water-soluble hieracahiassemblies were formed. We showed that the firs
level of association and the high directionalitytbé secondary interactions are key parameters to
achieve these stable, well-defined, hierarchicaémblies. These tunable structures will be theeefor
used as a platform to get greater insight intoanaical assembling processes.

Keywords : Cyclodextrin, host-guest interactiorf-aesembly, hierarchy, calorimetry



