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INTRODUCTION GENERALE

Les interactions intermoléculaires sont a la base des processus de formation d’assemblages
supramoléculaires. Ces interactions sont présentes dans de nombreux systémes du monde du vivant
et sources d’inspiration au laboratoire lors de I'élaboration de récepteurs moléculaires. Congue dans
le but d’obtenir des récepteurs synthétiques capables d’étre aussi efficaces et sélectifs que les
récepteurs naturels, la chimie combinatoire dynamique est une approche qui s’est distinguée de la
synthése traditionnelle. Cette approche, qui peut étre mise en ceuvre en conditions douces, est
développée depuis la fin du XX® siécle et s’inspire des travaux de Pedersen sur la synthése des éthers
couronnes par « effet template ». L'objectif de ce manuscrit est de concevoir des récepteurs par une
approche chimie combinatoire dynamique (CCD) et d’analyser les affinités de ces récepteurs pour des
molécules d’intérét biologiques en milieu aqueux.

Dans un premier chapitre, nous développerons une famille de para-cyclophanes contenant des liaisons
disulfures : les dyn[n]arenes. Ces macrocycles synthétisés via une approche de CCD ont été obtenus a
I’échelle du gramme a partir de briques moléculaires de type 1,4-dithiophénol polyfonctionnalisé, par
formation de ponts disulfures. Une attention particuliéere sera portée ici aux dyn[n]arénes
hydrosolubles fonctionnalisées par des groupements carboxylates (n = 3, 4). Les caractéristiques
structurales de ces édifices seront étudiées, ainsi que leurs propriétés de reconnaissance pour des
polyamines, métaux et acides aminés. D’un point de vue fondamental, I’étude de la complexation du
dyn[4]aréne avec une série d’a,w-alkyle-diamines de longueur de chaine croissante permettra de
montrer le réle capital des processus de solvatation/désolvatation lors de la reconnaissance : I'eau est
donc un partenaire a part entiere lors de la complexation en solution aqueuse, pouvant étre a I'origine
de la sélectivité d’un hote pour un invité. La flexibilité conformationnelle des dynarénes et la capacité
a subir un ajustement induit seront exploitées pour effectuer de nouvelles complexations d’acides
aminés a l'aide de métaux effecteurs. Une étude de la reconnaissance moléculaire de polyamines
biogéniques par les dynarénes sera menée in cellulo dans le but d’explorer I'effet cytostatique anti-
prolifératif transitoire de ces cyclophanes sur les cellules cancéreuses Hela. Une série d’expérience
sera présentée dans le but d’identifier le mode d’action du macrocycle, son éventuelle internalisation
au sein des cellules et la raison du caractére transitoire du phénomeéne observé.

Dans un second chapitre, les réactions d’extrusion de soufre seront présentées comme voie potentielle
de post-modification des dyn[n]arénes. Les méthodes décrites depuis les années 1960 pour former des
thioéthers a partir des disulfures pourraient nous permettre d’obtenir des dérivés des dynarénes
structurellement plus robustes face aux oxydants et nucléophiles présents lors de processus de
reconnaissance moléculaire. Ainsi, a partir de molécules modeles, nous tenterons de montrer qu’il est
possible de combiner chimie combinatoire dynamique et post-conversion par les deux grandes
stratégies de substitutions nucléophiles décrites dans la littérature : la substitution directe a I'aide d’'un
thiol et la substitution a I'aide d’un agent phosphoré sur des disulfures. Une chimiotheque composée
d’une nouvelle famille de macrocycles capables d’effectuer de I'extrusion spontanée et inattendue de
soufre sera étudiée. Ces hétérocycloligomeres pourront servir de point de départ a la conception de
récepteurs a acides aminés.

Enfin, dans le dernier chapitre, nous présenterons une nouvelle classe de molécules peu décrite dans
la littérature : les iminodithiocines. Ces édifices chiraux en forme de V sont des objets structurellement
proches de bases de Troger. Les bases de Troger ont notamment été incorporées dans des édifices
macrocycliques hydrosolubles : leur rigidité et leur forme de pince moléculaire ont été exploitées pour




effectuer de la reconnaissance moléculaire, notamment d’acides nucléiques. Nous étudierons dans un
premier temps la formation d’iminodithiocines fonctionnalisées et hydrosolubles a partir de briques
monothiophénols. Nous présenterons enfin différents précurseurs dithiophénols, concus dans le but
de créer des nouveaux cavitands polydithiocines se distinguant des dynaréenes a la fois par la forme

(cavité ovoide et non parallélépipédique) et I'orientation des groupements substituants (équatoriaux
et non axiaux).
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1) Présentation de la chimie supramoléculaire
1) Généralités

La chimie supramoléculaire est une branche de la chimie basée sur I'’étude des interactions
non covalentes entre plusieurs molécules. Jean-Marie Lehn l'introduit, en 1978, comme une chimie
dite « au-dela de la chimie moléculaire » ou I'on forme des assemblages non covalents entre
molécules.? Les travaux de recherche en chimie supramoléculaire consistent a étudier le
comportement de molécules entres elles et tentent d’identifier les propriétés résultantes lors de leurs
assemblages.? Les interactions sont a 'origine des phénoménes biologiques tels que le transport
membranaire ou encore la catalyse enzymatique, sources d’inspiration de la chimie supramoléculaire.
La conception de ces édifices a I'échelle du laboratoire constitue, pour le chimiste, un moyen de
reproduire des systemes biologiques, dans le but d’étre capable de les comprendre, les analyser et
d’aller jusqu’a les mimer. Un panel de liaisons intermoléculaires est connu dans la littérature selon la

23 les cing grandes classes de forces

nature des constituants des différents partenaires.
intermoléculaires, catégorisées selon leurs forces et les fonctions chimiques des partenaires lors de
I'interaction sont présentées sur la figure 1. Ces forces sont plus faibles que les liaisons covalentes (qui
elles, sont supérieures a 200 kJ.mol?) donc les assemblages supramoléculaires sont moins stables sur

le plan thermodynamique et plus labiles sur le plan cinétique que les édifices covalents.
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Figure 1 : principales forces intermoléculaires

2) Description des premiers h6tes supramoléculaires
Une supramolécule peut étre décrite comme I'assemblage de deux ou plusieurs molécules :
un « hote » accueille un partenaire qualifié « d’invité » dans un site favorisant les interactions
intermoléculaires. On parle alors de chimie hote-invité (figure 2). De maniére générale, I’h6te est une
molécule organique macrocyclique possédant des sites d’interaction effectuant des liaisons de facon
convergente et I'invité de facon divergente.*
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Ligand - invité

Récepteur - hote Supramolécule — complexe
« héte —invité »
Sites d’interaction A Sites d’interaction
A convergents divergents ™. Forces intermoléculaires

Figure 2 : Présentation de la réaction élémentaire de la chimie « hote —invité »

Le fil conducteur de la chimie supramoléculaire depuis les années 1970 s’articule autour de
I’élaboration d’hotes synthétiques, efficaces et sélectifs pour une molécule invité ciblée.
Historiquement, la chimie supramoléculaire débute avec la complexation de cations par des éthers
couronnes (figures 3a et 3b) : ’héte qui présente les sites de coordination convergents est I'éther
couronne, et la molécule présentant les sites de coordination divergents est par exemple un cation
alcalin, ici K*. Ici, les interactions intermoléculaires qui régissent la formation de complexe héte-invité
sont des interactions de type ion-dipole entre les doublets des oxygenes et le cation. La découverte
des éthers couronnes a été récompensée d’un Prix Nobel attribué a Pedersen en 1987 et de nombreux
éthers couronnes sont répertoriés dans la littérature.> La complexation du potassium par un éther
couronne permet de mimer le processus qu’effectue la valinomycine (figure 3c), synthétisée dans les
bactéries®: cette molécule posséde une structure en forme de couronne et permet, aprés
complexation a I'aide des groupements carbonyles convergents vers le centre de la structure, le
transport des ions potassium a travers les membranes. Les éthers couronnes sont ainsi des molécules
modeles simplifiés permettant une représentation des processus du monde du vivant.
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Figure 3 : a) Schéma d'un éther couronne, b) complexe "hote-invité" entre un éther-couronne et un
cation potassium, c) structure de la valinomycine.

Ainsi, au fur et a mesure du développement de nouveaux outils synthétiques et d’analyses, de
nouveaux macrocycles ont été ajoutés a la famille des hotes supramoléculaires. Plusieurs motivations
peuvent justifier la synthése de nouveaux hétes pour complexer différents invités. Ces hotes peuvent
donc présenter :

- Dessites de coordination plus ou moins nombreux et variés.

- Unvolume d’accueil plus ou moins important.

Ainsi, une nouvelle génération d’hotes supramoléculaires, les cyclodextrines (figure 4a) sont décrites
dans la littérature et présentent structurellement une cavité plus développée dans 'espace avec
plusieurs sites de coordinations. Elles ont été décrites comme des hotes étant capables de séquestrer,
entre autres, des composés aromatiques’. Les calixarénes (figure 4b) sont apparus comme une
nouvelle génération d’hote supramoléculaire : la présence d’une cavité en forme de cone a permis de




complexer des petits composés aromatiques par m-stacking ou encore de piéger du monoxyde
d’azote®. Ces entités font alors partie des structures incontournables de la chimie supramoléculaire.
Parmi les autres structures incontournables, on peut citer les cryptands (figure 4c), découvert par Jean-
Marie Lehn, ou encore les sphérands (figure 4d), découvert par Donald James Cram. Lehn et Cram sont
tous les deux lauréats du Prix Nobel en 1987 avec Pedersen.!® Ces divers hétes présentent ainsi une
cavité bien définie, de volumes différents avec des sites d’interactions variés.
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Figure 4 : Exemples d’hotes : a) cyclodextrine, b) calixaréne, c) cryptand et d) sphérand

Hormis les cyclodextrines, la synthese de tels composés est généralement fastidieuse et
demande souvent de nombreux efforts en termes de purification. En effet, la synthése d’un macrocycle
souhaité conduit généralement a la formation de plusieurs sous-produits : d’autres macrocycles avec
des propriétés similaires qu’il faut séparer, ou des especes linéaires non désirées. La découverte
fortuite par Pedersen des éthers couronnes a permis de décrire « I'effet template » selon lequel la
prédisposition des constituants du futur récepteur autour d’'une molécule facilite sa formation. Il est
possible de récupérer le macrocycle formé en éliminant le template du milieu réactionnel. Un
développement de cette approche a été effectué et mis en pratique dans des stratégies plus récentes :
c’est le principe de la chimie combinatoire dynamique.

3) La chimie combinatoire dynamique

A)  Présentation

De maniere a former des macrocycles dans des conditions douces, le concept de chimie
combinatoire dynamique (CCD) a initié dans les années 90.1' Le principe de cette approche est
présenté a la figure 5. Une ou plusieurs entités, appelées « briques moléculaires » pouvant se lier par
des liaisons réversibles sont mises en solution. Il est ainsi possible de former toutes les diverses
combinaisons possibles en termes de taille et de séquence d’oligoméres. La réversibilité de la
formation des liaisons est mise en jeu jusqu’a atteindre un état d’équilibre entre les différents
oligoméres. Le systéme est appelé « chimiothéque dynamique ».12 Sous contrdle thermodynamique,
les proportions de chacune des espéeces formées sont directement reliées a leurs stabilités. Par ajout
d’un template adéquat, la réversibilité des réactions de formation des liaisons entre les différentes
briques entraine des modifications dans les stabilités des différentes espéces formées. Il en résulte
donc un changement des concentrations des especes dans la chimiotheque. Le cas optimal est
d’obtenir I'amplification exclusive d’une espece, c’est-a-dire la formation d’une unique espéce dans la
chimiotheque a I’équilibre thermodynamique. Dans ce cas, |'isolation et la purification du macrocycle,




par retrait du template sont grandement facilitées. La reproduction a grande échelle de la bibliotheque
permet une synthése simple de macrocycle, sans employer de techniques de purification fastidieuses.
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Figure 5 : explication du concept de chimie dynamique combinatoire

Les différents liens covalents réversibles qu’il est possible d’exploiter dans cette approche pour
former des macrocycles sont présentés en figure 6.1
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Figure 6 : réactions réversibles utilisées en chimie combinatoire dynamique

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé principalement des thiols aromatiques pour la
formation de ponts disulfures. La chimie des ponts disulfures est compatible avec des conditions
douces, en milieu organique ou aqueux. Elle est donc souvent mise en place dans des chimiothéques
dynamiques. La chimie des ponts disulfures joue de plus un réle important en biologie, car elle est
impliquée par exemple dans la maintenance du potentiel d’oxydo-réduction des cellules ou encore
dans le clivage de I'ADN par la calicheamincine et I'esperamicine’®. A des pH neutres, la
thermodynamique et la cinétique d’oxydation des thiols en disulfures a I'aide du dioxygene sont
favorables (figure 7). Il est aussi possible d’effectuer des réactions d’échanges, entre un pont disulfure
et un thiol libre ou un thiolate, de maniere a former de nouveaux ponts disulfures. Ces réactions




réversibles peuvent donc étre utilisées en CCD pour concevoir de nouveaux récepteurs appliqués en
chimie combinatoire dynamique.

0, H,0
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Figure 7 : Oxydation des ponts disulfure et réversibilité de I'échange

Nous allons faire un résumé des voies de syntheses de thiophénols répertoriées dans la
littérature a ce jour.

B)  Synthése de thiophénols
a) A partir de dérivés halogénés
De nombreuses réactions utilisant la catalyse par les métaux de transition sont utilisées pour
la formation de thiophénols 0-B en partant de composé de type halogénure d’aryle 0-A. Trois voies
principales sont décrites en figure 8.

Voie i :
1) (PEt)3NiCl,, thiourée,
NaBH;CN, DMF, 3h, 60°C

2) CaO \

Voie ii :

X SH
O/ 1) Cul, S5 K,CO3 DMF,12h, 90°C RO/
R -
2) PPh3 ou NaBH,
0-A 0-B
Voie iii :
Pd,(dba); MeCOSK, Xantphos,
i-ProNEt,1,4-dioxane, 25 min

Micro-onde, 160°C

Figure 8 : Voies principales de conversion des halogénures d’aryles en thiophénols.

La voie de synthése i de la figure 8 présente I’action du nickel.** Dans les conditions utilisées,
le composé boré vient réduire le nickel au degré zéro, capable de catalyser un couplage entre la
thiourée et I’halogénure d’aryle 0-A. Apres action de I'oxyde de calcium, on forme un thiol 0-B ainsi
que de l'urée. Cette méthode est cependant peu compatible avec des conditions douces par
I"utilisation du DMF.

La voie de synthese ii de la figure 8 fait intervenir le soufre colloidal comme réactif et le
cuivre(l) comme catalyseur.’® Cette méthode permet d’obtenir le produit soufré 0-B désiré avec des
rendements supérieurs a 85% aussi bien avec des aromatiques enrichis ou appauvris
électroniquement. Un des inconvénients est la restriction du substrat de départ : seuls les composés
de types iodés sont généralement réactifs.




Enfin, la voie iii de la figure 8 repose sur une méthode au palladium?®. Le complexe formé entre
le palladium et le Xantphos catalyse la formation du thiophénol 0-B. L'utilisation des micro-ondes
permet d’atteindre des rendements supérieurs a 85%. Néanmoins, peu de fonctions chimiques sont
compatibles avec ces conditions chimiques, limitant les choix de substrat. Aussi, les dérivés chlorés ne
sont pas réactifs.

Une autre stratégie que nous emploierons dans ce manuscrit fait appel au phénol comme
précurseur de synthése de thiophénols.

b) A partir de phénols — réarrangement de Newman-Kwart
La stratégie majeure reportée dans la littérature pour synthétiser des thiophénols 0-B est la

séquence réactionnelle présentée a la figure 9. L’avantage principal de cette séquence est de partir de
phénol 0-C trés souvent disponible commercialement.

s
CI)J\N/

oH oS s._0
" | RO/ \Ié R~©/ Y
DABCO, DMA AN Chauffage, N

avec ou sans

0-C 0-D solvant 0-E
S 0 KOH SH
T e
N EtOH/H,0
0-E 0-B

Figure 9 : Stratégie de synthese de conversion des phénols en thiophénols

Apres conversion de la fonction phénol de 0-C en fonction O-thiocarbamate 0-D au cours d’une
premiere étape, on effectue un réarrangement de Newman-Kwart pour former le S-thiocarbamate 0-
E. Enfin, une hydrolyse basique conduit a la formation du thiol 0-B souhaité. Les étapes 1 et 3 sont
relativement simples a maitriser en prenant deux précautions : le substituant R doit étre chimio-
compatible avec les conditions basiques employées, et enfin, la libération de thiol en fin de réaction
nécessite de travailler en absence d’oxygene pour prévenir la formation de ponts disulfures. L’étape la
plus difficile a maitriser d’'un point de vue synthétique est le réarrangement de Newman-Kwart lui-
méme. Nous allons détailler les méthodes de la littérature pour effectuer cette réaction.

Cing stratégies majeures ont été développées entre 1966 et 2018 et sont résumées sur la figure
10. La premiere méthode (figure 10 — cadre 1) est la méthode historique par activation thermique
introduite par Newman?'’” et Kwart'®, Celle-ci sera la plus employée dans la suite de ce manuscrit. Elle
se décline en trois différentes versions : avec ou sans solvant par simple chauffage, ou encore avec
solvant par activation micro-onde.
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1 - Induction thermique —
Newman/Kwart et al. (1966)

Avec ou sans solvant, chauffage
classique ou micro-onde (200 a
300 °C)

R électroattracteurs — R = NO,
a 235°C sans solvant chauffage
classiquer=95% BlueLED-r=99%

3 - Réaction photocatalytique

2 - Réaction palladocatalysée — _ Nicewicz et al. (2015)

Lloyd — Jones et al. (2009)

p-Tol
Avec Catalyseur [Pd(tBu3P2]a Catalyseur : = | BF4
2 mol% (100°C) o-Tol \6 p-Tol
1.0 mol %

R électroattracteurs — R = NO,
Toluéne
r>99%

R électrodonneurs —R = OMe a
température ambiante - MeCN

4 - Activation rédox. —

. 5 - Réacti alect talysée —
Pittelkow et al. (2018) ceaction electrocatalysee

Broese et al. (2018)

1 éq. CAN (Cérium (IV) Nitrate
Ammonium) — Température
ambiante

Electrolyse galvanostatique
Température ambiante

R électrodonneurs — R = OMe

R électrod -R=0M
électrodonneurs e r=99%

r=99%

Figure 10 : Conditions classiques pour le réarrangement de Newman-Kwart

Dans le mécanisme proposé (figure 11), I'élément soufre est le meilleur nucléophile capable

d’attaquer le carbone en position ipso du cycle aromatique de 0-D par un processus intramoléculaire.

Il se forme ainsi un intermédiaire réactionnel 0-F de type 1,3—oxathietane a 4 centres stabilisé par les

différentes formes de résonance issues de la délocalisation de la charge négative dans le cycle carboné.

Enfin, la régénération du cycle aromatique s’accompagne de la rupture de la liaison carbone ipso —

oxygene de facon a former le groupement O-thiocarbamate. D’un point de vue thermodynamique, la

réaction est favorisée par la formation d’une liaison C=0 plus stable qu’une liaison C=S: en effet,

I’énergie de dissociation d’une liaison C=0 vaut 799 kJ.mol* tandis que pour une liaison C=S I'énergie

de dissociation vaut 573 kl.mol™.%® l’état de transition est ainsi élevé, di & un intermédiaire chargé et

tendu : cette réaction présente une forte énergie d’activation, la conversion nécessitant des

températures de réactions conséquentes.’

(
| B _ Clo
9, o\[(r/N\ e 07¢N\ O?N\ @?N\ s\[r/rxll\
R©/\(\S/ A R‘@LS - RO - R@; T R©/ O

0-D

ouvJ
0-F

Figure 11 : Mécanisme du réarrangement de Newman-Kwart

Des études cinétiques et théoriques sont en accord avec ce mécanisme d’ordre 1 et cet

intermédiaire réactionnel monomoléculaire.® L’analyse du mécanisme montre que les groupements
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électroattracteurs sur le cycle aromatique peuvent stabiliser les charges localisées en position ortho
et para du groupement thiocarbamate et donc améliorer la réaction sous contréle cinétique (figure
11). Par exemple, un substrat présentant des groupements nitro est converti avec des rendements
remarquables comme I'exemple précisé en figure 10. L'intermédiaire réactionnel étant polaire, il est
aussi stabilisé par des solvants polaires : certains réarrangements décrits dans la littérature sont donc
effectués dans des solvants trés polaires type dichlorobenzéne, diphényléther ou NMP.% Les micro-
ondes sont décrites dans la littérature comme outils performants pour la réaction de réarrangement,
compatible avec la présence de groupements donneurs ou accepteurs sur le substrat aromatique.?’ De
facon générale cette réaction est compatible avec un nombre varié de fonctions chimiques
initialement présentes sur le cycle aromatique. Cependant, il faut optimiser les conditions
réactionnelles maximisant la conversion du substrat en réduisant le taux de dégradation thermique,
car les températures appliquées sont généralement supérieures a 200°C.

Plus de 40 ans plus tard, de nouvelles méthodes basées sur des processus catalytiques ont vu
le jour : la catalyse au palladium est effectuée a plus basse température (100°C), de maniere a limiter
les réactions de dégradations (figure 10 — cadre 2).2! Cette réaction s’effectue par insertion du
palladium entre la liaison oxygéne — carbone ipso. Ce type de conversion est aussi favorisée en
présence de groupements électroattracteurs sur le cycle aromatique, mais est peu tolérante a la
présence d’autres groupements fonctionnels. En réalité, cette réaction présente de nombreuses
limitations en termes de solubilité et doit s’effectuer dans des conditions anaérobies strictes. De trés
rares substrats ont été compatibles avec cette méthode.

En 2015, Nicewicz et al. proposent un nouveau type de réaction, photocatalysée en présence
d’une base de type pyrylium (figure 10 — cadre 3).2? Cette réaction d’oxydo-réduction photochimique
est favorisée par la présence de groupements électrodonneurs sur le substrat et s’effectue a
température ambiante. Elle a aussi 'avantage d’étre tolérante par rapport a de nombreuses fonctions
chimiques, mais présente |'inconvénient d’exclure les substrats photolabiles.

En 2018, deux nouvelles méthodes basées sur des processus radicalaires ont vu le jour,
permettant de faire réagir des substrats équipés de groupements électrodonneurs. La méthode de
Pittelkow et al. utilise le nitrate d’ammonium de cérium (IV) CAN dans le DMSO a température

).2% Ce processus passe par une barriére d’activation beaucoup plus faible

ambiante (figure 10 — cadre 4
énergétiquement que dans le cas d’une activation thermique simple (prés de 110 kJ.mol* d’écart entre
les deux barrieres d’activation), impliquant un état de transition radicalaire chargé positivement. Ces
mémes auteurs ont aussi montré la possibilité d’effectuer une réaction de réarrangement sur des
substrats O-thiocarbamate benzylique.?* La méthode de Broese a permis de démontrer la possibilité
d’effectuer des réarrangements de Newman-Kwart par électrolyse en mode galvanostatique en
appliquant des apports de charges catalytiques a température ambiante (figure 10 — cadre 5).% Ces
conditions sont compatibles avec un large panel de substrat présentant des groupements

électrodonneurs a nouveau.
Dans la suite de ce manuscrit, la réaction de Newman-Kwart sera effectuée en présence de

groupements électroattracteurs sur le cycle aromatique tels que des esters ou des aldéhydes. On fera
donc plutot appel a la premiere méthode décrite pour effectuer ces réarrangements.
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C) Chimiotheque exploitant la chimie des disulfures
Plusieurs exemples dans la littérature décrivent I'utilisation de thiophénols ou de thiols
benzyliques fonctionnalisés pour la synthése de nouveaux récepteurs par chimie combinatoire
dynamique. Généralement, des fonctionnalisations supplémentaires de sulfates ou carboxylates sont
présentes sur ces thiophénols permettant d’effectuer une chimie en milieu aqueux.*?

A partir de trois briques élémentaires 0-F, 0-G et 0-H, Otto et al. ont montré qu’il était possible
de générer une chimiotheque a pH = 8 en présence d’air comprenant 45 especes cycliques issues de la
formation de ponts disulfures entre les briques de départs. En I'absence de template, deux
macrocycles majoritaires ont pu étre identifié dans la chimiotheque A (figure 12) : un homodimére 0-
H; et un 0-FGH hétérotrimére.?® L’utilisation de l'iodure de 2-méthylisoquinolinium 0- comme
template permet I'amplification d’un hétérotrimere 0-F,G (chimiothéque B, figure 12) qui était
minoritaire dans la bibliotheque initiale. L'utilisation d’un autre template, la morphine N-méthyle 0-J
conduit a 'amplification d’un homotrimere 0-F3 (chimiothéque C, figure 12) lui aussi minoritaire dans
la bibliotheque sans template. Il est possible d’isoler ces macrocycles par HPLC préparative avec
d’excellents rendements de 65 et 95 %.

co, Hs
coy HS SH
/
] l\/f b -
HS//\\ 4 —} CO;
O-F 0-G
0, 0, SN
00, -~
0,6 Sans template co, 0-1
S 0,6
s co; i /\ 1‘ (- O
: e i s
S S/[: COy
A\ ]
s s s S—
_ S s~ K
0,C

coy
\17,7:}5/5
0-H, - Z ;\; o o7
0-FGH ’ 0-F,G

0,C

Chimiotheque C:
Nouvelle espéce
majoritaire
majoritaires supplémentaire

Chimiothéque B :
Nouvelle espéce majoritaire
supplémentaire

Chimiothéque A :
2 espéces tres

Figure 12 : Macrocycles majoritaires issus des chimiothéques étudiées par Otto et al selon le
template employé.

De plus, Waters et al. ont montré que le macrocycle 0-F,G est un récepteur capable de mimer
la sélectivité de la protéine chromodomain HP 1 avec la triméthyl lysine par rapport a ses homologues
moins méthylés (figure 13).%7

Enfin, certains Otto et coll. ont montré que des différences sur le choix de la fonction chimique
sur un dithiophénol aromatique pouvait mener a une forte divergence dans la composition des
chimiothéques (figure 14).28
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Figure 13 : Amplification obtenue pour la formation du macrocycle I-F,G par HPLC par Waters avec le
template K et ses analogues poly-méthylés.

R;=-COOH
H 0 HS SH S s
A ]
R, = OH Tampon borate 50 mM
2 ] R pH=8,5, TA R
n
g Chimiothéque
Entrée Macrocycle(s) identifié(s) dans la
Groupement R Template oL
chimiotheque : valeur de n
1 R=R; Pas de template 3et4
2 R=R; Pas de template 3al5
3 R=R; Hexane-1,6-diamine 6

Figure 14 : Macrocycles générées dans différentes chimiotheques a partir de brique 1,3-
dithiophénols substituées

Lorsque R est un substituant de type acide carboxylique (figure 14, entrée 1) deux espéces
majoritaires sont observées : un trimere et un tétrameére cycliques. La formation de macrocycles de
tailles supérieures étant probablement entropiquement défavorisée. Cependant, dans les mémes
conditions, la présence d’un substituant de nature et de taille différentes (méme s’il reste anionique)
conduit a la formation de tous les macrocycles de la taille 3 a la taille 15 inclus (figure 14, entrée 2).
Cette diversité peut étre drastiquement réduite vers une amplification exclusive d’'un macrocycle a 6
chainons (90% de la chimiotheque) avec I'utilisation de I’hexane-1,6-diamine comme template (figure
14, entrée 3).

Nous avons donc choisi I'utilisation de la chimie combinatoire dynamique mettant en jeu la
formation de ponts disulfures a partir de briques thiophénols afin d’accéder a de nouveaux hotes
moléculaires pour des molécules invités d’intérét biologique. Nous allons maintenant nous focaliser
sur les méthodes d’analyse disponibles pour étudier les interactions au sein d’une supramolécule.

——
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I1)  Analyse énergétique de supramolécules
1) Définitions
La complexation d’un hote (ou récepteur, noté R par la suite) avec un invité (ou substrat, noté
S par la suite) est caractérisée par une constante d’association appelée K, (équation 1). Pour simplifier
I’équation utilisée, les coefficients d’activités sont approximés a 1 et C°=1 M. a et b représentent les
coefficients stoechiométriques.
— _ [RaSp ] —
aR + bS = R,S, K, = RIS n=b/a (1)
Plus la constante d’association est élevée, plus I’équilibre est déplacé en faveur de la
supramolécule : la comparaison des constantes d’association permet d’évaluer une sélectivité d’'un
récepteur vis-a-vis d’un substrat par rapport a un autre. Sur I'exemple de la valinomycine évoqué
précédemment, la constante d’association avec le potassium est de I'ordre de 10® M alors qu’avec le
sodium elle est de 10 M. Il y a donc une sélectivité du récepteur pour le potassium, ce qui entraine
un rdle particulier de la valinomycine pour transporter les ions potassium a travers les membranes.®

La stoechiométrie n est un parametre tout aussi important a déterminer pour décrire la
structure lors de I'association. Dans le cas d’une association entre un substrat et un récepteur, on parle
d’association 1:1 (n = 1) et la constante d’association s’exprime en L.mol™? que I'on notera M par la
suite ; dans le cas d’une association entre deux substrats et un récepteur, on parlera d’association 1:2
(n = 2) et la constante Ka sera en M2 et enfin dans le cas d’un cas d’une association entre un substrat
et deux récepteurs, on parlera d’association 2:1 (n = 0,5) et la constante d’association s’exprimera en
M2,

2) Outils analytiques
A) Généralités
De maniere a déterminer les constantes d’association des macromolécules et évaluer les
grandeurs présentées précédemment, plusieurs outils analytiques sont accessibles :

- La résonance magnétique nucléaire (RMN) : une analyse comparative de spectre RMN des

formes libres et liés permet, par analyse de la variation des déplacements chimiques, une
étude préliminaire de la complexation au sein la supramolécule.
Une titration en RMN peut permettre, aprés modélisation de la variation du déplacement
chimique des signaux des protons portés par le titré en fonction du ratio titré-titrant, I'acces a
la constante d’équilibre et a la stoechiométrie. Remarque : il est aussi possible d’effectuer des
titrations en fluorescence pour obtenir ces parametres.

- La titration calorimétrique isotherme (ITC): Cette technique permet I'obtention de la
constante de réaction, de la stoechiométrie ainsi que des entropies et enthalpies de réaction.

L'analyse par ITC est la méthode la plus efficace pour obtenir la totalité des parametres
thermodynamiques utiles a I'étude de la formation de la supramolécule. Nous allons détailler cette
technique.

B) Obtention de données thermodynamiques par ITC
Une expérience d’'ITC permet I'étude de l'interaction d'un ligand avec un héte dans le but de
déterminer I'enthalpie de la réaction (AH), ainsi que la constante d'association (K.) et la stoechiométrie
de la réaction (n). On peut en déduire I'entropie de la réaction (AS) a I'aide de I’équation de Gibbs.

——
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Généralement, I'invité, contenu dans une seringue, est titré dans une solution d’hote présent
dans une cellule adiabatique (figure 15a). L'expérience est réalisée a température constante et consiste
a effectué des micro-ajouts de solution d’invité dans la cellule. Ainsi, la chaleur dégagée par
I"association est mesurée par rapport a une cellule de référence remplie de solution tampon. La
différence de chaleur est exprimée comme la puissance électrique requise pour maintenir une
température constante entre la cellule de travail et la cellule de référence. Quand la cavité de I'hote
est saturée par le ligand, le signal de chaleur diminue et il ne reste plus que la chaleur de dilution. A
I'issue de I'expérience, on obtient le thermogramme présenté ci-dessus en figure 15b. L’intégration de
I'aire sous chacun des pics du profil B permet I'obtention du profil C, apres correction des données
énergétiques obtenues par soustraction de la contribution de la dilution du ligand (figure 15c). La
différence énergétique entre les dégagements de chaleur initiaux et finaux permet I'acces a la variation
d’enthalpie de réaction. Le point d’inflexion informe sur la stoechiométrie entre I'invité et I'hote et
enfin la pente de la sigmoide donne la valeur de la constante Ka. L’entropie de réaction s’obtient a
I'aide de Ka et de AH. Le domaine des constantes d’association mesurable par ITC est compris entre
10% et 1082
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Figure 15 : principe de I'ITC. A) Schéma de I'appareil, B) Chromatogramme représentant les
dégagements de chaleur en fonction du temps C) Chromatogramme représentant les dégagements
de chaleur d’injectant en fonction du nombre d’équivalents.

Ainsi, la validité des grandeurs thermodynamiques obtenues dépend de I'allure de la courbe.
Il est nécessaire de respecter plusieurs critéres lors de I'obtention de la sigmoide :

- Avoir des dégagements de chaleur significatifs malgré la soustraction de la dilution
- Avoir un nombre de points satisfaisant définissant la pente de la sigmoide
- Avoir des plateaux bien défini pour obtenir les extrémums de la sigmoide

Pour respecter le premier point, on peut définir la quantité de chaleur par injection Qinj, dépendant de
la concentration en invité, du volume d’injection Vi, et I'enthalpie de réaction AH (équation 2). Il est
décrit que des chaleurs dégagées par pic de I'ordre de 5000 pical sont trop important et que des pics
inférieurs a 10 pcal sont trop faibles pour étre intégrés.? Il est nécessaire de réguler concentration et
volume d’injection pour avoir ainsi des valeurs significatives et acceptables.

Qinj = [Titrant] X AH X Vinj (2)
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Pour respecter les deux autres points, un parametre appelé la facteur « ¢ » a été défini par Wiseman
et Turbull (équation 3).3° Ce paramétre est défini selon I’équation suivante, comme le produit de la
concentration en hote, par la stoechiométrie et la constante d’association.

c = [Titré] xn x K, (3)

Diverses études ont montré qu’un parametre c supérieur a 10 était nécessaire pour avoir une sigmoide
(sinon, on obtient une simple pente sans réel plateau défini) et inférieur a 500 pour ne pas avoir deux
plateaux séparés par une délimitation horizontale.® Pour c inférieur & 10, on ne peut pas définir un
point d’inflexion. Les situations optimales sont généralement données pour ¢ proche de 100 (figure
16).
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Figure 16 : Allure des différentes sigmoides en fonction de la valeur de c
Pour améliorer une sigmoide, plusieurs alternatives sont possibles :

- Modifier la concentration en hote : un facteur ¢ < 10 doit étre corrigé en concentrant les
solutions de travail, un facteur c > 1000 est corrigé en diluant les solutions de travail.

- Faire des expériences de mesure indirecte : la constante mesurée est trop élevée (supérieure
a 108M1), on doit ainsi pré-complexer I’héte avec un invité moins affin et mesurer la constante
d’association lors de la substitution par un ligand plus affin3.

- Travailler a faible valeur de facteur ¢, mais imposer la valeur de la stoechiométrie. Dans ce cas,
on obtient généralement des demi-sigmoides. Les données sur ces types d’expérience sont a
consolider par d’autre méthode.

Enfin, une précision sur les concentrations de travail est nécessaire. Généralement, une erreur
sur la concentration en hote fausse la valeur de n, une erreur sur la concentration en invité fausse la
valeur de AH. Les grandeurs énergétiques sont généralement validées apres une série de triplicata.
Malgré toutes ces contraintes, les mesures par ITC sont tres compléetes et I'ITC est une méthode de
choix pour la compréhension des phénomenes d’association en chimie supramoléculaire.

I11)  Objectifs
L’objectif principal de ce manuscrit sera donc d’effectuer de nouvelles avancées dans le
domaine de la chimie supramoléculaire, en exploitant la chimie combinatoire dynamique avec des
briques soufrées de maniere a former de nouveaux récepteurs moléculaires. Ces récepteurs seront
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identifiés, et si possible isolés et analysés structurellement, dans le but d’anticiper les interactions
« hote-invité » avec des ligands. Nous porterons un intérét particulier a la reconnaissance de molécules
d’intérét biologique. Différents liens ou motifs seront synthétisés sur ces divers hotes (figure 17).

Ainsi, dans un premier chapitre, nous aborderons la syntheése d’une nouvelle famille de
récepteurs fonctionnalisés appelés dyn[n]arenes présentant des liens disulfures, capables d’effectuer
de la reconnaissance de cations en solution aqueuse. Un dyn[n]aréne particulier, présentant des
fonctions carboxylates, s’est distingué par des constantes d’affinité remarquables avec des polyamines
mesurées par la technique ITC. Ainsi, un panel d’expérience sur des cellules cancéreuses a été mis en
place afin de montrer un effet thérapeutique par I'action du macrocycle sur ces cellules cancéreuses.
Dans les chapitres suivants, la formation des liens carbone-soufre ont été étudié en replacement des
liens disulfures des dyn[n]arénes pour rendre ces objets moléculaires plus robustes en solution
aqueuse ou in cellulo. Dans le second chapitre, le processus d’extrusion de soufre sera étudié de
maniere a I'appliquer a la synthése de nouveau macrocycle présentant des liens thioéthers. Dans le
troisieme chapitre, une réaction a trois composantes sera étudiée, mettant en jeu I'attaque conjointe
du soufre nucléophile et de I'azote nucléophile sur un aldéhyde électrophile de maniéere a former des
liens de type dithiocine.

Chapitre 1 Chapitre 2 Chapitre 3
Lien disulfure Lien thioether Motif dithiocine
R
S R S
s . NR
R /N A S n

Figure 17 : Trois grands axes du manuscrit
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CHAPITRE 1 : Les dynarenes polycarboxylates :
hotes supramoléculaires pour des invités
d’intérét biologique
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Objectif : Dans ce chapitre, nous allons décrire une famille de récepteurs appelés dyn[n]arénes et
explorer les propriétés complexantes de ces macrocycles. Une premiére étude s’intéressera a I'analyse
de supramolécules formées entre les dynarenes et des ligands d’intéréts biologiques par analyse des
forces motrices de leur stabilité en solution aqueuse. Enfin, une seconde étude sera effectuée in cellulo
afin d’identifier de potentielles applications thérapeutiques par complexation. (figure 18)

Réalisation : L'approche chimie combinatoire dynamique est ici illustrée pour décrire la synthese de
dynarénes. Une série d’études en LC/MS ont permis de révéler les templates menant a I’expression de
dyn[n]arénes de différentes tailles. Des analyses physico-chimiques (titrage pH-métrique,
cristallographique) ont ensuite permis une caractérisation structurelle complete des macrocycles. Par
ailleurs, les outils analytiques (RMN et ITC) ont été utilisés pour étudier leurs propriétés de
reconnaissance : des constantes d’association allant jusqu’a 10! M ont été mesurées avec des
polyamines d’intérét biologique, témoignant de I'affinité et de la sélectivité des dynarénes pour
certains ligands d’intérét biologiques. L'utilisation de métaux, dans le but de déformer la cavité du
macrocycle et d’induire des variations de sélectivité, a été étudiée, concluant a des résultats tant
positifs que négatifs sur leurs actions. Enfin, I'’étude a été étendue in cellulo, ol un effet cytostatique
anti-prolifératif transitoire du dyn[4]aréne polycarboxylate sur les cellules cancéreuses a été identifié.
La synthése et l'utilisation de fluorophore a permis de prouver I'internalisation dans des cellules. Nous
avons finalement tenté de comprendre I'origine de cet effet anti-prolifératif ainsi que son caractere

transitoire.
( = Q Dyn[n]arenes
Chimie héte invité en solution
Hooe, 10O, GOOH
= D, § : o5 aqueuse
OOH
COOH My 00H
- s s—TBoH
CCD - Disulfures
HoOC
* COOH Sl TV e
> <
= +
Applications thérapeutiques in 1C0=78,31 5,0uM
SV col
\,

Cco0 S cellulo
ZOH
s_g:jkd

HoOC

Figure 18 : Schéma bilan du chapitre 1.
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Partie A : Etude bibliographigue — la reconnaissance
moléculaire de cations en solution aqueuse et ses applications
au sein des cellules

Parmi les nombreux hotes supramoléculaires décrits dans la littérature, seuls quelques-uns
sont hydrosolubles (figure 19) : les cyclodextrines et les cucurbiturils (intrinsequement) ainsi que les
pillararénes et les calixarénes (aprés introduction de groupements hydrosolubles). Nous avons
sélectionné uniquement les hotes capables d’effectuer de la reconnaissance de cations en solution
aqueuse : ces hotes font partie de la famille des cavitands capable d’effectuer de la reconnaissance
moléculaire au sein de leur cavité. Nous allons dans un premier temps montrer les similitudes
structurelles de ces hotes, puis présenter une étude physico-chimique des interactions hote-invité vis-
a-vis de cations en solution aqueuse. Ensuite, nous présenterons les hotes supramoléculaires utilisés
au sein des cellules et les applications potentielles.

R 0 R
O
o~ !
m O\R' m \[()r m O\R m

Figure 19 : structures générales des familles de récepteurs hydrosolubles : cyclodextrines,
calixarénes, cucurbiturils et pillararénes (de gauche a droite).

) Présentation des hotes supramoléculaires hydrosolubles
capables d’effectuer de la reconnaissance de cation

1) Description des cyclodextrines

Les cyclodextrines sont des polysaccharides cycliques composés de 6 (a-cyclodextrines), 7 (B-
cyclodextrines) ou 8 (y-cyclodextrines) unités 1,4-D-glycopyranoses, reliées par des liens glycosidiques,
obtenus par dégradation enzymatique de I'amidon a I’échelle industrielle.

i Couronne
Cavite :
. F polaire
apolaire ¢
Couronne
polaire

Figure 20 : Analyse structurelle des cyclodextrines

La cavité de I’ a-cyclodextrine en figure 20 présente une géométrie conique, avec la présence
de couronnes polaires regroupant des alcools primaires d’une part et des alcools secondaires d’autres
part.?® La cavité est hydrophobe et les diameétres de cavité accessibles sont de 5.7 A pour I'o-
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cyclodextrine & 9.5 A pour la y-cyclodextrine.3? Ces macrocycles sont décrits comme de meilleurs
récepteurs a anion qu’a cation. Des dérivés fonctionnalisés ont été synthétisés pour améliorer la
reconnaissance des cations : on peut citer des constantes comprises entre 10° et 10° M pour la
reconnaissance de dérivés fonctionnalisés des adamantanes par diverses cyclodextrines.3*

2) Description des calixarenes

Les calix[n]arénes sont des macrocycles issus de la réaction entre le tert-butylphénol et le
formaldéhyde. Le nombre d’unités aromatiques n est compris entre 4 et 9. lls présentent aussi une
structure conique. Le diamétre de la couronne formée par les unités phénoliques est de I'ordre de 2 A
pour le tertbutyl-calix[4]arene, permettant la complexation de petit cation alcalins sur leur couronne
inférieure. Intrinsequement, ces hétes ne sont pas hydrosolubles : des post-fonctionnalisations ont été
ainsi décrites dans la littérature. Ainsi, les calixarénes fonctionnalisés par des acides carboxyliques I-A
ou des sulfates I-B sur la couronne inférieure ou supérieure sont décrits comme étant hydrosolubles
(figure 21). De fagon similaire aux cyclodextrines, ces macrocycles présentent des couronnes de
fonctions polaires et une cavité apolaire et sont capables de complexer des cations inorganiques, mais
aussi des cations organiques comme des ammoniums ou des dérivés d’acides aminés.>® Ainsi, le
calix[4]arene sulfonaté I-B a été recensé comme un excellent complexant de la phénylalanine avec une
constante d’association de 6,27 10> M*.36

Ho,s HOsS SOzH SOsH

Wb

|
Hooc—_° (O 0 \_-COOH OH OH QH HO

COOH COOH I-B
I-A

Figure 21 : Calixarenes hydrosolubles I-A et I-B fonctionnalisés pour la reconnaissance de cations.

3) Description des pillararénes

Les pillar[n]arenes sont des macrocycles apparentés aux calixarenes. Ils sont constitués
d’unités hydroquinones espacées par un bras méthylénique, possédant ainsi une cavité en forme de
prisme. A nouveau, il est possible d’identifier une cavité apolaire avec des couronnes polaires aux
entrées.¥ Intrinséquement, ces objets ne sont pas hydrosolubles et nécessitent une post-
fonctionnalisation pour améliorer les propriétés des solubilités en solution aqueuse. Les récepteurs
hydrosolubles anioniques a pH physiologique sont capables d’effectuer de la reconnaissance de cation.
Le pillararéne carboxylate I-C (figure 22) est capable de reconnaitre des acides aminés ou encore des
polyamines comme la spermine (Ka = 2,58 10’ M). Le dérivé phosphate I-D est capable de reconnaitre
des sels d’ammonium organiques avec des constantes d’association allant jusqu’a 10> M,3839
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Figure 22 : Pillar[5]arénes hydrosolubles pour la reconnaissance de cations.

4) Description des cucurbiturils

Les cucurbiturils sont des macrocycles issus de la condensation entre des unités glycolurils avec
le formaldéhyde. La nomenclature de ces macrocycles est CB[n] avec n, le nombre de monomere
compris entre 5 et 8 généralement et présentent une cavité ovoide. Comme le montre la carte de
I’énergie potentielle a la figure 23, les fonctions carbonyles forment des couronnes polaires et
hydrophiles électroniquement enrichies avec une cavité hydrophobe.*® Les unités glycolurils sont
appauvries en électron. Les diamétres de cavité vont de 4.4 A pour CB[5] a 12.4 A pour CB[8].

B
(kJ/(mol-C))

200~

Figure 23 : Analyse du potentiel électrostatique des cucurbiturils sur I’exemple du CB[5]

Les cations métalliques, les ammoniums organiques ou encore les imidazoliums sont identifiés
dans la littérature comme d’excellents ligands de ces récepteurs. Ces récepteurs sont
remarquablement performant dans les processus de reconnaissance : CB[7] interagit avec les dérivés
de I'adamantane fonctionnalisés par des ammoniums avec des constantes d’association allant jusqu’a
7,2.107 M, ce qui est 'une des plus grandes constantes d’association décrites en solution aqueuse
en ce jour avec un hote synthétique (figure 24).4+42




R = NMej,|

Figure 24 : Complexe CB[7]-diammonium adamantane.

Ces quatre familles de récepteurs présentent donc des similitudes dans leurs structures : leurs
régions polaires permettent la solubilité dans I'eau et la cavité apolaire permet de reconnaitre des
composés organiques. Nous allons ainsi aborder les caractéristiques de la reconnaissance en solution
aqueuse.

Il)  Thermodynamique de la reconnaissance en solution aqueuse

L'exploration des forces motrices dirigeant I'association entre un hote et un invité est trés
importante dans les domaines pharmaceutiques ou encore la protéomique. Les problemes auxquels
font face les chercheurs travaillant dans la conception de médicament concernent les différences entre
les modes de liaison du systeme médicament-récepteur qui difféerent de I'attente théorique.
Généralement, ces problémes sont liés a la non prise en compte des effets de solvant ou alors liés au
manque de compréhension de la flexibilité conformationnelle que peut acquérir le récepteur (souvent,
une protéine). Une étude physico-chimique est ainsi requise pour comprendre ces processus.

1) Thermodynamique de I'association hote-invité

Tout événement de complexation entre un hote et un invité possede un moteur énergétique
gu’il est nécessaire d’identifier dans le but de comprendre I'origine de I'association. On peut donc
généraliser tout événement de complexation a la décomposition suivante par un cycle
thermodynamique fictif prenant en compte le solvant, c’est-a-dire I’eau (figure 25).
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Figure 25 : décomposition en étapes élémentaires fictives du processus de formation d’une
supramolécule en solution
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La réaction de complexation (étape A) peut ainsi étre décomposée en trois étapes
élémentaires fictives : d’abord une étape de désolvatation de I'hote et de l'invité (étape B), ensuite
intervient une étape d’association en phase gazeuse (étape C) et enfin une étape de resolvatation du
complexe hoéte-invité (étape D). La constante d’association K est un parametre-clef quantifiant la
stabilité de la supramolécule formée, mais I'analyse des parameétres thermodynamiques AH et AS
permet de comprendre la force motrice de I'association. La loi de Hess permet donc d’effectuer une
décomposition de I'enthalpie (équation 4) et I'entropie de I'association (équation 5).

AH = AHdesolv. + AHassoc. + AHresolv. (4)
—TAS = (_TASdesolv.) + (_TASassoc.) + (_TASresolv.) (5)

L'ITC donnant accés a l'entropie et I'enthalpie du processus global A, on peut
expérimentalement savoir lequel de ces deux termes guide la complexation. Cependant, plusieurs
modeles proposent des compléments d’interprétations sur les termes issus de la décomposition
énergétique (généralement par spectrométrie de masse ou par calculs théoriques). Nous allons voir
quels sont les principaux modeles de complexation permettant une analyse fine de I'entropie et
I’enthalpie de réaction.

2) Analyse en phase gaz de la complexation
L'analyse en phase gaz permet d’obtenir des informations sur les termes AHassoc. €t ASassoc.

A) Présentation du modéle « clé-serrure » : analyse de I’enthalpie
En 1894, Emil Fischer propose un modele selon lequel I'association entre une enzyme et un
substrat doit se faire selon une complémentarité structurelle géométrique et électronique.”® Ce
modele est appelé « clé — serrure » (ou Lock-and-key) (figure 26). Ce modéle repose principalement
sur une maximisation des interactions intermoléculaires entre hote et invité (complémentarité de
structure électronique), et sur une minimisation de la surface accessible au solvant (complémentarité
de géométrie).

Un modele additionnel a par la suite été introduit par Koshland en 1958, reflétant le caractére
flexible des enzymes d’un point de vue conformationnel.** Il s’agit du modéle d’ajustement induit selon
lequel la déformation d’'une enzyme (donc d’un hote) est possible de maniére a obtenir un complexe
hote-invité avec complémentarité de géométrie et de structure électronique. Cette déformation de la
structure ajoute donc une pénalité entropique aux contributions énergétiques. Il s’agit des bases du
principe de reconnaissance moléculaire et décrivent principalement une phase d’association sans prise
en compte de solvant : ainsi, ce modele permet d’évaluer I'enthalpie et I'entropie de I'étape C de la
décomposition effectuée a la figure 25.

——
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Figure 26 : Présentation des modeles clé-serrure et d’ajustement induit

Ainsi, 'adamantane, structure trés apolaire tend a maximiser les forces de dispersion avec son
partenaire lorsqu’il se trouve au sein d’une cavité hydrophobe. Ceci est un premier argument a sa forte
affinité avec CB[7] (figure 24). Cependant, ce modéle ne prend pas en compte la totalité des
contributions entropiques, notamment en lien avec les modifications des degrés de liberté des
partenaires de complexation.

B) Modifications des degrés de liberté : analyse entropique

Des pénalités entropiques peuvent survenir au cours de I'association due a la modification des
degrés de liberté des molécules considérées. En effet, les partenaires de I'association présentent
différents degrés de liberté internes et externes. Une molécule non linéaire possédant N atomes
présente 3N degrés de liberté, ou I'on distingue les degrés de liberté externes au nombre de 6
correspondants aux translations et aux rotations, ainsi que les degrés de liberté internes au nombre
de 3N-6, correspondant aux vibrations. Ainsi, il faut analyser, dans I'étape C de la figure 24 les
modifications des degrés de liberté par passage des formes libres aux formes liées.

Plus le nombre d’interactions intermoléculaire sera élevé entre I’h6te et I'invité, plus les degrés
de liberté des différents partenaires seront modifiés et les especes moins mobiles. Des restrictions
conformationnelles sont aussi a considérer pour le macrocycle. Ainsi, un systéme dans lequel
I’enthalpie AHassoc Serait élevée grace a de multiples interactions subirait une augmentation du terme
-TASassocd@ a la diminution des degrés de liberté et aux restrictions conformationnelles. Ce phénomene
est appelé compensation entropie-enthalpie.**® Les énergies liées aux degrés de liberté externes sont
des pénalités énergétiques trés élevées. La perte des degrés de liberté translationnel peut atteindre
150 J.mol? K et ceux rotationnels peut s’élever jusqu’a 20 J.molt.K1% Les degrés de liberté
vibrationnels sont d’ordres moins élevés, mais sont parfois responsables de sélectivité. Un cas
particulier est a souligner : la formation de pont salin est en général entropiquement favorisée (par
éjection des contre-ions), et est plus tolérante vis-a-vis d’'un manque de pré-organisation du systéme
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par rapport aux autres forces intermoléculaires en solution aqueuse. Une énergie globale de 5a 8
kJ.mol? est associée a la formation d’une paire d’ions.*’

En solution aqueuse, on peut s’attendre a une atténuation de ces interactions due a la
solvatation. Cependant, en réalité, pour des interactions ammonium-carboxylate, Dougherty et coll.
ont montré que la solvatation vient stabiliser I'interaction électrostatique entre les partenaires quand
le systéme est pré-organisé.*’*® Ainsi, il semblerait que ces considérations doivent nécessairement
s’accompagner du réle crucial d’un partenaire négligé jusqu’ici dans les modeles précédents: le
solvant. Cependant, la force des interactions électrostatiques résultante dans I'eau peuvent parfois
diminuer de deux ordres de grandeur par rapport au cas en phase gaz et pourtant, des constantes
excellentes sont quand méme observées.* Il faut donc prendre en compte les interactions invité —
solvant, hote —solvant et solvant — solvant en plus des interactions hote-invité pour étre complet. Nous
allons aborder les principales contributions du solvant lors du processus de complexation.

3) Influence du solvant sur la complexation

L'influence du solvant permet d’obtenir des informations sur les termes AHsol. ,ASsolv, AHdesolv.
et ASqessoiv Une des principales explications qui permet de comprendre les processus de complexation
sont les effets hydrophobes. Deux effets hydrophobes sont généralement décrits dans la littérature :
ce sont les effets hydrophobes « classiques » et « non-classiques ».%°

A) Effet hydrophobe classique

L'effet hydrophobe dit « classique » correspond a un gain entropique par assemblage de
molécules hydrophobes (ou présentant des parties hydrophobes) permettant le relachement de
plusieurs molécules d’eau dans la sphere de solvatation. Cette interaction intermoléculaire contribue
donc a un gain entropique (AS > 0).%° En effet, en solution aqueuse, un substrat hydrophobe casse le
réseau de liaison hydrogene de I'eau, créant ainsi une couche de molécules d’eau plus ordonnées et
peu mobiles appelées clathrates autour du substrat (figure 27).°! Dés lors que les composés
hydrophobes vont s’assembler entre eux, les molécules d’eau relachées seront plus mobiles ce qui
explique le gain entropique.

% % %® g
HComposé €2 € 23 € 3 € 2
hydrophobe 8 8 G 8 8 8 8 8 8
€ Molécule d'eau >l 8 &l 9 % & [ s
© 9 © 9 be T

Molécules d’eau éjectées :
Réseau ordonné de molécule d’eau molécules mobiles
(clathrate) : molécules trés peu mobiles

Figure 27 : Schématisation de I'effet hydrophobe classique

B) Effets hydrophobes non classiques : réle de la cavité
L'effet hydrophobe « non classique » correspond a un gain enthalpique d{ a I'expulsion d’'une
ou plusieurs molécules d’eau dite de « haute énergie » d’une cavité hydrophobe. Quelques cas sont
exposés en figure 28, mettant en relation I'amplitude de I'effet hydrophobe avec le nombre de
molécules d’eau initialement présentes dans la cavité de I'hote.
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Figure 28 : effets hydrophobes selon le volume de la cavité.

Une cavité trop petite contient uniquement du vide et pas de molécule d’eau. Ainsi, un gain
seul un gain entropique est observé par effet hydrophobe classique lors d’une association hors cavité.*®

Quand le volume de la cavité augmente suffisamment pour accueillir quelques molécules
d’eau dans la cavité, elles empéchent I'absence de matiere. Seules quelques molécules d’eau peuvent
créer des liaisons hydrogene avec leurs voisines de la sphére de solvatation. Ces molécules d’eau sont
ainsi dites de tres haute énergie, car elles sont peu stabilisées dans la cavité : leur éjection dans la
sphére de solvatation provoquera une forte stabilisation enthalpique par formation de nouvelle liaison
hydrogéne. C’est ce phénoméne qui est donc traduit par I'effet hydrophobe dit « non classique ».*°

Cependant, si la cavité est plus grande, alors le nombre de molécules d’eau augmente. Le
réseau de liaison hydrogéne sera plus stable au sein de la cavité, ces molécules d’eau ne seront pas de
« haute énergie » et donc la libération de ces molécules d’eau lors de la complexation engendrera une
stabilité enthalpique moindre par rapport au cas intermédiaire.>

Il est aussi nécessaire d’avoir un arrangement spatial particulier des fonctions polaires de la
couronne du macrocycle : en effet pour ne pas stabiliser les molécules d’eau a I'intérieur de la cavité,
les fonctions polaires accepteuses ou donneuses de liaisons hydrogeéne capables de fonctionnaliser les
récepteurs doivent étre orientées de facon divergente vers I'extérieur de la cavité. C’'est le cas des
structures des différents cavitands présentés précédemment qui peuvent donc accumuler des
molécules d’eau « de haute énergie ».

CBI[5] CB[6] CBI[7] CBI[8]
Nombre de molécules d’eau dans la cavité 2 4 8 12

Nombre de liaisons hydrogéne moyen pour les molécules

0 1,3 2,0 2,5
d’eau dans la cavité

Différence énergétique pour désolvater la cavité (kJ.mol?). | -42,0 | -51,1 |-102,4 | -66,2

Tableau 2 : informations sur les molécules d’eau au sein des cavités des cucurbiturils.

Le tableau 2 présente pour les différents cucurbiturils le nombre de molécules d’eau frustrées
dans leur cavité, le nombre moyen de liaisons hydrogene de ces molécules d’eau et la stabilisation
énergétique induite par le départ de l'eau présente dans la cavité. Le cas le plus favorable
énergétiquement est celui du CB[7], ou les 8 molécules d’eau forment un réseau présentant en
moyenne 2 liaisons hydrogéne par molécule d’eau. Ainsi, les molécules d’eau de la cavité de CB[7] sont
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les plus frustrées : il en résulte lors de I'éjection de ces molécules d’eau une stabilisation énergétique
—102,4 kJ/mol.>?

La complexation comparée de CB[7] et CB[8] avec le 3-diazabicycloc[2.2.2]oct-2-ene (DBO)
montre I'importance de I'expulsion des molécules d’eau dans la sphére de solvatation.>? En effet, alors
que le DBO s’avére étre un bon héte pour CB[7] (K = 1,34.10* M), la plus grande cavité de CB[8]
permet une complexation du DBO en conservant 9 molécules d’eau dans la cavité formant un réseau
de liaisons hydrogene (figure 29). Le manque de complémentarité entre la taille de la cavité et l'invité
provoque une faible association, tout comme la présence de molécule d’eau dans la cavité malgré
complexation (K =16 MY).

Figure 29 : modélisation du complexe CB[8] avec le DBO et de réseaux de molécule d’eau

Enfin, certains hotes moléculaires cités précédemment possedent eux aussi des molécules
d’eau dans leur cavité selon leur taille ou encore leurs stéréoisomeéres.* Les cyclodextrines présentent
cependant en général un réseau de molécule d’eau plus important et donc plus stable a I'intérieur de
la cavité. Il en résulte un effet hydrophobe non classique plus faible que pour les cucurbiturils, et
similaire aux cyclophanes.® Pour ce qui est des calixarénes, le calix[4]aréne décrit par Hontama et al.
posséde une unique molécule d’eau, effectuant deux liaisons O-H---1t avec les groupements aryles de
la structure. Il s’agit de la « plus petite coupelle d’eau » décrite dans la littérature.* Ainsi, le cucurbituril
se distingue des autres cavitands par des molécules d’eau de tres haute énergie présentes dans la
cavité : ceci est un argument supplémentaire a la forte constante d’association relevée avec le dérivé
de 'adamantane. On peut noter que certaines protéines possedent aussi des molécules d’eau dans
leur cavité. C'est le cas de la tetrabrachione, protéine peu polaire de la bactérie Staphylothermus
marinus posséde 9 molécules d’eau au sein de sa cavité. Il a été montré que I'association de cette
protéine avec des anhydrides carboniques est dirigée principalement par le déplacement des
molécules d’eau de la cavité.>*

Les effets hydrophobes ont été pris en compte précédemment en se basant uniquement sur
le volume accessible de la cavité. Il faut aussi analyser les interactions du lors de la solvatation et
désolvatation partielle des zones polaires.

C) Application a la reconnaissance de diamines en solution aqueuse : mise en
évidence de I'impact de la solvatation/ désolvatation des zones polaires

Une démarche d’investigation a été menée par Kim et coll. sur les cucurbiturils CB[6] et CB[7]
interagissant avec différents ions a,w-alkyldiammoniums. L’analyse en phase aqueuse et en phase gaz
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dans le but de décomposer les énergies associées aux étapes élémentaires dans le processus de
reconnaissance a été décrite.>® Nous résumerons uniquement I’étude sur CB[6].
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Figure 30 : Evolution des grandeurs thermodynamiques entre I’héte CB[6] et les a,w-
alkyldiammoniums

Les données énergétiques obtenus en ITC (figure 30) avec CB[6] montrent que chacune des
associations mesurées avec les diammoniums sont de stoechiométrie 1:1. La constante d’association
est maximale pour x = 6 puis décroit avec I'augmentation de la taille de la chaine carbonée : une
sélectivité est observée pour I’hexane-1,6-diammonium avec une constante d’association K= 8.2 x 10°
M-, Pour chacune des diamines, la complexation est favorisée enthalpiquement et entropiquement.
A l'aide du modele théorique clé-serrure et de résultats expérimentaux en spectroscopies (par
dissociation induite par collision), les auteurs ont montré que les interactions ion-dipdle ammoniums-
carbonyles sont principalement responsables de la formation du complexe d’inclusion en phase gaz.
Le cas optimal en phase gaz est obtenu avec la butane-1,4-diamine, ce qui est en désaccord avec les
résultats expérimentaux en solution. En effet, la distance entre les carboxyles d’une couronne a l'autre
du cucurbiturils est de 6,2 A tandis que les distances ammonium-ammonium dans la butane-1,4-
diammonium et I’hexane-1,6-diammonium sont respectivement de 6,3 A et 8,8 A. Il y a donc une
complémentarité de structure entre la butane-1,4-diamine et le CB[7], puisque les distances entre les
partenaires des interactions électrostatiques sont minimisées, ce qui maximise I'enthalpie globale.

Lorsque I'on mesure les grandeurs thermodynamiques du systéme en présence du solvant, on
observe une tendance générale : K décroit avec la longueur de la chaine carbonée de l'invité.

Deux contributions majeures sur |'entropie sont observées. Premierement, un gain entropique
-TAS global est présent pour chaque cas par le relachement de molécules d’eau initialement présente
dans la cavité de CB[6] (I'effet hydrophobe classique). Ce terme n’induit cependant pas de sélectivité
entre les différentes diamines, mais explique I'affinité. Deuxiemement, on peut décrire une pénalité
entropique principalement due a la diminution des degrés de libertés du diammonium a l'intérieur de
la cavité par comparaison a la forme non complexée. Dans le cas d’invité de taille importante, le
rapprochement des charges implique une réorganisation des ammoniums ce qui justifie la croissance
du terme entropique -TAS. Ce terme induit ainsi des sélectivités.

Deux contributions majeures sur |'enthalpie sont observées. Premierement, un gain
enthalpique AH est attribué au relachement des molécules dites de « haute énergie » présente dans
la cavité du cucurbituril initialement (effet hydrophobe non classique). Ce terme n’induit cependant
pas de sélectivité entre les différentes diamines, mais explique I'affinité. Deuxiemement, on note un
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gain enthalpique supplémentaire pour I’hexane-1,6-diammonium, car malgré la distorsion observée
dans le complexe pour les parties polaires du ligand, les ammoniums sont stabilisés par la formation
de liaison hydrogene au sein du complexe :

- Des modélisations théoriques ont montré un nombre moyen de liaisons hydrogene entre
les ammoniums du ligand et les carbonyles de I'h6te de 1,8 pour la butane-1,4-
diammonium, 3,2 pour I’'hexane-1,6-diammonium et inférieur a 0,5 pour les tailles
supérieures.

- Deplus, des liaisons hydrogene supplémentaires sont mises en jeu lorsque les ammoniums
polaires sont exposés hors de la cavité avec les molécules d’eau de la premiere sphére de
solvatation : ce nombre de forces intermoléculaires augmente avec la taille de la chaine
carbonée, car 'ammonium est de plus en plus exposé au solvant (figure 31).

Par conséquent, la contribution moyenne des liaisons hydrogene de ces deux processus est similaire
pour chacune des diamines, excepté pour I’hexane-1,6-diammonium ou elles sont plus importantes
globalement.

Figure 31 : Cliché des dynamiques moléculaires (10 ns simulation dans une « boite » de molécules
d’eau) pour différents complexes. A gauche, CB[6]-butane-1,4-diammonium. Au centre CB[6]-
hexane-1,6-diammonium. A droite, CB[6]-Dodecane-1,12-diammonium.

En conclusion, cette étude montre que I'affinité de I’association est principalement dirigée par
les interactions ion-dipole entre les diammoniums et les cucurbiturils. Les auteurs ont montré que la
sélectivité s’explique par le role crucial des molécules d’eau au cours des étapes de solvatation ainsi
que les restrictions conformationnelles des plus grands ligands.

4) Conclusion sur la stabilité des complexes en solution aqueuse
Le tableau 3 résume I'ensemble des interactions et des effets a analyser dans le but de pouvoir
interpréter des affinités et/ou sélectivités lors de processus de complexation.

Contributions enthalpiques Contributions entropiques
Interactions Lock and key : analyse des forces Degrés de liberté internes et
hote — invité intermoléculaires externes

- Effet hydrophobe non classique

Interactions i ) . .
- Solvatation et désolvatation des Effet hydrophobe classique

avec le solvant

zones polaires
Tableau 3 : Résumé des contributions entropiques et enthalpiques lors de I'association

Nous avons donc vu une approche fondamentale a la reconnaissance d’invité par des cavitands
dans I'eau. Le solvant est donc a prendre en compte comme un réel partenaire de complexation en
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solution aqueuse. L'intérét de développer de telles études est ensuite de viser a travailler avec des
systemes biologiques, par exemple lors de la complexation et du relachement de principe actif vers un
organe ciblé ou encore de la séquestration de molécule cibles d’intérét biologique dans le but de
détecter des effets thérapeutiques.

lll) Formation de supramolécules dans les cellules
1) Les polyamines : roles biologiques

A) Présentation et synthéses de polyamines

Les polyamines sont omniprésentes dans les cellules des animaux, des bactéries ou encore
dans les plantes. Ces polyamines sont regroupées en trois familles : les polyamines aliphatiques, que
nous étudierons ensuite, les polyamines aromatiques et les polyamines hétérocycliques. Les amines
aliphatiques sont synthétisées principalement par des réactions de décarboxylations sur des acides
aminés : la putrescine (ou butane-1,4-diamine), la spermidine (ou N-(3-aminopropyl)butane-1,4-
diamine) et la spermine (N,N'-bis(3-aminopropyl)-1,4-diaminobutane), représentées en figure 32
jouent un role régulateur dans les cellules. A pH physiologique, ces molécules sont totalement
protonées sous forme de polyammoniums.

H2NV\/\NH2 Putrescine

H2NW\N/V\NH2 Spermidine
- H
HZNM\/NM\/\N/\/\NHz Spermine
H

Figure 32 : Polyamines aliphatiques d’intérét biologique.

La biosynthése de ces polyamines est présentée 3 la figure 33.°° La spermine, la spermidine et
la putrescine sont synthétisées dans le cytoplasme a partir d’un précurseur commun : I'ornithine, elle-
méme issue de la décarboxylation de I'arginine. L'arginine est d’abord décarboxylée par I'ornithine
décarboxylase, ce qui conduit a la putrescine. Pour former la spermidine, la S-adénosylemethionine
decarboxylase convertit la S-adenosylmethionine en S-adenosylmethionine décarboxylée, qui joue le
role de donneur d’aminopropyl sur la putrescine. Le méme principe est appliqué pour convertir la
spermidine en spermine. Dans la conversion observée, il est possible d’acétyler la spermine ou la
spermidine a I'aide de la transférase associée et la N-acetylspermine et la N-acetylspermidine peuvent
étre extraites des cellules ou étre oxydés a I'aide d’une oxydase respectivement en spermidine et en
putrescine. Elles peuvent aussi étre oxydées de facon irréversible par des protéines contenant du
cuivre et étre éliminées du systéme cellulaire par la suite.
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Figure 33 : synthéese et interconversion des polyamines. 1) Ornithine-décarboxylase, 2) Spermidine
synthase, 3) Spermine Synthase, 4) Acetyl-CoA : spermidine/spermine N1-acétyltransferase (SSAT), 5)
polyamine-oxydase (PAO), 6) N8-acetyltrasnferase 7) Diamineoxydase (DAQ) 8) SAM-decarboxylase
(SAMdc). SAM : S-adenosyl-methionine, SAMHC : S-adenosyl-S-methylhomocysteamine, 5MTA : 5-
methylthioadenosine.>®

Les concentrations respectives de ces polyamines dans les cellules varient selon le tissu
analysé. En général chez les eucaryotes, les concentrations en putrescine sont plus faibles que pour la
spermine et la spermidine. Le tableau ci-dessous résume les concentrations de quelques systémes

cellulaires sains ou cancéreux. >">%>°

Putrescine | Spermidine | Spermine
Cancer colorectal
Cellule saine 0,8 4 6
Cellule cancéreuse 2 13 23
Cancer du sein 2,1 10,9 21,7
Cancer du foie 1,0 0,13 9,8

Tableau 3 : concentration en nmol pour 100 mg de tumeur en poids humide en polyamines

B) ROle des polyamines
De nombreuses recherches ont mis en évidence les fonctions régulatrices des polyamines dans
les cellules. Les polyamines sont ainsi décrites pour interagir avec les acides nucléiques et les
ribosomes, stimuler in vitro et in vivo la synthése de protéines, induire la réparation des tissus
endommagés, ou encore agir sur les processus de prolifération cellulaire et de différenciation
cellulaire.®

Une quantité trop faible ou trop importante de polyamines peut avoir des conséquences
dramatiques sur la vie des cellules.®! Les enzymes mises en jeu dans la synthése de ces polyamines, la
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spermine synthase et la spermidine synthase sont capables de surproduire les polyamines en cas de
déficit au sein des cellules. Des inhibiteurs peuvent quant a eux réguler une trop haute concentration
en polyamine.®? Différents mécanismes impliquant la régulation des polyamines sont pris en compte
dans la stimulation des flux de calcium, dans la formation des oxygenes radicaux pour éviter leur
surexpression. Heby et al. ont trouvé une corrélation linéaire entre le ratio cellulaire
spermidine/spermine et la vitesse de croissance des cellules dans les processus de différenciation
cellulaire.®®

Dans les cellules cancéreuses, les concentrations de ces polyamines sont plus élevées que dans
les cellules saines, notamment dans le cas de cancers colorectaux ou cancer de la langue (cf. tableau
3).54 En effet, dés les années 1980 des études ont montré un taux élevé de polyamines dans le sang
ou les urines chez les patients atteints de cancer. Ces taux élevés reviennent a la normale une fois la
tumeur éradiquée.®® Cependant la spermine a une activité biologique plus importante que la
spermidine dans les processus de régulation cellulaire.®®>® L’ utilisation d’inhibiteur de ’ODC (orthonine
decarboxylase) dans les tissus montre une décroissance forte de la concentration en putrescine et de
la spermidine, alors que pour celle de la spermine, on observe généralement une augmentation. La
spermine est ainsi souvent utilisée comme un biomarqueur des cellules cancéreuses et le suivi de sa
concentration comme un indicateur de la prolifération des cellules. Le réle des polyamines dans les
cellules cancéreuses n’est pas encore totalement élucidé a ce jour ; une des hypotheses émises stipule
que les polyamines affectent spécifiquement I’expression de certains génes au cours de la transcription
et la post-transcription de I'’ADN.

L’analyse du taux de spermine est généralement effectuée par des dosages ou des techniques
chromatographiques qui sont des processus plutét couteux.®” Les moyens de détection de la spermine
dont certains basés sur la chimie supramoléculaire se sont multipliés dans le but d’identifier les cellules
cancéreuses.

2) Détection de la spermine en milieu cellulaire

A) Biocompatibilité des récepteurs supramoléculaires

En plus de I’'hydrosolubilité, les récepteurs supramoléculaires doivent étre biocompatibles vis-
a-vis des organes non visés et stables dans les milieux biologiques. Chacun des macrocycles décrits
comme étant hydrosolubles dans la littérature est biocompatible avec les cellules saines avec de tres
faibles toxicités.®® Certains calixarénes sont reportés comme ayant des activités antibactériennes,
antituberculeuses ou antifongiques.®® De facon générale, ces cavitands sont utilisés pour complexer
des principes actifs 7° : par exemple, les cyclodextrines sont capables de complexer des anticancéreux
tels que la Doxorbicin, le Paclitaxel ou encore la Camptothecine.” La complexation des principes actifs
améliore la solubilité leur solubilité et certaines études rapportent méme la diminution de la toxicité
de principe actif a I'aide. L’oxaliplatine, anticancéreux est peu sélectif des cellules cancéreuses.
Cependant, lorsqu’il est complexé par le CB[7], le complexe résultant a une toxicité trés faible, comme
CB[7] seul :ily adoncune inhibition de |a toxicité par effet supramoléculaire (figure 34).7? Les cavitands
sont par la suite capable de relarguer sélectivement le principe actif dans les cellules cancéreuses : la
substitution du principe actif par un biomarqueur, tel que la spermine qui est surexprimée dans les
cellules cancéreuses permet d’étre sélectif de ces cellules.
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Figure 34 : Etude in vitro de la toxicité de CB[7], de I'oxaliplatine et du complexe résultant pour des
cellules colorectales saines apres 78 heures d’incubation.

Dans le but de détecter les polyamines et notamment la spermine au sein des cellules, nous
allons voir quels sont les cavitands capables de reconnaitre sélectivement la spermine.

B) Reconnaissance de la spermine en solution aqueuse
Parmi les hotes supramoléculaires hydrosolubles décrits précédemment, les calixarenes,
cucurbiturils et pillararénes ont été décrits comme des complexants de la spermine.

Figure 35 : Structures cristallographiques calixaréne — spermine et cucurbituril - spermine

D’Urso et al. ont obtenu une preuve de la complexation de la spermine par un calix[4]aréne
hydrosoluble (du a la présence de groupements sulfonates et carboxylates) en solution a I'aide
d’expérience en fluorescence et a I'état solide a I'aide de structures cristallographiques.” Les différents
modes de complexation sont présentés en figure 35 pour des ratios callixaréne:spermine 2:1 et 1:1.
Dans le mode de complexation 1:1, des interactions électrostatiques hors cavité entre les phosphates
de la partie supérieure du calixaréne sont observées, ou encore des interactions électrostatiques ainsi
qgue des liaisons hydrogéne entre les acides carboxyliques et la spermine. Le mode de complexation 2:1
correspond aux mémes interactions hors cavité. Les auteurs ne reportent pas de constantes
d’associations pour ces systemes.
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Les pillar[n]arénes ont pour leur part montré une complexation de la spermine par inclusion :
fonctionnalisé par des groupements carboxylates, le pillar[6]arene reconnait la spermine en solution
aqueuse avec une constante d’association de 2,58 107 M1.7* Cependant, les cucurbiturils se sont a
nouveau démarqués comme étant des hotes remarquables pour la spermine. CB[6] et CB[7] sont
capables de reconnaitre la spermine en solution aqueuse avec des constantes d’associations
respectivement de 'ordre de 10'°M? et de I'ordre de 10°%-10” M. Une structure cristallographique de
I'association CB[6]-spermine est décrite dans la littérature, montrant un repliement particulier des
ammoniums terminaux de la spermine sur la couronne du macrocycle par interaction ion-dipéle (figure
35).7> Kim et al. ont obtenu la plus haute constante décrite pour la complexation de la spermine,
s’élevant a 3,4 102 M avec un cyclohexanocucurbit[6]uril. De facon contre-intuitive, les groupements
cyclohexane sur la partie équatoriale du motif glycoluril rendent le cyclohexanocucurbit[6]uril plus
soluble dans I'eau pure. Ce récepteur se lie également avec la spermidine et la putrescine avec des
constantes d’association trés élevées, de 4,8.10" M? et 2,3.10'° M respectivement, indiquant une
sélectivité pour la spermine.”

C) Utilisation de principes actifs : chimiothérapie supramoléculaire
Zhang et coll. ont décrit plusieurs exemples de chimiothérapie supramoléculaire, ou ils ont été
capables de mettre évidence un effet thérapeutique par utilisation de cucurbituril ou de pillararene en
synergie avec des principes actifs.”® La chimiothérapie présente de nombreuses limites: faible
solubilité des principes actifs ou mauvaise stabilité. L'apport de la chimie supramoléculaire peut donc
permettre d’améliorer la chimiothérapie traditionnelle pour s’affranchir de ces limitations. La
complexation d’agents hydrophobes dans des cavités apolaires d’hotes hydrosolubles peut étre un

bon moyen d’améliorer leur transport.”

La stratégie générale est présentée en figure 36: l'objectif est d’utiliser un agent
pharmacologiquement actif complexé par un macrocycle. L’encapsulation du principe actif par un
macrocycle permet de masquer sa cytotoxicité vis-a-vis des cellules saines. Le cavitand utilisé doit étre
alors un bon complexant du principe actif et de la spermine, en étant sélectif pour la spermine. La
spermine agit donc comme un biomarqueur de la tumeur qu’il faudrait cibler, comme interrupteur de
relargage du principe actif dans les cellules cancéreuses.

Ejection du principe actif

controlé dans les cellules
? cancéreuses et consommation
G de la spermine
Récepteur c==
supramoléculaire Objectif : sélectivité Spermine: ?
4 @ d’actionsur les cellules

cancéreuses
Principe actif Objectif : diminution de

la cytotoxicité du @
principe actif @ ?

Sécurité dans les cellules saines

Figure 36 : principe de la chimiothérapie supramoléculaire

Dans la littérature, le systeme cellulaire cancéreux colorectal a été étudié en utilisant soit
CB[7]7? soit le pillar[6]aréne dodecacarboxylate’* comme complexants de I'oxaliplatine. Avec chacun
de ces cavitands, I'oxaliplatine est complexé avec des constantes d’association plus faibles que la
spermine, ce qui permet une substitution dans les cellules. La toxicité du principe actif s’avere étre
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abaissée par |'utilisation de récepteurs moléculaires comme le montre la figure 37 : la toxicité du
complexe est similaire a la toxicité du macrocycle seul, qui est biocompatible. Les cellules cancéreuses
sont ainsi tuées par libération de l'oxaliplatine et simultanément la spermine se complexe au
récepteur. Ainsi, le remplacement de I'oxaliplatine par la spermine dans la cavité du macrocycle est
thermodynamiquement favorisé au vu des écarts entre les constantes dans le cas du pillararene, mais
est aussi observé dans le cas du cucurbituril malgré des constantes proches (figure 37). Les auteurs ont
par la suite montré que ces récepteurs supramoléculaires précomplexé avaient un effet cytotoxique
sur les cellules cancéreuses plus élevées de 20% par rapport a I'oxaliplatine seule alors que ces
récepteurs seuls ne possedent aucune bioactivité cytotoxique. De plus, il semblerait qu’il y ait un effet
coopératif entre I'activité de I'oxaliplatine libre sur le systeme cellulaire et la séquestration de la
spermine par le macrocycle, car le complexe macrocycle-oxaliplatine a une activité antitumorale plus
importante que I'oxaliplatine seul. On a une preuve de concept d’un effet antitumoral sur les cellules
cancéreuses avec une amélioration de la sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses. Les auteurs ont
de plus relevé une suractivité de la spermine synthase lorsque I’h6te supramoléculaire complexe la
spermine, prouvant la capacité du systeme cellulaire a autoréguler la quantité de spermine séquestrée
par le récepteur.

z {72n
Ka (M) CB[7] | Pillar[6]aréne §'::
Oxaliplatine | 2.8910° 1.66 10* ;éw
Spermine 1.1910° 2.58 107 % 404 .
21 T S
50

Control 125 25
Concentration (uM)

Figure 37 : A gauche : constantes d’association. A droite : profil in vitro entre CB[7] oxaliplatine et le
complexe résultant sur des cellules tumorales aprés 72 heures d’incubation.

Ces études ne refletent cependant pas le lieu d’action du macrocycle au sein des cellules :
sont-ils capables de franchir les barriéres cellulaires ?

D) Preuve d’internalisation dans les cellules
De maniere a prouver l'internalisation au sein des cellules, des fluorophores ligands des
macrocycles d’études sont fréquemment utilisés. Selon la concentration de travail, une forte affinité
entre hote et invité peut se traduire par un faible pourcentage d’espéce libre en solution et ainsi, apres
injection dans un milieu de culture cellulaire, une observation en microscopie de fluorescence peut
étre effectuée pour analyser la présence du macrocycle dans le cytoplasme ou les noyaux des cellules.
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Figure 38 : fluorophores décrits dans des associations supramoléculaires

Les fluorophores classiquement utilisées avec les cucurbiturils sont recensés en figure 38.”7 Des

distinctions sont a mentionner lors de I'utilisation de fluorophore :

Certains fluorophores, comme FITC-Spm, expriment la méme fluorescence sous forme liée au
cucurbituril ou sous forme libre.

D’autres fluorophores comme AEC et SNP, présentent une modification de la fluorescence
sous forme lié et sous forme libre ce qui facilite la détection de chacune des deux formes.

Montes-Navajas et al ont montré de fortes associations avec d’autres fluorophores pour les

cucurbiturils.”® Notamment, CB[8] est capable de reconnaitre le fluorophore acridine orange (AO) avec

une constante d’association de I'ordre de 10'* M et une stoechiométrie 1:2. Une constante aussi

élevée permet, a la concentration de travail (10 uM) de conclure sur une quantité de ligand sous forme

libre inférieure a 1%. Ainsi, les clichés de microscopie analysés font apparaitre uniqguement la forme

complexée du ligand. Les fluorophores d’études sont connus pour étre amphiphiles et donc capables

de franchir les barriéres cellulaires puis absorbés par le cytosol, mais ils sont phototoxiques pour la

cellule. Les auteurs montrent ainsi que le complexe est aussi capable d’étre internalisé (figure 39).

“ W (F;\ o '-.2:\[
~. N/, ~F \'“N"/M P N/..
| H |

ACRIDINE ORANGE (AO)

Figure 39 : Structure du fluorophore cationique AO et cliché de microscopie prouvant I'internalisation

dans les cellules 3T3 (A(ex) = 440 nm, A(em) = 470 nm) pour le complexe CB[8]-AO apres 60 s

d’injection. (les vésicules vertes correspondent au complexe macrocycle-fluorophore internalisé au

sein des cellules).
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D’autres systemes, tels que le complexe dérivé d’un cucurbituril fonctionnalisé par 12
groupements carbohydrates I-E (figure 40) complexant FITC-spm a été utilisé dans des expériences de
microscopie pour prouver linternalisation au sein des cellules.”” L'utilisation de systémes
supramoléculaires avec des fluorophores est aussi exploitée pour la détection de processus
biologiques. On peut citer des calixarenes capables de reconnaitre et de suivre des réactions
enzymatiques par éjection d’un fluorophore hors de sa cavité lors de la complexation d’un analyte
issue de I'enzyme étudiée. 8081

@)
N)J\N
pi

Figure 40 : Structure du cucurbituril I-E

Nous avons donc répertorié les hotes supramoléculaires hydrosolubles capables d’effectuer
de la reconnaissance en solution aqueuse ou au sein des cellules. Nous avons développé une nouvelle
famille de récepteurs macrocycliques apparentés aux récepteurs hydrosolubles capables d’effectuer
de la chimie héte invité en solution aqueuse a pH physiologique.
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Partie B : Synthése de dyn[n]aréne a I'aide de la chimie
combinatoire dynamique et application a la complexation de
cation en solution aqueuse

L’'objectif de cette partie sera de mettre en évidence de nouveaux récepteurs pour molécules
d’intérét biologique. Par comparaison aux récepteurs décrits précédemment, ces nouveaux récepteurs
doivent présenter une synthese simple, avec des purifications peu fastidieuses. Il est nécessaire d’avoir
un hote hydrosoluble pour effectuer de la reconnaissance a pH physiologique, pour pouvoir envisager
des applications in cellulo. Dans cette partie, nous nous intéresserons uniquement a la synthese de
nouveaux hotes et a la description en solution aqueuse.

es dyn[n]arénes

1) Présentation générale des divers dynarénes
Une nouvelle famille de récepteurs de type paracyclophane a été synthétisée a partir de

1) Une nouvelle famille de récepteur :

briques 1,4-dithiophénol fonctionnalisées par une approche combinatoire dynamique. Ces objets sont
appelés dyn[n]arénes ou n définit le nombre d’unités aromatiques présentes sur la structure : sur la
figure 41, n = 4. Le nom donné a ces objets moléculaires tient du caractére dynamique de la structure,
lié a la nature réversible des ponts disulfures.

R . s R . R
Sy
S "R
R

Figure 41 : Structure générique d’un dyn[4]arene.

Plusieurs dyn[n]arénes ont été isolés et caractérisés a ce jour dans le laboratoire (figure 42).22
Ces récepteurs different par la nature des substituants portés par les noyaux aromatiques : il est donc
possible d’obtenir a facon des objets fonctionnalisés et d’effectuer de la reconnaissance moléculaire
sur mesure pour des invités divers.
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Figure 42 : présentation des trois récepteurs isolés dans le laboratoire : le dyn[4]arene
octacarboxylate 44, le dyn[4]aréne fluoré 4,4 et le dyn[4]aréne octa-ammonium 4,




4, est formé a 'aide de briques 1,4-dithiophénol tetra-substituées par des atomes de fluor sur
les positions aromatiques. Dans une chimiothéque, cette brique conduit exclusivement a la formation
du tétramére, avec ou sans template, qui est isolé avec un rendement de 71%.%2 Il a été montré par
modélisation a I'aide de calcul ab initio que les moteurs de I'assemblage sont des interactions
moléculaires qui induisent également le repliement particulier de la structure. Les nombreux atomes
de fluors présents sur la molécule exercent un effet inductif attracteur important et appauvrissent la
densité électronique des cycles aromatiques. Ainsi, le récepteur étudié s’est avéré étre un bon hote
moléculaire pour des anions tels que des halogénures grace aux interactions m-anion : une sélectivité
avec une constante d’association de I'ordre de 10* M a été montrée pour les ions iodures ainsi qu’une
stoechiométrie 1:1.

Le macrocycle azoté 44", résultant de I'auto-assemblage de la brique moléculaire 2,5-diamino-
1,4-dithiophénol, est formé exclusivement dans les chimiotheques et isolé avec un rendement de 96%.
En effet, en I'absence ou présence de template, le tétramere précipite en milieu aqueux ou organique
a I'exception du DMSO. Les liaisons hydrogene intramoléculaires sont responsables de la formation
d’agrégats et sont a I'origine de I'empilement particulier de la structure, guidant I'auto-assemblage.
Cet hote est capable de reconnaitre des composés zwitterionniques. Une sélectivité avec une
constante d’association de 10*M™ a été mesurée pour la reconnaissance de la B-alanine ainsi qu’une
stoechiométrie 1:1. &

Le dernier macrocycle 44, présentant des groupements carboxylates fera I'objet des travaux de
thése suivants et sera détaillé par la suite comme récepteur a cation en solution aqueuse.

2) Synthéses et caractérisations des dyn[n]arenes polyacarboxylates

A) Etude autour de la brique 4
a) Synthese de la brique 4
La brique utilisée pour synthétiser ces récepteurs anioniques est la brique 1,4-dithiophénol-
2,5-dicarboxylate 4. Nous avons repris sa synthése qui a d’abord été décrite en 19708 puis reprise en
2006 par Vial et al.2* en intégrant la procédure classique de conversion de phénols en thiophols.

s
CI)J\N/ |

N_ __S N_ _O
COOEt | - \[4 COOEt -~ \[4 COOEt
HO DABCO © S
OH DMA, 16 h, TA 10 Sans solvant, 2h S
r=97% 215°C
COOEt EtOOC S)\N P ‘= 97% EtOOC O)\N _
1 2 | 3 |
N_ _O
-~ \[4 COOEt COOH
S KOH SH
s EtOH/H,0, 3h, reflux HS
= o,
Etooc b r=295% COOH
07 N
3 | 4

Figure 43 : Synthese de la brique 1,4-dithiophénol-2,5-dicarboxylate 4 a partir de 1

41

——
| —



Cette synthése est décrite en figure 43. En partant du 2,5-diethylterephtalate 1, une premiere
étape de thiocarbamatation dans le DMA a I'aide du DABCO permet la formation de 2 avec un
rendement de 97%. Ensuite, la fonction O-thiocarbamate est transformée en groupement S-
thiocarbamate a I'aide d’un réarrangement de Newmann-Kwart. Cette réaction s’effectue sans solvant
a 230°C sous atmospheére inerte. La présence des groupements esters électroattracteurs facilite le
réarrangement en condition thermique. Le produit 3 est obtenu avec un rendement de 97%. Enfin, la
derniere étape réactionnelle consiste a effectuer une déprotection des groupements esters en acide
carboxylique ainsi qu’a générer les thiophénols en hydrolysant les groupements S-thiocarbamate. On
isole ainsi a I'issue de cette réaction la brique moléculaire 4 avec un rendement de 95%. On obtient
donc un excellent rendement global de 89% pour cette synthése. On souligne de plus que chaque étape
fait appel a des purifications par précipitation : aucune technique de purification par chromatographie
n’est employée ici. Par ces nombreux avantages, la synthese de la brique moléculaire est effectuée en
routine dans le laboratoire a grande échelle.

b) Synthése des macrocycles
i) Identification par chimie dynamique combinatoire

Une chimiothéque a été créée en utilisant la brique 4 a 4 mM dans différents tampons dont un
tampon TRIS a 200 mM et a pH = 7,4 dans le but de synthétiser des macrocycles par formation de ponts
disulfures.

Premiérement, un suivi de la bibliotheque sans template a été effectué par LC-MS, mettant en
évidence la formation de trois macrocycles a I’équilibre (48 heures) : le trimere 43, le tétramere 4, et
le pentamére 4sdans les proportions respectives de 23%, 74% et 3%. Leurs structures sont présentées
en figure 44.%2 Contrairement aux briques fluorées et azotés, il est possible d’observer la formation de
macrocycle de différentes tailles. Le tétramere est le plus stable dans ces conditions.

HOOC
COOH COOH HO0C HOOC COOH
S COOH
S S, HOOC \3\ C S Hoog S’SQS'S,
S s’ S
COOH COOH  Yoom
coolf s 3 OOH
COOH COQ, S A COOH
\ 9¢bH \\\S S—COOBH S\\E?OH ///;aéﬁ
HoOC s S
HoOoC
HoOC
43 44 45

Figure 44 : Structures des dyna[n]arénes polycarboxyles.

Deuxiemement, des chimiothéques en présence de templates ont été générées. L’objectif est
d’observer une modification possible des proportions des espéeces 43, 44 et 4s dans I'optique de les
isoler en cas d’amplification quantitative. Les templates choisis sont porteurs de groupements
ammoniums a pH = 7,4, capables d’effectuer des ponts salins avec les carboxylates de la brique 4. Une
sélection des formes neutres de quelques templates parmi les dizaines testées sont présentées en
figure 45. Les chimiothéques ont été analysées par HPLC et les proportions des macrocycles sont
résumées en figure 45.
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Mis a part le cas sans template, trois scénarios sont identifiés : le template To est capable
d’amplifier uniquement le dyn[3]arene 4;, les templates Ti, T2 et Tz amplifient exclusivement le
dyn[4]aréne 44 et enfin les templates T4, Ts et Ts ne permettent pas d’amplification exclusive, mais
augmentent fortement les proportions du dyn[5]arene 4s.

H Pentameére Tétramére M Trimeére
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Ty NH, Ty HZNWNWN/\/\NHz Ty H2Nl-<:><NH2

NHp T2t NS~ ~

NH2 T . O T5 H2N Il
3 HN NH,

NH,

Figure 45 : Compilation des pourcentages de dyn[n]arénes obtenus dans les chimiotheques avec ou
sans template et structures des templates utilisés dans les chimiotheques avec la brique 4.

% d'especes

T0 T1

IS8
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Ainsi dans le but d’isoler les macrocycles 4s et 44, ces bibliotheques sont reproduites a I'échelle
de la centaine de milligrammes et des procédures de purification sont alors mises au point. Ces
développements sont présentés dans la partie suivante. On notera que des tentatives d’isolation de 4s
ont été effectuées par le Dr. Donnier-Maréchal dans le laboratoire, sans succés.

ii) Synthése du dyn[4]arene
La synthése du dyn[4]arene octacarboxylate 44 a été premierement décrite en 2006 par Vial et
al. Il avait été isolé par HPLC préparative sur une chimiothéque a 10 mM en 4 avec la spermine T,

comme template.®

COOH § HOOC I;OOC s o
T, HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ > \S s
SH H COOH
. s oo OOH
HS Tampon TRIS 200 mM pH =7,4 r=66 % \S SﬁSH
COOH , g” ) o
Ajout de NaOH - pH =7,4 r=81% HOOC
4 4
24 h, TA

Figure 46 : synthése du dyn[4]aréne octacarboxyle
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Nous avons plus récemment développé et optimisé une procédure basée sur une précipitation
suivie de lavages pour isoler 44 (figure 46). Une premiére voie consiste a faire précipiter consiste a faire
précipiter 44 par ajout d’acide trifluoroacétique. Le complexe d’inclusion de type pseudo-rotaxane
entre la spermine et le dynaréne n’est plus stable, car la protonation des acides carboxyliques entraine
une rupture des ponts salins avec les ammoniums de la spermine. L’analyse du solide, possédant un
seul signal en RMN H, correspond au dynaréne 44 avec un rendement de 66%.%2 On souligne a nouveau
gu’aucune purification par chromatographie n’a été requise ici. Une seconde procédure consiste a
simplifier les lavages. En effet, le tampon TRIS restant est difficile a éliminer, nécessitant de nombreux
lavages et conduisant a des pertes du produit d’intérét. En reproduisant la manipulation en travaillant
a pH fixé a 7,4 par ajout de soude, les lavages sont simplifiés et le rendement de la synthése est
amélioré jusqu’a atteindre 81%.

iii) Synthése du dyn[3]arene
Le template To a été utilisé pour amplifier quantitativement le macrocycle 4; dans la
chimiothéque étudiée.?> La synthése est décrite a la figure 47.

NH,
H
NH, HOOC S S GO0
COOH To: ©> —S,
SH H,N . 3 o
S COOH S
HS TRIS 200 mM pH = 8,3 = 63% AN Sadn
COOH , ou S
ajout de NaOH pH =8,3 r=59%
48h, RT HOOC
4 4,

Figure 47 : synthése du dyn[3]arene hexacarboxyles

Un précipité est isolé apres 48 heures d’agitation : la formation d’'un complexe entre deux
équivalents du template Ty et trois équivalents de template de la brique 4 est analysée en RMN du
carbone en phase solide, a la figure 48.2° La symétrie Cs du template permet, lors de la formation des
ponts salins, de réorganiser le systeme favorisant la formation exclusive du dynarene 4s.
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Figure 48 : spectre *CRMN du précipité issu de la chimiothéque entre 4 et To ainsi que la
structure modélisée sur Spartan (PM3, Spartan 14)




De la méme maniére que précédemment, I'ajout d’acide trifluoroacétique permet de protoner
les groupements carboxylates. 4s précipite alors que To reste en solution. Une série de filtrations et
lavages permettent de récolter 4savec un rendement de 63%. L’ utilisation de NaOH au lieu du tampon
TRIS diminue le nombre de lavages, mais également le rendement en produit isolé.

c) Caractérisations structurelles des macrocycles
i) Sources de chiralité
L'analyse détaillée de la structure des macrocycles permet d’observer la présence d’éléments
stéréogenes sur les macrocycles formés : configurationnelle et conformationnelle.

Chiralité configurationnelle :
Premierement, différents stéréoisomeres sont observés due a la position des groupements

fonctionnels (notés R ici pour plus de clarté) sur chacune des briques: il s’agit de chiralité
configurationnelle.®? En effet, la rotation autour de I'axe soufre-soufre d’un cycle aromatique est
bloquée dans la structure des dynarénes. Par conséquent, il est possible d’attribuer un
stéréodescripteur (pR) ou (pS) pour chacune des unités de I’'hdte supramoléculaire, d’apres les regles
de Cahn Ingold et Prélog. Cette chiralité de type planaire est décrite sur la figure 49.
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Figure 49 : stéréodescripteurs de chiralité configurationnelle pour les dynarenes. Par soucis de clarté,
les acides carboxyliques ont été remplacés par des groupements R.

Ainsi, pour le trimere et pour le tétramére, il est possible de distinguer respectivement 4 et 6
stéréoisomeres de configuration décrits a la figure 49. On distinguera les stéréoisomeres homochiraux
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((pR)s et (pS)s pour le trimeére, (pR)s et (pS)s pour le tétramere) des autres stéréoisomeres
hétérochiraux. Ces informations permettent d’expliquer la présence de plusieurs pics en RMN. Il est
donc capital de connaitre ces informations stéréochimiques pour les dynarénes. Pour les dynaréenes
synthétisés précédemment par effet template, on obtient tous les objets homochiraux racémiques. 45
et 44 homochiraux étant de symétrie Cs3 et C, respectivement, les spectres RMN H de 4; et 44
présentent un unique pic a 8,01 et 7,99 ppm dans le D,O a pD = 8,3 et 7,4 respectivement.

Chiralité conformationnelle :
La deuxiéme source de chiralité est la chiralité conformationnelle : la présence des ponts

disulfures confére aux macrocycles résultants des stéréoisoméres de conformation.®? Il est possible
d’attribuer un stéréodescripteur M ou P pour chacun des ponts disulfures de I’h6te supramoléculaire
selon le signe de I'angle diédre du pont disulfure (figure 50) : I'état stable pour cet angle étant de 90°.%
Ainsi, pour le trimere et pour le tétrameére, il est possible de distinguer respectivement 4 et 6
stéréoisomeres de conformation selon la chiralité de chaque pont disulfure. En solution, il y a
néanmoins un équilibre entre les différents stéréoisoméres de chiralité de conformation.
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o s s—$ Q s s
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Homochiraux Hétérochiraux

Figure 50 : Description des stéréodescripteurs de chiralité conformationnelle. Les acides
carboxyliques ont été supprimés pour plus de clarté.

ii) Analyse de I'état de charge en solution aqueuse
Le degré de protonation en fonction du pH a été déterminé par le Dr. Francoia a Montpellier.
Pour cela, des titrations pH-métriques ont été effectuées. Les données obtenues indiquent que les
dyn[n]arénes homochiraux isolés possedent un état de protonation inférieur a 5% a pH = 7.4 (figure
51).8587 Dans ces mémes conditions, on les considérera ainsi totalement déprotonés par la suite.
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Figure 51 : Courbes de titration potentiométrique représentant le pourcentage d’espéce protonée en
fonction du pH. A gauche : titration de 4s. A droite : titration de 4a.

iii) Identification du volume de la cavité des dynarénes en
solution par dynamique moléculaire

Des modélisations en dynamique moléculaire ainsi que des considérations géométriques,
entreprises par le Dr. Jeamet dans I'équipe, ont permis d’apporter des informations structurelles
complémentaires sur le trimére 4; et le tétramére 4,4. L'information capitale obtenue par analyse
géométrique est le diamétre effectif maximal de la cavité : celle du trimére 43 mesure 2,0 A et celle du
tétramére 44 mesure 6,0 A.828° Ces distances sont a comparer avec le rayon atomique de I'atome de
carbone mesurant 1,2 A.88 On conclut que le trimére 4; posséde une cavité de diamétre trop faible
pour accueillir des composés organiques, car le diametre est plus faible que celui du diamétre
atomique du carbone. Le tétrameére 44, quant a lui, posséde un diameétre satisfaisant pour effectuer des
complexes d’inclusion avec des composés organiques.

iv) Analyse a I'état solide
Des campagnes de cristallisation des macrocycles ont été effectuées en collaboration avec le
Pr. Huc, a partir de solutions concentrées (10 mM) de 4; et 44 avec des kits de cristallisation
commerciaux en appliquant la méthode de la goutte pendante. Pour le trimere, les tentatives de
cristallisation n’ont pas été concluantes : lorsque des cristaux ont été observés, ils ont été identifiés
comme étant des résidus de 44. Pour le tétramere, les tentatives de cristallisation ont été concluantes.
La structure cristallographique obtenue est présentée en figure 52.

l /\_
i
s ‘
) @

Figure 52 : Structure cristallographique de 44. Les atomes d’hydrogene ont été omis pour plus de
clartés. Les sphéres rouges représentent les molécules d’eau présente dans la cavité.
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Le tétrameére cristallise dans un réseau monoclinique avec un groupe d’espace P2; Cette

structure confirme la présence d’une cavité capable d’accueillir des molécules d’eau. On observe au

sein de cette structure a I'état solide 5 molécules d’eau. On suppose que seule la molécule d’eau

centrale est suffisamment éloignée de la sphére de solvatation et des acides carboxyliques pour étre

considérée « de haute énergie ». Des modélisations théoriques sont en cours au sein de I'équipe pour

valider cette hypotheése. Au niveau de la maille cristalline, plusieurs informations structurelles ont

permis de comprendre la cohésion de la matiére au sein du solide :

L’analyse des faibles distances soufre-soufre intermoléculaire, entre acides carboxyliques ou
encore entre systemes 1 montrent la présence des interactions de Van Der Waals, liaisons
hydrogéne ou encore de mt-stacking au sein de la maille cristalline.

Les angles dieédres C-S-S-C sont relativement proches de 90° (figure 53). lls sont proches de
distance classique relevée sur les ponts disulfures, d’ol un macrocycle peu contraint
stériquement.® La conformation de chaque stéréoisomére en phase solide est P, ou M. La
position des acides carboxyliques décrit le stéréoisomere de configuration (pR)s. On observe
ainsi des macrocycles homochiraux dans la structure.

On observe une cavité en forme de parallélépipéde (figure 53) et non en forme de cube,
comme supposé lors de dynamique moléculaire. On note une longueur de 8,8 A et une largeur
de 6,9 A. Le diamétre maximal effectif de la cavité est utilisé par la méthode décrite par Han
et al.®® Cette valeur en obtenue en soustrayant au diamétre du cercle inscrit bleu deux fois le
rayon d’'un atome de carbone. Il en résulte une cavité de diametre plus faible que trouvé
initialement, de 4,5 A. La valeur est légérement inférieure a celle des macrocycles
hydrosolubles décrits dans la partie bibliographique, mais est toujours suffisamment grande
pour accueillir un invité de type organique.

C C
/ - C C
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rd C C

Figure 53 : A gauche, cliché cristallographique indiquant les distances et angles caractéristiques de 44

(les molécules d’eau sont omises). A droite, représentation schématique de la cavité pour la

détermination du diamétre maximal effectif. Rectangle vert : forme de la cavité, cercle : cercle inscrit,

axe gris : distance séparant les centroides aromatiques égaux a 6,9 A.
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B) Etude autour de la brique 5

a) Description de brique 5
L'acide 2,5-dimercaptobenzoique 5 a été synthétisée pour obtenir de nouveaux macrocycles
a I'aide de la chimie combinatoire dynamique. Il s’agit de la brique moléculaire en figure 54.

COOH
SH

HS
5

Figure 54 : formule topologique de I'acide 2,5-dimercaptobenzoique 5

Cette brique, comme la précédente, présente deux fonctions thiophénols en position para de
maniere a former des paracyclophanes analogues aux dyn[nlarenes précédemment isolés. La molécule
5 possede cependant un unique acide carboxylique sur le cycle aromatique. Ceci permettra de réduire
la charge effective des dyn[n]arénes en espérant préserver la solubilité en milieu aqueux. Cette brique
est déja décrite dans la littérature pour des applications dans la régulation du taux d’agrégation de
nanoparticules d’or colloidal tout en contrélant le pH du systéme.®3%! La stratégie de synthése est
identique a celle de la brique 4. La formation des S-thiocarbamate est décrite avec un rendement de
90%. Le réarrangement de Newman-Kwart, effectué dans le diphényléther a 240°C par activation
thermique est réalisé avec un rendement de 70%. La formation des thiols en milieu basique est
effectuée avec un rendement de 74%. Le rendement global de cette synthese s’éleve a 46%. La brique
nous a été fournie apres synthese par le Dr. Yoann Pascal.

b) Identifications des macrocycles 5, — étude sans template
Une chimiotheque a été générée a I'aide de la brique 5 dissoute a 4 mM dans un milieu aqueux
a pH =7.4, a température ambiante et sans template. La figure 55 suivante présente le suivi cinétique
en HPLC de la chimiotheque, apreés identification des espéces en LC-MS.

Aprées disparition de la brique initiale 5, on observe formation des espéces intermédiaires
linéaires 5, et 53, ainsi que les macrocycles 53 et 54. Apres 6 heures de réaction, le systéme atteint
I’état d’équilibre puisque les intégrations sont similaires apres 24 heures et que les thiols ont
totalement réagi. Le macrocycle 53 est formé a 10% dans la bibliothéque, tandis que la macrocycle 54
est formé a 90%, comme montré par les figures 55 et 56.
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Figure 55 : suivi cinétique HPLC de la chimiotheque obtenue a partir de la brique 5 en absence de

template
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Figure 56 : Proportion des espéeces dans la chimiothéque de la brique 5 sans template étudiée en
fonction du temps




En effet, aprés analyse en LC-MS, différents pics sont attribués a des espéces isomasses. On
obtient donc sur le chromatogramme différents pics correspondant a différents stéréoisomeres d’une
méme espece : le trimére 53 est observé sous deux stéréoisoméres (dont un seul en proportion
significative). Structurellement, nous avons dénombré la présence de 10 stéréoisomeéres présentés sur
la figure 57 dans le cas ou la libre rotation est impossible (figure 57). Pour cette libre rotation, deux cas
sont possibles : une libre rotation CH vers CR ou CR vers CH (figure 58). La rotation CR vers CH semble
impossible, mais la rotation CH vers CR peut étre possible : dans ce cas, les structures du groupe 1 de
la figure 57 sont un seul stéréoisomére (homochiral) et les structures du groupe 2 de la figure 57 sont
aussi un seul stéréoisomére (hétérochiral). Pour le tétramére 54, le chromatogramme montre la
présence de 3 stéréoisoméres dont un trés préférentiel (plus de 50% de la proportion de la
chimiotheque). La cavité de 54 étant de plus grande taille, la libre rotation CH vers CR est supposée
possible et on dénombre 4 stéréoisoméres : un homochiral et trois hétérochiraux.

0 0000 00 Of\sa
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Figure 57 : différents stéréoisomeres de 53

Rotation CR vers CH Rotation CH vers CR

@SO ) O
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Figure 58 : analyse des modes de rotation dans le macrocycle 5; et analyse des distances par
considérations géométriques.

La bibliotheque exploite le dioxygene de I'air pour oxyder les thiols en ponts disulfures sous
controle thermodynamique puisque I'équilibre des réactions réversibles (oxydation des thiols et
échange des disulfures) est identifié. Dans la littérature, on recense des bibliotheques utilisant le diiode
comme oxydant.®? Le produit final obtenu a I'issue de ces chimiothéques peut &tre différent du produit
obtenu a l'issue d’une oxydation au dioxygéne. Ainsi, une oxydation au diiode a été conduite pour
tester cette voie synthétique alternative. La quantification des espéces révele une légére modification
des proportions des macrocycles au sein de la nouvelle chimiotheque (tableau 4).
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54 (% 54 (% 54 (%
Oxydant | 53(%) + (%) . + (%) . + (%) .
t:=10,6 min | t,=11,8 min | t,=12,3 min
(07} 10 9 56 19
I, 0 27 55 18

Tableau 4 : proportion des stéréoisomeres 53 et 55 dans des chimiotheques avec différents oxydants.
La grandeur t; indique le temps de rétention du stéréoisomeres sur le chromatogramme HPLC.

Dans le cas du diiode, le trimére 53 n’est observé, car on forme exclusivement trois des
stéréoisomeres du macrocycle 54 La principale modification des proportions vient de I'espéce
tétramérique qui élue la plus vite et qui croit de 9% a 27%. On peut ainsi modifier les proportions par
changement d’oxydant.

c) Identifications des macrocycles 5, — étude avec template
L’objectif suivant a été de réaliser des chimiothéques en présence de template. 24 templates
ont été testés de maniére a essayer de modifier les proportions des macrocycles 5, dans les
chimiotheques. Leurs structures sont présentées en figure 59.
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Figure 59 : Structure des templates utilisés

Chaque bibliothéque est produite a partir de la brique 5 a 4 mM et d’un template Ta 1 mM
dans I'eau a pH = 7.4. Les proportions en macrocycles obtenus a I'état d’équilibre dans chacun des cas
ont été mesurées par analyse HPLC et sont résumées en annexe A. Le tableau 5 rappelle la distribution
sans template, ainsi que les variations les plus fortes observées pour les ratios 53/54 en présence de
templates. Ce ratio reste proche de 0,12 dans chaque cas, ne témoignant d’aucune modification
significative du systéme. Ainsi, parmi les 24 templates testés, il n’a pas été possible d’amplifier un
stéréoisomere de I'un ou I'autre des macrocycles produits.
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Template 53(%) | 54 (%) | 53/54
Sans template | 10 84 0.12
Tu 4 80 0.05

Tao 12 86 0.14
Tableau 5 : Modifications des proportions de macrocycles 53 et 54 sous I'influence d’un template.

On observe donc que pour deux briques sensiblement proches structurellement (5 et 4), leur
comportement face aux mémes templates est considérablement différent.

C) Etude des bibliotheques mixtes avec les briques 4 et 5

a) Identifications des macrocycles 4,5,

Nous avons utilisé les briques 4 et 5 dans une nouvelle bibliotheque. L'idée est d’observer si
les deux systéemes réagissent de fagon indépendante (« self-sorting » : on forme uniquement des
homomacrocycles 4m et 5, sans interactions entre les deux briques) ou alors, observer la formation
d’hétéro-oligomeéres issus de la réaction entre la brique 4 et la brique 5. Une premiére campagne, a 2
mM en chacune des briques, a été effectuée sans template. Lors de la mise en solution de ces deux
briques, on observe un état d’équilibre au bout de 5 heures 30, correspondant au chromatogramme
HPLC suivant (figure 60).
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Figure 60 : Analyse HPLC de la bibliotheque mixte entre 5 et 4 a I’état d’équilibre

Ce chromatogramme est décomposé en trois zones : lazone A, aux temps de rétention compris
entre 0 et 2 minutes, présente le pic d’injection et les homo-oligomeres de type 4,. La zone B, au temps
de rétention compris entre 2 et 9,5 minutes, regroupe les hétéro-oligomeéres de type 4m5n. La zone C,
pour des temps de rétention compris entre 9,5 minutes et 15 minutes, regroupe les especes 5,. Cette
méthode HPLC est satisfaisante pour I'analyse souhaitée de la zone B. Pour quantifier, nous avons
postulé que les coefficients de réponse sont similaires pour chacune des espéces. Ainsi, 'aire sous la
courbe reflete directement les proportions de chaque espece.
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Il n’y a pas de phénomeéne de « self-sorting », car on observe la formation de nouvelles espéces
macrocycliques. Les différentes séquences de macrocycles de taille 3 et 4 de type 4m5, qu’il est possible
de former ont pu toutes étre identifiées dans différentes proportions et sous différents
stéréoisomeres. L'élution appliquée retient les especes les moins hydrophiles : les macrocycles les plus
riches en brique 4 sont présents a des temps de rétention faible due a leur fort caractére hydrophile,
et les macrocycles les plus riches en brique 5 sont présents a des temps de rétention plus élevée due
a leur faible caractére hydrophile. Le tableau 6 présente les pourcentages de chacun de ces
macrocycles. Pour simplifier I'’étude, les données sont résumées sans distinguer les différents
stéréoisomeres observés et les stéréoisomeéres 4,5, et 4,5, ont été regroupés les pics observés pour
ces especes se superposent. On note 65% de la population correspondant a ces especes mixtes.

4,51 (%)

Oxydation au dioxygéne 8

435, (%) 4,5, + 445, (%) 4,53 (%)
15 14 28

Tableau 6 : Proportions des espéces 4m5- dans la chimiothéque sans template

Etude sans template

b) Utilisation de template
L'objectif suivant a été d’identifier a nouveau, avec le méme panel de template (T1 a Ta4) s’
était possible d’amplifier une espéce mixte. De nouvelles bibliothéques ont donc été préparées a 2mM
en brique 4, 2 mM en brique 5 et 1 mM en template T. Contrairement aux chimiothéques basées sur
la brique 5 seule, différentes amplifications sont observées selon les templates. Nous allons détailler
qguelques-uns de ces cas particuliers dans le tableau 7, tous les autres cas sont décrits en annexe A.

Template 4,5, | 435: | 4,5, + 415, | 4153 | 5, | Espéces en zone A dont 4,
Sans template | 8 15 14 28 | 1 34
To 3 8 18 5 |22 45
T: 17 19 26 16 1 20
Tis 0 17 59 7 0 16

Tableau 7 : proportions des macrocycles 45, dans différentes chimiotheques.

To, T7 et Ty sont capables d’amplifier de I'espéce 54, alors que sans template I'espéce 5,4 était
présente a I'état de trace. En particulier, Tg (EuCls) est capable d’amplifier 55 a 20% dans la bibliothéque
au détriment de I'espéce 4453 qui décroit drastiquement. Certains templates (T11 et T2,) sont capables
de réduire fortement la proportion d’espéces de type 4, en amplifiant les espéces 4351, 4,5; et 415,
alors que Tg les amplifient considérablement au détriment de chacune des autres espéeces. Ensuite, les
templates T, et T23 augmentent considérablement la proportion du macrocycle 4,5, au sein de la
bibliotheéque par rapport au cas sans template. Enfin, la majorité des templates exalte fortement la
proportion des deux macrocycles 4,5, + 415, au détriment des autres : les templates Tz et Tis sont
capables d’amplifier a pres de 60% ces macrocycles, ce qui multiplie leur proportion d’un facteur 4 par
rapport au cas sans template. Néanmoins, aucun template n’a été capable d’amplifier une seule et
unique forme.
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En conclusion, nous avons mis en évidence une différence de comportement lors de la mise en
solution des briques 4 et 5 en présence de templates, structurellement proches, dans les
chimiotheques. Les différentes chimiotheques présentées dans cette premiére partie ont permis
d’observer la formation de divers dyn[n]arenes avec n compris entre 3 et 5. Cependant, seuls deux
macrocycles ont été isolés : le dyn[3]aréne hexacarboxyle 4; et le dyn[4]arene octacarboxyle 44.

ll) Interactions des dynarénes polycarboxylates avec des
diamines d’intérét biologique

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons évoqué la reconnaissance de
polyammoniums d’intérét biologique pour de potentielles applications thérapeutiques. Nous allons
dans un premier temps analyser les interactions des dynarenes avec une série d’a,w-alkyldiammonium
6x oU x représente le nombre d’unités -CH,-, puis ensuite étudier le cas des polyamines spermine et
spermidine.

1) Cas des diamines

A) Présentation de I'étude
Dans cette partie, nous étudierons la complexation d’une série de diamines 6x, ol x représente
le nombre d’atomes de la chaine carbonée (de I'éthanediamine 6, a I'octanediamine 6g) par les
macrocycles 43 et 44. Les études seront effectuées a pH = 7,4 : les récepteurs seront anioniques
totalement déprotonés sous forme de carboxylates, les diamines seront totalement protonées sous
forme de diammonium.

D’apres le modeéle « clé-serrure », les cas de la putrescine 64 (ou butanediamine) ou cadaverine
65 (ou pentanediamine) serait les plus favorables a la complexation d’un point de vue purement
électrostatique d’aprés la figure 61 : la distance entre les carboxylates de la brique 4 est de 7,2 A alors
que de la distance entre les ammoniums de la butanediamine 64est de 6,3 A et pour la pentanediamine
6sde 7,5 A.

B 7 ®
OQC(;)O - -HaN-- HaN- -H3N-- - -H3N- HgN- - -HaN-- HaN------ -
S‘\ e@
NH; 7,2 A
x
s HsN o
0/’0*0 ---------------- N_H_:’_H_N _____________________
L e ; .
4 NH
HsN
®
NH,
4, 6, 63 6, 65 66 6; 63

Figure 61 : analyse de distances sur la brique 4 et les diamines 6x
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B) Casdutrimeére 43
Nous allons nous intéresser a la complexation des a,w-alkyldiammonium par le trimere 4s. Le
résumé de ces réactions est présenté a la figure 62, supposant la formation d’un appariement hors
cavité.

S
COOH o coo
HOOC NH, oocC @
S S, :Qx S S, H;N
NH, 6y o) X3
| co Lo FORA uN
S_  ¢C S S (o < ®
s €68H  TRIS 200 mM pH = 7.4 Ng 366%
T =298 K 5
HOOC 0oc
43 4,-6y

Figure 62 : réaction de complexation entre 43 et les polyamines 6y

Une premiére série d’expériences, a 1 mM en hote dans le D,0 a pD ajusté a 8.3, a consisté a
comparer les spectres RMN H entre les différents partenaires du systéme isolés et en mélange. Le cas
de la propanediamine 63 est présenté en figure 63. On observe un blindage du proton, par une
diminution du déplacement chimique correspondant aux systemes de protons a et b par passage de la
forme libre a la forme liée, témoignant d’une association. |l semblerait que ces protons soient affectés
par les interactions électrostatiques entre les ammoniums et les carboxylates, ainsi que la présence
des protons dans le cone de blindage des aromatiques du récepteur. Cette indication indique a priori
une complexation héte-invité. Les variations de déplacement chimique pour la complexation de deux
autres diamines sont présentées dans le tableau 8.

a a
+ +
HaN">""NH,
a
b
il Il "
AS =-1.04 ppm
J\ A8 =-0.92 pp
\ iy L -
8j5 510 7.‘5 7?!] 6‘.5 6:0 5-’5 SYD 4{5 I 3i5 3.‘0 2‘.5 ZiO 1{5 liﬂ D.‘S B‘.Cl fC:.S fll.ﬂ

f1 (ppm)
Figure 63 : spectre RMN H de la forme libre de la propanediamine 1 mM (en haut) et de la forme
complexée dans lors de I'association 43 — propanediamine 63 (en bas) a 1 mM dans le D,O a pD = 8,3.

Diamines 63 66 63
A8 (ppm) -0,92 -0.58 -0.39
-1,04 -0.80 -0.64
-1.05 -0.96
-1.40

Tableau 8 : variation de déplacement chimique des protons portés par les carbones des diamines lors
de 'association du trimére 43 avec la propanediamine 63, I'hexanediamine 6¢ et I'octanediamine 6s.
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Des expériences de titrations ITC ont ensuite été effectuées dans le TRIS 200 mM a pH 7,4

(annexe C). Pour la majorité des thermogrammes obtenus avec les diamines (excepté
I’heptanediamine 65), I'intégration des pics correspondant aux dégagements de chaleur ne témoigne
pas d’une association avec 4s : les dégagements de chaleur mesurés correspondent a |'énergie de la
dilution du ligand (figure 64). Ces associations ne semblent pas mesurable par ITC, mais par RMN

uniguement. Ainsi on suppose des constantes d’association inférieures a 102 M qui est la limite de

détection de I'ITC.
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Figure 64 : comparaison des thermogrammes obtenus avec le trimere 43 : a gauche cas de
I’éthylenediamine 6,, a droite cas de I’"heptanediamine 6;

Dans le cas de I’heptanediamine 67, un profil de type sigmoide est obtenu lors de la titration
avec le macrocycle 4. Les données obtenues sur un triplicat de mesures sont :
- Unevaleur de n=0,5, soit une association 2 macrocycles pour 1 ligand.
- Une constante d’association moyenne K = 1,61 10* + 0,36 10* M.
- Une enthalpie de complexation AH =-9,17 + 1,54 kJ.mol ™.
- Unterme entropique de complexation -TAS =-14,79 + 0,18 kJ.mol ™.

La complexation est ainsi favorisée a la fois entropiquement et enthalpiquement, avec une
domination du premier terme. Les contributions entropiques majeures que l'on peut supposer
intervenir ici sont I'effet hydrophobe classique, ainsi que la formation de ponts salins. Il est difficile
d’expliquer pourquoi seule I’heptanediamine est complexée par 43, mais nous proposons un mode de
complexation ou les couronnes polaires de deux 43 sont capables de complexer chacune des extrémités
de I'heptanediamine.

Les modes de complexation de la propanediamine 65 avec le dyn[3]aréne 43 ont été modélisés
par dynamique moléculaire par Dr. Jeamet (figure 65). Ces résultats indiquent une complexation hors
selon différents modes. Ces complexations sont en accord avec les blindages observés en RMN. Il
montre que la propanediamine se comporte comme un ligand monodentate ou bidentate selon les
complexes observés.
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(35%)  (34%) (22%) (7%) (1%)

Figure 65 : structures 3D des complexes formés a partir du cavitand 4; de configuration (pS); avec la
propanediamine 63 obtenus par simulation en Dynamique Moléculaire de 100 nsa 300K et a
pression constante. Le pourcentage quantifie la durée d’observation d’un complexe sur la trajectoire.

C) Cas du tétrameére 44

a) Résultats expérimentaux
Nous allons maintenant étudier de fagon analogue les complexations entre le tétramere 44 et
les diamines 6«. Le schéma de la complexation est présenté en figure 66.

NH, - = _
- NH
Hooc,  HOO& COOH Tx 00c, Ly 790
S, .S, NH, S, .S,
S S S- NHg)—s -
COOH 6x N + {CO0
% OOH -— %00 oo
S (e]0]0) S CTOO
S S
s S—TCOOH TRIS 200 mM pH = 7.4 ~~s S—Tco0
T = 298K ) -
HOOC oocC
44
4,6,

Figure 66 : Schématisation de la complexation entre 44 et les polyamines 6« en solution aqueuse

Les comparaisons qualitatives entre les spectres RMN 'H des constituants seuls et en mélange
ont d’abord été effectuées. Le cas de la propanediamine 63 est présenté en figure 67. Les signaux
correspondant aux protons aliphatiques de 635 sont fortement blindés en présence de cavitand jusqu’a
atteindre des valeurs négatives. Ce blindage est observé pour chacune des diamines étudiées allant de
-0,57 ppm a -3,05 ppm en valeur absolue. (Cf. tableau 9). Ces blindages sont plus importants que dans
le cas de 43 et correle avec la formation d’'un complexe d’inclusion de type pseudo-rotaxane : I'origine
de ce blindage, plus important pour les protons centraux de la diamine due a leur présence au centre
des cones de blindages des aromatiques du cavitand.

J JJJ{ Ab (ppm) =-2,36 me) =-3,05

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
100 95 9.0 85 8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 00 05 -1.0 -15 -20

N\ L

45 40 35
f1 (ppm)

Figure 67 : spectre RMN H de la propanediamine 63 et du complexe 44-63.
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Diamines 62 63 64 65 66 67 6g
A8 (ppm) -1,65 -2,36 -1,38 -1,52 -1,12 -0.87 -0.57
-3,05 -1,81 -2,43 -1,91 -1.52 -1.20
-2,71 -2,58 -2.14 -1.78
-2.83 -2.38

Tableau 9 : variation de déplacement chimique des protons portés par les carbones des diamines lors
de I'association du tétrameére 4, avec les diamines.

Ensuite, une étude en ITC a été effectuée dans le tampon TRIS 200 MM a pH = 7,4 et a 298 K
(thermogramme annexe C). Pour chaque diamine, des mesures ont été effectuées en triplicat. Une
sigmoide a été obtenue dans chaque cas avec des données validées par les critéres de validité des ITC
(analyse de AK/K et du facteur de sigmoide « ¢ »). Les grandeurs thermodynamiques sont présentées
sur la figure 68.

Invité: x dans *HyN(CH,),NHz*

2 3 4 5 6 7
5
v i Ligand | K(44—6,) en 10°M™*
s ' : — 62 0,03 £ 0,00
R " 63 0,19+ 0,08
= s —~ 64 10,5+1,5
: 6s 31,1£54
6 42,0£75
. 6, 42,0+154
6s 21,1+44

-45

e A e TAS"

Figure 68 : Evolution des entropies et enthalpies de complexation avec la longueur de la chaine
carbonée des diamines 64« lors de la formation de supramolécule avec 44. Tableau résumant les
constantes d’association entre 44 et 64

Les stoechiométries obtenues sont systématiquement de 1 :1 avec un complexe d’inclusion de
type pseudo-rotaxane. Les constantes d’association augmentent globalement avec la longueur de la
chaine. On obtient un maximum pour I’hexanediamine 6¢ et I’heptanediamine 67 avec des constantes
d’association de 4,2.10” M. Ceci est en désaccord le modéle clé-serrure et montre a nouveau ses
limites de ce modele. A nouveau, la complexation est a la fois favorisée enthalpiquement et
entropiquement. On observe en outre, une compensation enthalpie-entropie sauf pour les petites
diamines (n=2 et n = 3). On observe une enthalpie de complexation qui diminue et un terme
énergétique lié a I'entropie (-TAS) qui augmente avec la longueur de la chaine. Ces tendances seront
interprétées a I'aide des résultats obtenus en chimie théorique par le Dr. Jeamet.

b) Comparaison des données expérimentales et théoriques
Il faut noter que les modélisations ont été effectuées a I'aide de deux approximations majeures
sur la thermodynamique du systéme. En effet, elles ne prennent pas en compte I'entropie des
molécules d’eau, ni l'adaptation conformationnelle des dynarénes lors du phénoméne de
complexation. Les valeurs relatives sont ainsi plus précises : nous nous intéresserons a des variations
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d’entropie (AAH) et d’enthalpie (-TAAS) entre les différents complexes en prenant la pentanediamine
65 comme référence. Les résultats théoriques suivent la méme tendance que les résultats
expérimentaux (figure 69) : ceci permet de valider I'hypothese selon laquelle la contribution
entropique des molécules d’eau et I'adaptation conformationnelle n’a pas d’impact sur les sélectivités

observées. Les résultats théoriques pourront donc apporter les informations structurelles
complémentaires sur la complexation.
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Figure 69 : Variations d’entropie et d’enthalpie entre 44 et les diamines 6«. La pentanediamine 65 est
utilisée comme référence. En rouge, les résultats expérimentaux et en bleu les résultats issus des
modélisations.

c) Retour sur le modele clé-serrure
Comme mentionné précédemment, le modele clé-serrure repose sur une complémentarité
électronique et géométrique entre les partenaires de complexation. La figure 70 présente I'évolution
de la somme de l'inverse des distances moyennes entre les charges ponctuelles au sein du complexe
hote-invité selon la longueur de chaine du ligand et I’évolution de la surface accessible au solvant
(SASA), données extraites des trajectoires de dynamique moléculaire.®’

4,2 - 290
_ A
41 I S *. SASA L 870
L 7 H ~ s’
; N : ~ (4
< 40 4 ..’\\ ' $oad” 850 =
o ~
\.\ - ~ Z(1/rey)
3.9 ~ /' L S IS 830
~ ”
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E [ d
3.8 o 310
2 3 4 5 6 7 8
X de 6,

Figure 70 : Evolution des grandeurs mises en jeu dans le modéle clé-serrure en fonction de la
taille de la diamine 6x.

L’analyse de la SASA montre une minimisation de surface pour la butanediamine 64, prouvant
une complémentarité géométrique au sein de I'édifice hote-invité. L’analyse des distances entre les
charges souligne une maximisation de la complémentarité électronique pour le cas de la
butanediamine 64. Ce résultat va a I’encontre des résultats expérimentaux, ou I’hexanediamine 6¢ et
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I’heptanediamine 67 sont les cas optimaux. Il semblerait que la solvatation et la désolvatation jouent
un role dans les sélectivités étudiées.

d) Considération des effets de solvant
Nous allons reprendre la démarche présentée en partie bibliographique (figure 25) pour
analyser les entropies et enthalpies liées a la solvatation/désolvatation.

Analyse entropique : Expérimentalement, nous avions vu que la réaction était entropiquement

favorisée. Ce phénomeéne est principalement associé a la perte de degrés de liberté translationnel et
rotationnel par passage de la forme libre du diammonium a la forme liée. On observe cependant que
plus la diamine est longue, plus I'énergie associée a |I’entropie augmente. Les évolutions de la variation
d’entropie globale (-TAAS®) et la variation d’entropie de I'association en phase gaz (-TAAS®assoc.)
présentées a la figure 71 ont une forte correspondance. Ceci confirme que les termes -TASresol €1 -
TASgesov qui englobent I'effet hydrophobe classique et ainsi que I'énergie liée a la libération des
molécules d’eau des parties polaires se compensent en premiere approximation le long de la série
d’invités.
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Figure 71 : Variation du terme entropique de la réaction de complexation en solution aqueuse -TAAS®
(bleu) et variation du terme entropique de la réaction d’association en phase gazeuse -TAAS ;ssoc.. La
pentanediamine 65 est prise comme référence.

Analyse enthalpique : Expérimentalement, I'enthalpie globale de la réaction était négative et

décroissante avec la taille de la diamine.

- L’enthalpie de I'association en phase gaz (AH’assoc) augmente avec la longueur de la chaine de
I'invité x (figure 72). Elle est principalement de nature électrostatique, mais cette contribution
électrostatique est de moins en moins marquée avec la longueur de la chaine carbonée x (gris
clair, figure 72). Cette tendance s’explique par la croissance de I'effet inductif de la chaine
carbonée sur les groupements ammoniums terminaux, ce qui atténue progressivement les
interactions carboxylates-ammoniums. Cependant, des interactions de Van Der Waals
(dispersion) et des interactions de type CH-t entre I’axe aliphatique de la diamine et les noyaux
aromatiques des macrocycles ont un effet compensateur au sein de la structure pseudo-
rotaxane (gris foncé, figure 72). Ces contributions sont néanmoins trop faibles par rapport aux
contributions électrostatiques. L’enthalpie globale étant du méme signe que AH’;s0c, CE terme
gouverne donc l'affinité au sein du complexe, mais pas les sélectivités entre diamines :
I’enthalpie globale de réaction est décroissante alors que I'enthalpie d’association en phase
gaz est croissante présentée ici est de moins en moins favorable a la formation du complexe.
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[l'y adonc un terme de solvatation parmi AHesoiv €t AH geso qui €st responsable de la tendance

11

observée et des sélectivités observées.
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Figure 72 : Enthalpie d’association en phase gaz AH’.s0c extraite des trajectoires de dynamique
moléculaire. Les contributions coulombiennes sont représentées en gris clair, les contributions de
Van Der Waals en gris foncé. Chaque ligand est représenté avec la surface d’énergie potentielle
calculée sur Spartani14. ’échelle de couleur est définie de 720 (rouge) a 980 (bleu) kJ.mol™?.

- La somme des termes AH’resoiy €t AH gesonv €St positive et décroissante avec I'augmentation de
la chaine carbonée. Ces termes obtenus a I'issue de modélisation en Dynamique Moléculaire,
ont montré une forte contribution correspondant a la solvatation et désolvatation des
ammoniums et des carboxylates polaires. Pour AH®gson, la désolvatation de I’hote étant la
méme pour chaque diamine, seule la désolvatation de I'invité contribue a ce terme. La figure
73 montre le tracé de la somme des contributions a la désolvatation AH°reson + AH gésolv QiNSI
que la AH®gson du ligand. AH sy €St traduit par I'écart énergétique entre les points bleu et
rouge sur la figure 73. L'enthalpie de désolvatation décroit avec la longueur de la chaine x alors
qgue I'enthalpie de solvatation augmente. Il semble donc y avoir une enthalpie de resolvatation
des parties polaires de la diamine, comme évoquée dans la partie bibliographique avec les

travaux de Kim et coll.>®
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Figure 73 : Evolution de I'enthalpie de désolvatation des diammoniums libres 6x (en rouge) et
enthalpie relative de solvatation entre les états liés (44-6x) et libre(6x) (en bleu).
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Figure 74 : cartographie des molécules d’eau solvatant les complexes dyna[4]arénes éthylénediamine
4,-6,, butanediamine 44-64 et octanediamine 44-6s. Les cartes a gauche et a droite correspondent
respectivement aux premieres couches de solvatation des carboxylates et des ammoniums. Les
clichés des complexes obtenus en dynamique moléculaire sont présentés au milieu.
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Pour prouver une contribution particuliere du solvant lors de la resolvatation, nous avons pu
extraire de la dynamique moléculaire une cartographie de la densité de molécule d’eau dans la
premiére couche de solvatation autour du complexe. Cette couche correspond a une épaisseur d 3 A
autour des ammoniums et des carboxylates, ce qui permet d’englober les molécules d’eau
interagissant par liaisons hydrogéne avec ces groupements. La figure 74 a la page précédente compare
les cas de I'éthyléenediamine 44-6,, de la butanediamine 44-64 et de |'octanediamine 44-65. Ces
cartographies montrent que la densité de molécule d’eau est plus importante autour des groupements
polaires au fur et a mesure ou la chaine carbonée croit : le cas de I'octanediamine 6gfait apparaitre de
vastes zones avec une densité de molécule d’eau deux fois plus importante (200% figure 74) par
rapport au solvant seul (100%). Cette forte hydratation est correspond a une augmentation des
interactions ion-solvant et des interactions solvant-solvant. Il en résulte ainsi une stabilisation due a
I’enthalpie de resolvatation, permettant d’interpréter les sélectivités décrites a I'aide des résultats
expérimentaux.

En conclusion, le modeéle clef-serrure n’est pas le modele le plus approprié pour décrire
I’association étudiée avec 44 et les diamines 6« a pH physiologique dans I'eau : les effets de solvants
avec l'augmentation de la longueur de la chaine, notamment une enthalpie de désolvatation des
ligands qui est défavorable et une enthalpie de solvatation du complexe qui est favorable. Il est donc
nécessaire, en solution aqueuse de prendre en compte I'apport du solvant comme un troisieme
partenaire de complexation pour décrire I'association. D’autres amines d’intérét biologiques ont alors
été étudiées.

2) Cas de la spermine et de la spermidine

A) Cas dudyn[3]aréne
Une nouvelle étude a été menée avec le trimére 4; vis-a-vis des différentes polyamines
d’intérét biologique : la spermine 7 et la spermidine 8. Nous avons effectué les expériences ITC dans
le tampon TRIS a 200 mM, a pH = 7,4 et a 298 K. Comme cela a été décrit au paragraphe 1ll.1.B.a, la
putrescine présente un cas de complexation non détectable par ITC. En revanche, la spermine 7 et la
spermidine 8 présentent quant a eux des profils trés différents, présentés 3 la figure 75.%°

time (min)
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Figure 75 : Profil ITC entre le dyn[3]aréne 4; et la putrescine 64 (a droite), la spermidine 7 (au centre)
et la spermine 8 (a droite) dans le tampon TRIS 200 mM a pH = 7,4 et a 298 K.
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Dans le cas de la spermidine 7, une sigmoide est obtenue avec les caractéristiques suivantes :
- Une stoechiométrie 1:1 avec le dynaréne 43
- Une constante d’association de 8,70 10> M!
- Une enthalpie de réaction AH = - 3,39 kJ.mol*
- Une entropie de réaction AS = 6,40 J.mol™.K* donc associé a une énergie -TAS = - 1,9 kJ.mol*

On note ici que la complexation est favorisée a la fois entropiquement et enthalpiquement, le
second terme dominant sur le premier. A la différence des diamines étudiées précédemment, les
dynamiques moléculaires montrent que la spermidine 7 peut se comporter comme un ligand
multidentate. Les structures des supramolécules 43-7 sont présentées sur la figure 76. Elles témoignent
a nouveau d’une association hors cavité et montrent principalement un ligand spermidine 7 bidentate

Bt L5

(42%) (27%) (22%) (7%) (1%)

Figure 76 : Structures des complexes 43 de configuration (pS)s avec la spermidine 7 par simulation de

malgré 3 sites de coordinations possibles.

Dynamique Moléculaire de 100 ns a 300 K et pression constante. Le pourcentage représente la
présence de cette molécule sur la trajectoire. L'eau a été supprimée pour plus de clarté.

Dans le cas de la spermine 8, on obtient un profil original en ITC qui révele un mode
d’association plus complexe (annexe C). Les dynamiques moléculaires suggérent effectivement une
association de type 2:1 a faible concentration de spermine et une association 1:1 a forte concentration
en spermine. Les structures des complexes correspondants sont présentées a la figure 77. Il s’agit a
nouveau d’association hors cavité. Cependant, contrairement a la spermidine, elles présentent la
spermine 8 comme un ligand doublement bi-dentate, ce qui explique la possibilité de former un
systeme ternaire avec deux molécules 45, ou encore d’agir comme pince par interaction avec les amines
extrémales,
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Figure 77 : Structures des complexes issus de I'association du cavitand 43 de configuration (pS)s avec
la spermine 8 par simulation en Dynamique Moléculaire de 100 ns a 300 K et pression constante. Les
structures de la premiére ligne correspondent a des complexes 2:1 et les structures de la seconde
ligne les associations 1:1. Le pourcentage représente la présence de cette molécule sur la trajectoire.
L’eau a été supprimée pour plus de clarté.

Nous avons été amenées a effectuer la titration directe de 4; par 8, mais aussi la titration
inverse, c’est-a-dire la titration de 8 par 4s. Les informations recueillies pour chaque expérience ont
été exploitées de facon a reconstituer la proportion de chacune des espéces au cours de la titration au
cours de I'avancement de la réaction (appelé spéciation). Le tracé des spéciations est représenté a la
figure 78.

0,7
[spermine] A B

0,6 - [1;,—spermine]
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[1;)/[spermine] [spermine]/[1,]
Figure 78 : Distribution des espéces présentes au cours des titrations. A) Titration de 0,375 mM de
spermine 8 par 4; et B) Titration de 0,475 mM de 45 par 8.

La titration inverse a permis de mesurer I'association 1 :1. La connaissance de ces parameétres
thermodynamiques pour la formation du complexe binaire a été exploitée dans la titration indirecte
pour analyser le complexe ternaire 2:1. Les spéciations obtenues confirment que la formation du
complexe ternaire est favorisée lors de la titration directe et est défavorisée dans la titration inverse.
Ces distributions montrent de plus la coexistence des complexes 1:1 et 1:2 au cours de la titration,
responsable de I'allure particuliére du thermogramme ITC obtenu expérimentalement pour la titration
directe.
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Association 1:1 | Association 2:1
K 7,40 10* M 8,10 10> M
AH -8,87 kl.mol? -3,14 kl.mol*
-TAS | -18,5kl.mol? | -19,2 ki.mol?
Tableau 10 : Grandeurs thermodynamiques extraites de I'association 45 avec la spermine 8

Les grandeurs énergétiques des associations sont présentées dans le tableau 10. On observe
les deux complexes (1:1 et 2:1) ont des entropies de formations similaires, ce qui indique que un
phénomeéne de compensation. Nous pouvons alors conclure que le macrocycle 4s, bien que de faible
volume de cavité, est capable de reconnaitre des molécules multidentates avec des modes de
complexations variés hors cavité.

B) Cas du macrocycle de taille 4
Nous avons effectué une nouvelle étude avec le tétramére 4, vis-a-vis des différentes
polyamines d’intérét biologique : la spermine 7 et la spermidine 8.

Les spectres RMN des formes libres et liées, précédemment effectuées dans le laboratoire®?,
ont montré de fortes variations de déplacement chimique pour les protons des ligands, dont certains
atteignant des valeurs négatives. Ces observations sont a nouveau en faveur de la formation d’un
complexe d’inclusion entre 4,4 et 7, et entre 44 et 8. Les chromatogrammes ITC obtenus a l'issue
d’expérience dans le tampon TRIS a 200 mM, a pH = 7,4 et a 298 K ont été effectués par précédemment
par I'équipe et sont présentés en figure 79.8482
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Figure 79 : Thermogrammes ITC de la titration directe de 44 par la spermine 8. A gauche, 0,1
mM en 448 Au centre, 0,0156 mM en 44 et a droite 0,0098 mM en 44.3

Un critique de ces thermogrammes peut étre effectué. Pour rappel, les principaux critéres de
qualité et de robustesse d’une sigmoide obtenue en ITC sont d’avoir un nombre satisfaisant de point
dans la pente, une incertitude faible sur la valeur de la constante d’association et un facteur de
sigmoide c compris entre 10 et 1000. Pour le premier thermogramme de la figure 79, seul un seul point
dans sa pente, le facteur de sigmoide calculé est trop élevé (c = 11000) et le rapport AK/K sur la
constante d’association est supérieur a la limite de validité fixée a 0,2 (AK/K = 0,22). Les deux autres
études correspondant aux thermogrammes suivants ont été menées avec des concentrations plus
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faibles. On observe la présence de plusieurs points dans la pente de la sigmoide, des facteurs de
sigmoide sont ainsi plus faibles et sont compris dans l'intervalle de confiance (c = 397 et 282).
Cependant, aucune donnée sur les incertitudes liées a la constante d’association a été mesurée. Les
pics observés sur le thermogramme présentent des retours positifs : ces artéfacts peuvent impacter
sur l'intégration. Enfin, les stoechiométries sont variables sur ces trois graphiques allant de 0,6 a 0,98.
La reproduction de ces expériences ont conduit a I'obtention de thermogrammes similaires au premier
de la figure 79. Des expériences similaires ont été engagées pour la spermidine, les mémes conclusions
ont été tirées. Nous avons choisi de revoir la méthode pour consolider la validation de ces données.

Comme évoqué en introduction, les constantes d’association mesurables par titration ITC sont
au maximum de I'ordre de 108-10°. Ainsi, lorsque les constantes & mesurer sont trop élevées il est
nécessaire de procéder a des expériences de mesure indirecte : au lieu de mesurer la chaleur dégagée
lors d’une association, on mesure celle dégagée lors d’une substitution d’un ligand par un autre plus
affin. Le substrat de ce processus de substitution est le complexe formé entre le tétrameére 4; et
I’éthylénediamine 6, précédemment caractérisé et analysé. Le principe de la mesure est expliqué en
figure 80a: la constante obtenue avec I’éthylénediamine 6, est K; = 3,3.10* M. On mesure
expérimentalement une constante K, par substitution de I’éthylenediamine par la spermine. La
constante recherchée Ks est obtenue par le produit des constantes K; et K.

. N
v K, obtenu par
T 4,8

a)

6,
— >

- K, = 3,3.10°M

4, ‘ (Mesuré précédemment)

4,6, mesure ITC

K3 = KsK;

>

b)
a

—
PE—

>

Figure 80 : a) Principe de la détermination de la constante K3 aprés mesure par remplacement en ITC.

b) Equilibre entre les différents modes de complexation de la spermidine.

Les expériences de substitution ont donc été effectuées en ITC dans le TRIS200 mMapH=7.4
et a 298 K. Les résultats de ces expériences sont résumés dans le tableau 11.

Ligand précomplexé par 4, | Compétiteur | K, mesuré AH; mesuré | -TAS; mesuré
Ethylénediamine 6, Spermine 8 2,16 10° M | -18,7 kl.mol* | -17,0 ki.mol*
Ethylénediamine 6; Spermidine 7 | 7,36 10° M | -18,0 kl.mol* | -20,5 kJ.mol*

Tableau 11 : Résumé des grandeurs thermodynamiques obtenues lors des expériences ITC par

remplacement sur le récepteur 44
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On observe des constantes d’association du méme ordre de grandeur, légerement plus élevées
dans le cas de la spermidine 8. Les enthalpies sont similaires alors que le terme entropique est plus
faible dans le cas de la spermidine 7 par rapport a la spermine 8. Ce gain a été interprété par un
échange rapide des différents modes de complexation de la spermidine 7 au sein du complexe comme
présenté en figure 80b, identifié par RMN, apportant un gain entropique par rapport au cas de la
spermine qui ne posséde pas une telle mobilité.® Les grandeurs thermodynamiques globales obtenues
pour ces associations sont ainsi résumées dans le tableau 12 Ces constantes d’association sont parmi
les plus élevées sur ces ligands. Cependant, ces données ITC sont a nouveau a consolider d’un point de
vue de la stoechiométrie (thermogramme en annexe C) : les valeurs de n obtenues sont comprises
entre 0,65 et 0,77 dans ces différentes expériences.

Association | Constante K; AH3 -TAS;
4,-8 7,12 10*°M* | -22,9 ki.mol? | -37,6 ki.mol™?
4,-7 2,43 10" M1 | -22,2 kl.mol? | -41,0 kJ.mol™*?

Tableau 12 : Résumé des grandeurs thermodynamiques globales obtenues entre le dynaréne

4, et les polyamines 7 et 8.

Dans la partie C de ce chapitre, nous utiliserons les dynarénes pour effectuer de la
reconnaissance de polyamines en milieu cellulaire. Dans la suite de ce chapitre, la complexation
d’autres cations ont été étudiés notamment les métaux.

I1l) Interactions des dynarénes polycarboxylates avec des métaux

1) Contextualisation

Lors de la recherche d’autres invités capables d’étre complexés par le macrocycle 44, nous nous
sommes aussi intéressés aux éléments métalliques. Les templates cationiques T7 (CaCls) Ts(ZnCl,) et Ty
(EuCls) avaient été capables d’apporter des modifications des proportions dans la bibliotheque mixte
entre 4 et 5. lls peuvent donc étre de potentiels ligands des dynaréenes. La reconnaissance de métaux
peut aussi permettre potentiellement d’envisager des applications, par exemple en catalyse
supramoléculaire®®, pour former des complexes ternaires® ou encore pour la conception de complexe
luminescent avec des lanthanides.*®

2) Etude de la formation de complexe dynaréne-métaux par ITC
Chacune des études ITC ont été menées dans le tampon TRIS 200 MM a pH =7,4 2 298 K. Les
résultats obtenus sont présentés sur la figure 81. Nous avons étudié trois métaux alcalino-terreux (les
chlorures de magnésium MgCl,, de calcium CaCl, et de baryum BacCl,), six métaux de transition (les
chlorures de manganese MnCl,, de fer FeCls, de cobalt CoCly, de nickel NiCl,, de cuivre CuCl, et de zinc
ZnCl,) et enfin quatre lanthanides (les chlorures de lanthane LaCls, néodyme NdCls, samarium SmCls et
europium EuCls).
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Figure 81 : Grandeurs thermodynamiques obtenues en ITC pour I'association 45 avec les métaux

On notera que les stoechiométries mesurées des complexes fluctuent entre 0,7 et 1,3 (voir
annexe C). Ce parameétre, correspondant au point d’inflexion du thermogramme, peut étre faussé
selon le taux d’hydratation variable du métal lors de la préparation des échantillons. Ceci provoque
des variations faibles sur les concentrations entrées dans le logiciel dans le logiciel. Ceci a pour
conséquence de translater les sigmoides et ainsi d’abaisser (resp. d’augmenter) les stoechiométries
selon une surestimation du taux d’hydratation (resp. une sous-estimation du taux d’hydratation).

Parmi les métaux testés, la formation de complexe dynarene-métaux a été détectée par ITC
sauf pour les chlorures de magnésium, baryum, fer et cuivre. Les cas du baryum et du magnésium ont
donné des thermogrammes correspondant au phénomeéne de dilution. Le fer(lll) n’a pas pu étre utilisé
puisqu’il précipite a pH = 7,4 dans les concentrations de travail a 1 mM. Enfin, le cas du cuivre(ll) n’a
pas mis en évidence une complexation puisqu’il est reporté dans la littérature pour rompre les ponts
disulfures en les oxydant entre autres en sulfonates.®

On obtient ainsi une constante de I'ordre de 10* M pour le calcium et les métaux d, tandis
que I'on obtient des constantes de l'ordre de 10° M (cf. partie expérimentale). Pour chacun des
métaux, les complexations avec le dyn[4]aréne polycarboxylates sont entropiquement favorisées et
enthalpiquement défavorisées.

La complexation est favorisée entropiquement principalement due au relargage des molécules
d’eau (figure 82). Plus le nombre de molécules d’eau de la premiére sphére de solvatation du métal
est élevé et plus I'association est favorisée entropique : il est décrit une coordination de 6 molécules
d’eau pour les métaux de transition, et 8 molécules d’eau pour le pour le calcium et de 9 molécules
d’eau pour les lanthanides.”’

D’un point de vue enthalpique, on compare les liaisons rompues et les liaisons créées. Le
schéma a la figure 82 schématise ces différences : I'enthalpie d’association résulte de la rupture des
liaisons eau-métal et dans une moindre mesure eau-carboxylate et de la formation des liaisons
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carboxylate-métal. Les carboxylates étant faiblement désolvatées lors du processus, I'enthalpie
d’association reflete la différence de basicité au sens de Lewis entre les molécules d’eau et les
fonctions carboxylates.

r Tan 5 V' voses
P I A I 7 Molécule d’eau
<O} |I| | ||| 7 7 - Dyn[4]aréne 4,
v L J ( 7 7 7 7 I Fonction carboxylate
v v L J O Métal
Rupture d’interaction métal — Création d’interaction Molécules d’eau
eau et carboxylate eau carboyxlate — métal relarguées

Figure 82 : Schématisation de la complexation du dynarene 4,4 avec les métaux.

Ainsi, I'utilisation des métaux d avec 44 pourrait permettre de former des catalyseurs et
I'utilisation de lanthanides pourrait permettre de former des sondes phosphorescentes. Nous allons
cependant développer I'application a l'utilisation de certains métaux comme role effecteur dans la
complexation.

3) Mise en évidence du role effecteur des métaux pour la complexation de
molécules organiques avec les dyn[4]rénes

A) Retour sur les travaux effectués avec les acides aminés
Le dynaréne 44 est un récepteur pour les alkylammonium aliphatiques et notamment de
certains acides aminés basiques.® Précédemment, des travaux ont été conduits sur des dérivés de la
lysine, qui sont des analogues chiraux de la cadaverine 6s. Dr. Dumartin a montré que [’affinité du
macrocycle 44 pour la LysNH; par rapport a d’autres dérivés de la lysine est plus importante de deux
ordres de grandeur : la constante d’association mesurée avec la LysNH; est de I'ordre de 106 M2,

La formation de complexe entre 44 racémique et la lysNH; racémique induit un ajustement de
conformation asymétrique au niveau du macrocycle. Il en résulte un signal de dichroisme circulaire
proportionnel a la quantité d’invité énantiopur (ou a son excés énantiomérique si en mélange) (figure
83). Plus récemment, une campagne de cristallogenese et d’analyse par diffraction des rayons X a été
initiée lors d’un séjour a Bordeaux, puis développée par le Pr. Huc de maniéere analyser les structures
des complexes dynaréne-lysNH; racémiques en phase solide. Elles sont présentées avec les spectres
de dichroisme circulaire correspondant en figure 83. Les complexes énantioméres ont été identifiés :
la complexation de la L-lysine-NH, avec les dynaréenes de disulfures de conformation P ainsi que des
complexes D-Lyisine-NH; avec des dynarénes présentant des ponts disulfures de conformation M. De
plus, une déformation du macrocycle a été identifiée : la géométrie du macrocycle passe d’une
géomeétrie parallélépipédique non complexée a une géométrie rhomboédrique par complexation de la
lysine.
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Figure 83 : Spectre de dichroisme circulaire et structure cristallographique des complexes
énantiomeéres de la L-lysNH; et de la D-lysNH; avec le dyn[4]aréne 4a.

Ainsi, la déformation observée lors de cette complexation peut aussi étre exploitée lors des
interactions avec les métaux. On suppose ainsi lors de I'association évoquée en figure 82, une
géométrie pyramide a base tronquée pour la cavité du complexe dynaréne-métal.

B) Complexation de I'histidine a I'aide du calcium

Nous nous sommes intéressés a la reconnaissance moléculaire d’'un autre acide aminé :
I’histidine 9. Comme mentionné précédemment, le tétramere 44 s’associe préférentiellement avec les
acides aminés basiques possédant une chaine latérale de type alkylamine. Le volume de la cavité du
macrocycle dans sa conformation stable est a priori trop petit pour accueillir le groupement imidazole
de I'histidine. Nous avons donc envisagé d’utiliser un métal effecteur, qui, en se liant a 'une des
couronnes tétracarboxylates du cavitand induit une modification conformationnelle favorable a
I’association de I'histidine.

La complexation de I'histidine 9 et de |'un de ces dérivés, I’histine-NH, 10 par le macrocycle 44
atout d’abord été étudiée. La constante d’association avec I'histidine a été mesurée par titration RMN,
tandis que celle avec I'histidine-NH; a été mesurée par ITC (voir annexe C). Nous avons mis en évidence
une stoechiométrie d’association 1:1 dans chacun des cas, avec une constante d’un ordre de grandeur
plus faible pour I'histidine 9 par rapport a I'histidine-NH, 10. Il est raisonnable de postuler que le
groupement amide interagit avec le macrocycle plus favorablement qu’un groupement carboxylate,
par son caractere donneur de liaison hydrogéne.
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Constante d’association : 44 — histidine 9 | Constante d’association : 44 - histidine-NH, 10

N COOH N CONH,
T T
HN NH, HN NH,
K =8,5010%>M* K=6,8310>M?
Tableau 13 : mesure de constante d’association entre 44 et les ligands 9 et 10.

10

La stratégie proposée pour moduler |'affinité et la sélectivité entre 4, et les acides aminés
basiques consiste a induire une déformation de la cavité du macrocycle 4, en utilisant un métal pré-
complexant une des couronnes. On passe a priori d’'un objet de géométrie parallélépipédique a
rhomboédrique plus apte a accueillir un partenaire a chaine latérale hétérocyclique. Il s’agit d’'une
forme d’ajustement induit. On peut ainsi espérer observer une interaction de m-stacking entre unités
aromatiques du récepteur riches avec I'hétérocycle pauvre de I'acide aminé.

A la vue des faibles constantes mesurées en I'absence d’inducteur, nous avons donc conduit
une série de titration par RMN *H entre les différents partenaires potentiels.
- Une titration entre I'histidine 9 et CaCl,
- Une série de titration entre 44 pré-complexé par CaCl; et par I'histidine 9 : dans un cas le
complexe 44-Ca?* a été titré par 9, dans un autre cas 9 a été titré par 44-Ca®'.

Les résultats sont résumés dans le tableau suivant et les modélisations associées sont présentées en
annexe D avec les critéres témoignant de leur validité.

Hoéte 44 / Invité Ca®* | Héte histidine 9/ invité Hote Histidine 9/

Systeme
Y ca? invité 4,-Ca?*
Données extraites des Association 1 hote Association 2 hotes Association 1 hote
modélisations pour 1 invité. pour 1 invité pour 2 invités

Ko(ITC) = 6,9.10* M | Kar(RMN) =1,6.10° M | Ka1(RMN) = 9,8.10' M
Ka2(RMN) = 4,3.10° M2 | Koo(RMN) = 2,0.10% M

Tableau 14 : résumée des constantes obtenues par RMN et ITC entre les différentes partenaires
considérés (Dynaréne 4y, histidine 9 et calcium Ca?).

Nous avons obtenu les résultats suivants :

- La titration entre I'histidine 9 et le calcium Ca? révéle une association de type 2:1 (deux
histidines pour un calcium) avec un produit des constantes d’association K’ = 6,88.10° M.

- Enfin, nous avons titré I’histidine 9 par une solution de 44-Ca%*. Une modélisation des variations
de déplacements chimiques des protons aromatiques de I’histidine au cours du titrage permet
de conclure a une association 1:2 (une histidine pour deux complexes dynaréne-calcium), ou
le produit des constantes successives obtenues vaut K’ = 2,0.10° M. Cette constante est ainsi
plus élevée que I'association directe entre 44 et I'histidine 9, valant 8,5.102 M7, ce qui prouve
le r6le d’effecteur du calcium dans ce cas.

Nous suggérons ainsi un modeéle structural qui explique cette association. Ce modele est présenté a la
figure 84 et schématise I'association 2:1 mesurée entre le complexe 44-Ca?* et I'histidine 9.
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Histidine 9

: Association
Sans calcium : ~ D,0.pH =74, TA ~ hors cavité

4,

CaZ+

Avec calcium :
H>O tampon TRIS pH=7.4, TA

O

D,0,pH = 7.4, TA

Complexe
d’inclusion
Figure 84 : Interprétations structurelles lors de la complexation de 44 avec le calcium Ca* et
I'histidine 9.

L’utilisation du calcium Ca? permet de renforcer I'affinité entre le macrocycle 44 et I’histidine
9. Nous allons alors tester le réle effecteur du calcium avec d’autres ligands organiques.

C) Extension de la stratégie a d’autres ligands organiques
La méme stratégie a été déployée pour complexer I'acide y-aminobutyrique 11 et le 4-
aminopropanol 12, présenté en figure 85.

H2N/\/\COOH HZN/\/\/OH
11 12

Figure 85 : structure des ligands étudiés pour la complexation avec 44

La comparaison des spectres RMN H du ligand 11 seul et du ligand 11 en présence d’un
équivalent d’hote 44 ne révéle a priori pas de complexation, car aucune variation de déplacement
chimique des protons du ligand n’est observée, comme l'indique la figure 86. La titration ITC
équivalente, présentée en annexe C, ne montre pas de dégagement de chaleur associé a une
complexation, mais uniquement de la dilution du ligand. L’ajout du calcium Ca? dans le milieu n’a pas
permis d’observer de modification : il ne semble pas y avoir d’effet effecteur du calcium Ca? avec 11.

La comparaison des spectres RMN H du ligand 12 seul et du ligand 12 en présence d’un
équivalent d’hote 44 semble indiquer une complexation, car les déplacements chimiques des protons
du ligand présentent des valeurs plus faibles sous forme libre que sous forme liée (figure 87). On note
une valeur moyenne de blindage de -1,37 ppm. Cependant, I'ajout de calcium dans le milieu présente
une réaugmentation des valeurs des déplacements chimiques des protons du ligand. On note une
valeur moyenne de déblindage de 0,49 ppm. Il semble donc y avoir un phénoméne de compétition
entre les deux ligands.
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Figure 86 : Comparaison des spectres RMN *H entre le ligand 11 sous forme libre et liée a 44 en

présence ou non de calcium.
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Figure 87 : Comparaison des spectres RMN 'H entre le ligand 12 sous forme libre et liée 3 44en
présence ou non de calcium.
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Des expériences de titration RMN et des ITC ont été effectués pour déterminer les constantes
d’associations entre le macrocycle 44 et le 4-aminopropanol 12. Nous avons obtenu la constante par
mesure ITC dans I'eau a pH 7,4, K(44-12) = 2,23.10° ML U'influence de I'apport du calcium a été
étudiée : par RMN, une titration a été effectuée, permettant I'obtention d’une constante Krun(44-12-
Ca) = 2,08.10* M et par ITC Krc(44-12-Ca) = 5,47.10° M (voir annexe D pour les modélisations). Ces
constantes d’associations sont inférieures a celle obtenue pour I'association sans calcium : aucun role
effectuer du calcium n’est noté dans ce cas. Les constantes d’association entre 44 et le calcium et entre
4, et 'aminobutanol 12 sont du méme ordre de grandeur. Il y a donc compétition : soit I'un ou I'autre
des ligands est complexé, ce qui explique le déblindage observé sur les spectres RMN de la figure 87
lors de I'ajout de calcium.

Ainsi, nous avons parfois des cas ou I'apport d’un troisieme partenaire peut pénaliser une
interaction. Enfin, nous allons étudier un cas ou le comportement a I'état solide semble différer du
comportement en solution.

D) Complexation de diols a I'aide de métaux alcalins a I'état solide
Lors des tentatives de cristallisation de 44 avec les kits commerciaux, des cristaux ont été
obtenus avec un agent de cristallisation contenant de [’hexane-1,6-diol 13. La structure
cristallographique, présentée a la figure 88, révele la formation d’un complexe d’inclusion entre le
dynaréne 44et I’'hexane-1,6-diol 13 a I'état solide. On observe que des atomes de sodium, représentés
en violet, viennent organiser la structure pour renforcer I'association.

Figure 88 : Structure cristallographique entre I’hexanediol 13 et le dynaréne 44, en présence
de chlorure de sodium

Nous avons souhaité quantifier I'affinité associée. Nous avons analysé en RMN H les espéces
libres et les especes liées de I'hexane-1,6-diol 13 avec et sans ions sodium en exces. Les spectres RMN
associés ne présentent aucun déplacement chimique modifié pour les protons de I’hexane-1,6-diol 13
dans chacun des cas. En présence d’excés de chlorure du magnésium ou de lithium, aucune
modification des déplacements chimiques n’est observée. On peut ainsi conclure ici que 'on a été
capable de montrer une différence de comportement entre I’état solide et I’état en solution pour cette
complexation.
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IV)  Conclusion sur la complexation des dynarenes en solution
agueuse

Dans cette partie, nous avons donc exploré les propriétés de complexation des dynarénes 4
et 44 en solution. Ces hotes supramoléculaires viennent enrichir la famille restreinte des récepteurs
moléculaires capable de reconnaitre des ligands d’intérét biologique en milieu quasi physiologique
avec des affinités subnanomolaires. Pour le macrocycle 4s, nous avons mis en évidence un héte capable
de reconnaitre des polyamines avec des modes de complexation variés en sa surface. Pour le

1 avec les

macrocycle 44, nous avons obtenu des constantes d’association allant jusqu’a 10! M
polyamines, allant jusqu’a 10° M avec les métaux ou encore jusqu’a 106 M avec des acides aminés.
Une étude fondamentale centrée sur le solvant a permis d’analyser les contributions énergétiques et
structurales gouvernant la formation de complexe d’inclusion entre le dyn[4]aréne et les cations a,w-
alkyldiammonium. La dissection des différents paramétres thermodynamiques a permis d’expliquer
les sélectivités pour les diammoniums de plus grandes tailles. L'augmentation de la taille du
diammonium entraine pour le complexe résultant une diminution due la pénalité enthalpique de la
désolvatation du ligand et une augmentation du gain enthalpique de la solvatation du complexe
résultant, qui était inattendue. Les résultats remarquables sur les composés d’intérét biologique
laissent la possibilité d’entreprendre des applications au sein de cellules dans le but de détecter des
effets thérapeutiques.
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Partie C : Utilisation des dyn[n]arénes polycarboxylates en
systéeme cellulaire

) Cadre de |'étude

1)  Systéme Hela et hypothéses d’étude
Dans cette partie, nous avons souhaité déterminer si le macrocycle 44 pouvant interagir avec
les polyamines biogéniques en milieu cellulaire. L’effet biologique du macrocycle 4, a été exploré sur
des cellules cancéreuses de type Hela lors d’un séjour a l'université de Debrecen en Hongrie en
collaboration avec le Dr. Fenyvesi. Snyder et al décrit la concentration en polyamines dans les cellules
Hela, résumé dans le tableau suivant.®® La quantité de spermine est plus importante que les autres
polyamines.

Polyamine Putrescine 64 | Spermidine 7 | Spermine 8
Quantité pour 10° cellules 155 pmol 1614 pmol | 2700 pmol
Tableau 15 : Quantité de polyamine dans les cellules Hela

Sur les cellules Hela, il a été démontré que des inhibiteurs de l'ornithine décarboxylase
(enzyme responsable de la synthese des polyamines) provoque une diminution considérable des
guantités de putrescine et de spermidine sans modifier les concentrations de spermine. Dans le cas de
notre étude, nous utiliserons directement un récepteur de ces polyamines biogéniques introduit dans
le milieu de culture de lignées cellulaires cancéreuses.

2)  Principe de la méthode RTCA
Dans le but de suivre I'évolution du nombre de cellule, nous avons utilisé une méthode
d’indexation cellulaire en temps réel appelée RTCA (real time cell analysis).

Figure 89 : Appareillage pour la méthode RTCA (De gauche a droite : appareillage électronique,
plaque contenant les micro-puits, et observation d’un puits et de ses électrodes.

Le principe de cet appareil repose sur la détection du nombre de cellule a l'aide de
microélectrode située au fond d’un micro-puits (figure 89). Le but de cette expérience est d’effectuer
un suivi cinétique de la prolifération cellulaire. Ces électrodes sont capables de mesurer I'impédance
du milieu, en présence ou non de cellule. Sans cellule, I'impédance mesurée correspond a la différence
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de potentiel induite par les électrolytes du milieu de culture cellulaire. Les cellules se comportent
comme des petites résistances dont I'impédance globale est proportionnelle a leur nombre (figure 90).

Puits

Ajout
de
cellules
Milieu

) ions @) >
de @i.)
culture %) (? ? ?
] =i — —
Péle e- e-  Pole e- e-
négatif positif \_Y_} e- Electrons
== Electrode en or
SUppOTL.en Augmentation
verre ou PET de I'impédance &8> Cellule

Figure 90 : Description de la mesure d’impédance dans les micro-puits en présence ou non de cellule

L'indexation cellulaire mesurée (notée Cl) est ainsi reliée a I'impédance mesurée par la formule
présentée a I’équation 6.
Zeeu(t
CI — Cell( ) _ 1 (6)
Zy
OU Z(t) représente I'impédance mesurée dans la cellule au temps t et Z, I'impédance de la solution
au temps to. L'objectif sera ainsi de tracer les courbes Cl = f(t) de maniere a observer I"évolution du
nombre de cellule aprés injection de macrocycle dans le milieu de culture cellulaire.

II) Mise en évidence d’un effet cytostatique

La premiére expérience consiste a injecter le macrocycle 44 seul dans le milieu de culture
cellulaire et de suivre la prolifération cellulaire par la méthode RTCA.
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Figure 91 : Evolution du nombre de cellules en fonction du temps et de la quantité de 4. Rouge :
contréle, verte : 1 uM, bleu foncé : 10 uM, rose : 100 uM, violet : 500 uM, bleu clair : 1 mM et
marron : 2 mM.

Le graphique de la figure 91 représente I'indexation cellulaire en fonction du temps. At =0,
les cellules sont placées dans le milieu de culture puis incubées pendant environ 20 heures. La ligne
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verticale noire matérialise I'injection du macrocycle 44 dans le milieu de culture cellulaire. L'indexation
cellulaire est normalisée a 1 au moment de I'injection et les cellules sont alors incubées pour 72 heures
supplémentaires. Des courbes dose réponse ont été tracée a 12 heures apreés injection (ligne rouge
verticale). Le but de cette analyse est d’obtenir un indice ICso appelé concentration inhibitrice médiane
qui mesure la dose requise pour induire 50 % d’un effet biologique ou thérapeutique (ici I'arrét de la
prolifération cellulaire).

Sur la figure 91, on constate que plus la concentration en macrocycle augmente, plus la
prolifération cellulaire est ralentie : il y a donc bien un effet dose réponse. A la concentration maximale
en dyn[4]arene 45 on observe pendant au moins 12 heures un pallier a Cl = 1. Cet effet cytostatique
antiprolifératif n’est pas assorti de cytotoxicité puisque la valeur Cl n’est pas inférieure a la valeur avant
injection (pas de diminution du nombre de cellules). On observe cependant que cet effet est
transitoire : a la concentration de 2 mM en macrocycle dans le milieu de culture cellulaire, le pallier
correspond a une durée de 13 heures. La figure 92 présente le tracé de l'indexation cellulaire en
fonction du logarithme de la concentration en macrocycle injecté. Cette courbe dose réponse,
effectuée 12 heures apres injection (ligne rouge verticale de la figure 91), permet I'extraction de I'lCso :
en effet, aprés modélisation de la sigmoide, cette valeur correspond a la concentration au point
d’inflexion. Un triplicat de données a permis |'extraction d’une valeur moyenne : |Cso(44) = 78,3 £ 5,0
KUM. Le dyn[4]arene polycarboxylate 44 a donc un effet temporaire de ralentissement de la croissance
cellulaire qui doit a priori étre élucidé a I’échelle moléculaire.

3,5

2,5

1,5

Normalized Cell Index
N

0,5
-7 -6 -5 -4 -3 -2
Log of the concentration of 4,
Figure 92 : Courbe dose-réponse représentant I'indexation cellulaire en fonction du logarithme de la
concentration pour I'obtention de la concentration inhibitrice médiane pour 44

ll) Identification de I'origine du phénomeéne antiprolifératif

1)  Spectre des hypothéses
Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si cet effet antiprolifératif était corrélé
a I'affinité du macrocycle pour les amines biogéniques. Nous avons également tenté de déterminer si
le macrocycle était internalisé. De nouvelles expériences d’indexation cellulaire ont été conduites en
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présence de polyamines et un ligand fluorophore a été synthétisé dans le but de suivre le complexe
formé avec le macrocycle par microscopie de fluorescence.

2)  Suivicinétique en présence de différents agents chimiques

A) Comparaison avec les briques élémentaires

a) Avecla brique 4

En milieu aqueux aérobie a pH physiologique, la présence de spermine 8 en concentration
millimolaire induit la conversion quantitative de la brique 4 (a méme concentration) en 44, Nous avons
donc cherché a déterminer si I'effet cytostatique antiprolifératif pouvait directement étre observé a
partir de la prodrogue 4. Les expériences de suivi cinétique ont été effectuées par incubation de la
brique 4 dans le milieu de culture et les résultats obtenus sont présentés a la figure 93. Deux types de
régimes ont été mis en évidence avec les mémes gammes de concentrations que celles utilisées lors
de I'expérience avec 44.

Mormalized Cell Index
T

P il i s
(1] 100 ik} 300 400 500 800 00 800 500

Time (in Hour)

Figure 93 : profil du suivi cinétique de la prolifération des cellules cancéreuses avec différentes
concentrations de brique 4 injectée. Rouge : 1 uM, vert : 10 uM, bleu : 100 uM, courbe rose : 500
UM, courbe violette : 1 mM, courbe bleu clair : 2 mM.

- Afaible concentration, aucun effet antiprolifératif n’est visible.

- Aforte concentration, on observe une diminution du nombre de cellules cancéreuses pendant
plusieurs heures puis un pallier. Il semble donc y avoir un effet cytotoxique de la brique 4 sur
les cellules puis un effet cytostatique.

L'interprétation de cet effet cytotoxique est le suivant : les fonctions thiols, ayant une forte
nucléophilie, sont capables de réagir avec de nombreux électrophiles du milieu de culture cellulaire
(sous réserve de leur internalisation), pouvant causer une dégradation des cellules. Cette réactivité
semble s’exprimer au travers de la toxicité observée et a minima, rentrer en compétition avec la
réactivité redox.
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b) Avec I'acide téréphtalique
L'acide 1,4-dibenzoique ou téréphtalique 14 a également été étudié comme contréle. Ce
composé permet d’évaluer I'effet des groupements thiols sur la prolifération cellulaire. Le profil
obtenu est représenté a la figure 94.
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Figure 94 : profil du suivi cinétique de la prolifération des cellules cancéreuses avec injection d’acide
téréphtalique 14. Rouge : controle, verte : 1 uM, bleu foncé : 10 uM, rose : 100 uM, violet : 500 uM,
bleu clair : 1 mM et marron : 2 mM.

L’examen rapide de ce graphique montre qu’aucun ralentissement de la croissance cellulaire
n‘est observé et aucun effet dose-réponse détectable pour 14. Nous pouvons conclure que la
cytotoxicité est liée a la présence de groupements thiophénols et la formation du récepteur est un
prérequis pour observer un effet thérapeutique. Des expériences avec d’autres macrocycles a forte
affinité pour les polyamines biogéniques doivent également étre effectuée pour comparer leur activité
biologique avec celle du dyn[4]aréne 4.

B) Comparaison avec d’autres récepteurs macrocycliques
a) Avec le cucurbituril CB[7]

Des expériences similaires ont été effectuées avec le macrocycle CB[7] commercial dans la
méme gamme de concentrations que pour les manipulations précédentes. Da Silva et. al. ont rapporté
qgue CB[7] complexe les polyamines avec de tres bonnes constantes d’association dans I'eau a 298 K
(tableau 16).1©

Complexation CB[7] - Ligands | Putrescine 64 | Spermine 8 | Spermidine 7
K(CB[7] — ligand) en M 4 298 K 3,2107 3,7 107 2,2 10°
Tableau 16 : constantes d’association entre CB[7] et les polyamines

Le CB[7] ne provoque pas un ralentissement de la croissance des cellules cancéreuses et
aucune dépendance en concentration n’a été constatée (figure 95). En effet, le profil représenté a la
figure 96 montre une quantification de l'indexation cellulaire a 12 heures en fonction de Ia
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concentration en CB[7] introduite. Aucun ICso ne peut étre extrait aprés modélisation, ni affirmer un
effet antiprolifératif avec CB[7] alors qu’il est apte a complexer les polyamines (malgré une affinité
bien plus faible que 44).
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Figure 95 : profil du suivi cinétique de la prolifération des cellules cancéreuses avec différentes
concentrations de brique 4 injectée. Rouge : controle, vert clair : 1 uM, vert foncé : 10 uM, bleu
foncé : 50 uM, rose: 100 uM, bleu clair : 500 uM, violette : 1 mM, marron : 2 mM.
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Figure 96 : Courbe dose-réponse et mesure de I'lCso de CB[7]

b) Avec le macrocycle 43

Des expériences similaires ont été conduites avec le dyn[3]arene hexacarboxylate 4s. Le profil
du suivi cinétique de la prolifération des cellules HelLa apres injection de 45 a différentes concentrations
est présenté en figure 97. On observe un léger effet cytostatique dépendant de la dose en macrocycle.
Cependant, lors de la détermination du parametre ICso, la modélisation indique que le profil observé
correspond a une sigmoide incompléete. Un 1Csp moyen de 2,26 + 0.55 mM a l'issue de trois mesures
concordantes a pu étre extrait. Augmenter la gamme de concentration d’étude semble nécessaire pour
compléter le profil. Un effet cytostatique, bien que moindre que pour le macrocycle 4, semble
néanmoins observé de la part du macrocycle 4s.
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Figure 97 : Courbe dose-réponse et mesure de I'lCso de 43

Ces deux expériences menées sur CB[7] et 45 n’ont pas montré d’effet thérapeutique marqué
contrairement a 44. La forte association 44 et les polyamines est donc en jeu dans ce processus. Il reste
a savoir lesquelles de ces polyamines sont responsables de ce processus.

C) Incubation avec des complexes dynarenes-polyamines
Dans le but de déterminer si I'activité du dyn[4]aréne est liée a la disponibilité de sa cavité,
nous avons engageé une série de suivis cinétiques avec des pré-complexes entre 44 et la putrescine 64,
la spermine 8 et la spermidine 7. Le tableau 17 rappelle les valeurs des constantes d’association
obtenues entre 44 et les différentes polyamines. Pour un mélange a 1 mM en héte et en invité, le
pourcentage de dynaréne non complexé est présenté dans ce méme tableau.

Association 44-ligand Putrescine 64 | Spermine 8 | Spermidine 7
K (44— ligand) en M 1,05 107 7,12.10% 2,43.10%"
Pourcentage de 44 non complexé lors de la

1,0% 0,01% 0,006%

préparation d’'un complexe 44-ligand a 1 mM

Tableau 17 : Rappel des constantes d’association entre le dyn[4]réne et les polyamines

Chacun des suivis cinétiques est effectué en comparaison a un controle (absence de
macrocycle) et a un systeme de référence (avec le macrocycle seul 44). Les différents complexes testés
correspondent a des ratios 1/0.5, 1/1, 1/2 (44/ligand). Dans chacun des cas, la concentration en
dyn[4]aréne est de 1 mM. Les analyses comparatives présentées ci-dessous ont été effectuées 12
heures aprées introduction des molécules dans le milieu de culture.

La figure 98 présente I'indexation cellulaire en présence des différents mélanges dynaréene-
putrescine 44-64. Pour chacun des ratios ajoutés, les valeurs de I'indexation cellulaire sont comparables
a celles obtenues macrocycle seul et sont toujours inférieures au contréle. Ce résultat semble indiquer
que l'occupation de la cavité par la putrescine n’est pas préjudiciable a I'activité cytostatique. A la vue
des constantes d’associations, les polyamines biogéniques (spermine et spermidine) peuvent
remplacer cette diamine dans la cavité.
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Figure 98 : Comparaison de I'indexation cellulaire 12 heures aprées injection de différents mélanges
dynaréne-putrescine 44-64

Ces mémes expériences ont été effectuées avec des complexes dynaréne-spermidine 44-7. Les
résultats présentés en figure 99 semble indiquer a nouveau que le ratio 44/7 n’a pas d’influence sur la
prolifération des cellules, car ils sont tous similaires au cas du macrocycle seul. Dans tous ces cas, un
effet antiprolifératif complet est observé. La complexation de la spermidine ne semble pas étre le
phénoméne mis en jeu dans le ralentissement de la croissance des cellules Hela.
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Figure 99 : Comparaison de l'indexation cellulaire 12 heures aprés injection de différents mélanges
dynaréne spermidine 44-7

Ces expériences ont enfin été réitérées avec des mélanges dynarene-spermine 45-8. Les
résultats sont présentés en figure 100. Un effet de la complexation de la spermine est noté ici. Dans le
cas de la premiere expérience effectuée, on observe que les complexes ont un effet anti-prolifératif.
Cependant, on note que cet effet s’atténue légerement avec l'augmentation de la quantité de
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spermine. Dans la deuxiéme expérience, seuls les cas du dynarenes seul et du mélange dynaréne-
spermine (1/0,5) présentent un effet anti-prolifératif. L’atténuation avec I'augmentation de la quantité
de spermine est bien plus marquée. Ces résultats sont néanmoins a consolider : dans le premier cas,
les barres d’erreurs semblent indiquer des cas similaires quel que soit le ratio de spermine ajouté au
dynaréne. Dans le deuxiéme cas, la valeur de I'indexation cellulaire dans contréle est trés faible et la
valeur de l'indexation cellulaire en présence du dynarene seul est inférieur a 1, ce qui indiquerait un
effet cytotoxique et qui est contradictoire avec les résultats précédents. Néanmoins, ces résultats
semblent montrer que la présence de complexe dynarene-spermine produit un effet thérapeutique
moindre par rapport au cas ou la cavité est disponible. Il faudrait consolider ces expériences pour
pouvoir valider de I'hypothése selon laquelle la complexation de la spermine au sein des cellules
explique le ralentissement de la prolifération cellulaire.
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Figure 100 : Comparaison de I'indexation cellulaire 12 heures apreés injection de différents complexes
dynaréne —spermine 44-8 sur deux expériences différentes.

Une nouvelle expérience de suivi cinétique a été effectuée sur un complexe dynaréne-
spermine 44-8 avec un ratio 1 :1 a des concentrations comprises entre 1 uM et 2 mM. La modélisation
du profil dose-réponse obtenu 12 heures apres injection, présenté en figure 101, permet I'extraction
d’un ICsp = 203.3 £ 90.7 uM. Cette valeur est supérieure a celle obtenue avec le dyn[4arene seul,
soulignant un effet thérapeutique amoindri par complexation. Ces résultats confortent I’hypothése
selon laquelle la séquestration de la spermine dans la cavité du dyn[4aréne soit responsable de I'effet
thérapeutique observé.
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Figure 101 : Profil dose réponse par injection de complexe dynarene-spermine 44-8
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Au travers de ces divers résultats, il semblerait que |'origine de I'effet anti-prolifératif du
macrocycle 44 semble provenir d’une complexation de la spermine des cellules par le macrocycle 4,.
L’hypothese de départ n’est pas totalement validée, mais semble étre en faveur de ce postulat. Nous
allons maintenant tenter d’identifier le lieu d’action du macrocycle 44 dans le but de valider la seconde
hypothese.

3) Etude de l'internalisation dans les cellules
Dans le but de vérifier I'hypothése selon laquelle le macrocycle est capable de rentrer dans les
cellules, nous avons synthétisé un fluorophore susceptible d’étre complexé par le macrocycle 44 pour
pouvoir faire des expériences de microscopie.

A) Conception d’un ligand fluorophore
Connaissant la remarquable affinité du dynarene 44 pour la spermine 8, nous avons synthétisé
un dérivé de la spermine, le fluororphore FITC-spm 15, décrit dans la littérature comme sonde

supramoléculaire (figure 102).1%
HO
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Figure 102 : structure du fluorophore FITC-spm 15

Une synthese a été effectuée en trois étapes (figure 103). La premiére étape a consisté a
protéger toutes les fonctions amines de la spermine 8 sauf une amine terminale dans le but d’obtenir
16. Pour cela, une monoprotection préliminaire de 'amine terminale a été effectuée a I'aide d’un
trifluoroacétate d’éthyle dans le méthanol. Ensuite, une protection par le tert-dibutoxycarbonyle
Boc,0 a permis de protéger les amines restantes. Enfin, ayant utilisé des groupements protecteurs
orthogonaux vis-a-vis d’un traitement basique, de la soude concentrée est utilisée pour cliver
chimiosélectivement le groupement trifluoroacétate. On obtient ainsi, apres ces 3 étapes en « one-
pot », la molécule 16 avec un rendement de 30% similaire aux rendements obtenus dans la littérature.
La seconde étape a consisté a effectuer une réaction d’addition nucléophile sur I'isothiocyanate de la
fluorescéine 17 a permis un couplage entre partie complexante et partie fluorophore. La molécule 18
a été obtenue avec un trés bon rendement de 81 %. Enfin, la déprotection des groupements tert-
butytoxycarbonyle en milieu acide, a I'aide de I'acide trifluoroacétique dans le méthanol a permis
I’'obtention de FITC-spm 15 avec un rendement de 82%. On obtient un rendement global de 20% pour
la synthese de 15 a partir de la 8.
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Figure 103 : synthese du fluorophore FITC-spm 15

Nous avons souhaité évaluer I'affinité entre le FITC-spm 15 et le dynaréne 44. Des expériences
en ITC ont été menées en tampon TRIS 200 mM a pH = 7,4 a 298 K. Le thermogramme, présenté en
annexe C, témoigne d’une association 1:1. Une constante d’association de 1,67.10° +0,61.10°M™ a été
mesurée pour cette association ; la réaction est favorisée enthalpiqguement (AH = - 27,9 ki/mol) et
entropiquement (-TAS = - 12,8 kJ.mol?). Ainsi, le complexe 44-15 pourrait étre utilisé comme sonde.
Ce fluorophore ne présente pas de modification de signal de fluorescence qu’il soit complexé ou non.

B) Expérience de microscopie : internalisation dans les cellules
Des expériences de microscopies de fluorescence ont été effectuées dans le but de suivre le
complexe macrocycle-sonde. La constante d’association obtenue entre le systéme 44 et le FITC-spm 15
étant plus faible que celle obtenue avec la spermine 8, il sera possible de détecter soit le complexe 4,4-
15, soit le fluorophore 15 seul dans le cas ou une substitution aurait eu lieu. 3 manipulations, résumées
dans le tableau 18, ont été effectuées. Les clichés obtenus a I'issue de I'incubation sont présentés en
figure 104 a la page suivante.

Entrée | Systeme | Concentration de la solution injectée
1 Controle /
2 15 10 uM
3 4,/15-1/1 10 uM

Tableau 18 : Systémes et concentrations utilisés lors de I'injection dans les systemes cellulaires.
Apres 1 heure d’incubation, les systemes cellulaires sont analysés au microscope a fluorescence.
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20 um

3)
Figure 104 : cliché de microscopie de fluorescence sur les cellules Hela. Cliché 1 : Contrdle. Cliché 2 :
en présence de 15. Cliché 3 : en présence de 44-15. (Voir partie expérimentale pour détail)
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A I'aide de la mesure de la constante d’équilibre par ITC, on peut remonter a la proportion de
forme libre et de forme complexée dans I'échantillon injecté. Lors de la préparation des échantillons a
10 umol.L?, on a 77% de forme complexée et 22% de forme libre pour le fluorophore. En I'absence de
ligand plus puissant que le fluorophore, le signal de fluorescence peut étre quasi exclusivement
attribué au macrocycle marqué.

Un fluorophore supplémentaire (Hoechst 33342) émettant dans le bleu a 488 nm et ciblant
sélectivement les noyaux a été ajouté de maniére a détecter ce compartiment. Ainsi, sur la figure 104,
le premier cliché présente le controle et montrer la présence du fluorophore Hoeschst 33342 en bleu
dans le noyau uniquement. Le second cliché correspond au FITC-spm 15 a 50 uM. On observe la
présence de petits points verts trés diffus autour des noyaux. Il semblerait que le fluorophore seul soit
internalisé. Enfin, le troisieme cliché présente le cas du mélange 44-15. Des vésicules vertes, suggérant
une internalisation par phagocytose, sont observées pour le complexe : de maniére qualitative, il
semblerait méme que l'internalisation soit améliorée par la formation d’un complexe d’inclusion, car
les vésicules vertes sont beaucoup plus visibles sur le cliché de la figure 104c par comparaison a 104b.
Pour confirmer la présence du fluorophore uniquement dans le cytoplasme et non dans le noyau, nous
avons comparé les clichés obtenus a l'aide des différents canaux de fluorescence pour détecter
séparément les deux fluorophores. Ces clichés sont présentés a la figure 105 et confirment que
I'internalisation n’a pas lieu dans le noyau et uniquement dans le cytoplasme.

Figure 105 : Clichés de microscopie. Observation a différents canaux pour détecter séparément les

deux fluorophores sur I’échantillon incubé avec le complexe 45-15.

C) Conclusion sur les hypothéses
Al'aide des différentes expériences, nous pouvons proposer le mode d’action du dynaréne. En
effet, I'effet cytostatique serait produit par séquestration de la spermine dans le cytoplasme des
cellules. Le mode d’action du dyn[4]arene est résumé a la figure 106, des expériences supplémentaires
sont a effectuer pour consolider ce modéle. Nous avions vu que l'effet cytostatique est observé
pendant un temps court de quelques heures. Nous proposons de nouvelles manipulations dans le but
d’expliquer le caractére transitoire de cette action.
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Figure 106 : Schéma bilan du mode d’action supposé de 44 au sein des cellules.

IV) Identification de I'origine du régime transitoire

1) Position du probléme et hypothéses
Plusieurs hypothéses sont émises de maniére a interpréter I'origine du régime transitoire
observé lors de I'injection de 44 dans le systeme de culture cellulaire.

- La premiere hypothése repose sur la capacité du systeme pour s’autoréguler. Nous émettons
alors I’hypothese que la spermine synthase est capable de détecter la diminution de la
spermine dans le cytoplasme, si celle-ci est réellement séquestrée par le macrocycle. Ainsi, elle
va produire de la spermine, et cette nouvelle quantité apportée est responsable de la
prolifération a nouveau observée.

- La seconde hypothese est fondée sur la fragilité de la structure macrocyclique. On suppose
gue dans le milieu les ponts disulfures peuvent étre rompus, par des réactions de réduction
cinétiguement lente. Ainsi, apres 12 heures, la spermine séquestrée serait relachée ce qui
expliquerait la ré-augmentation de I'indexation cellulaire.

2) Détermination de I’évolution la quantité de spermine synthetase

A) Contexte

Dans le but de vérifier I'hypotheése selon laquelle le systéme possede un moyen de régulation,
nous allons déterminer I'évolution de la quantité de spermine synthase. Pour cela, il faut
premierement étre capable de mesurer le taux de protéine dans le systéme et ensuite déterminer le
nombre d’enzyme. De maniére a comparer les données entre les systémes de la meilleure fagon, nous
comparerons ainsi les ratios enzyme/protéine, car la quantité de protéine peut varier d’un systeme a
I"autre : on peut normaliser ainsi les données. Dans les expériences suivantes, nous avons utilisé trois
systemes : un contréle sans injection de 44, un systéme de milieu de culture avec 44 a 10 uM et un
systeme avec 45 a 1 mM avec une détermination des grandeurs a t; =24 heures et t, = 48 heures.
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B) Détermination du taux de protéine
Un kit commercial a été utilisé pour déterminer la quantité totale de protéine. Le principe
repose sur la réaction de réduction du cuivre en présence des protéines des cellules, en milieu alcalin.
Ainsi, la formation du cuivre(l) a partir du cuivre(ll) est détectée par la formation d’'un complexe violet
avec deux équivalents d’acide 2,2’-bisquinoléine-4-4’-dicaarboxylique (BCA) présent dans le kit (figure
107). L'analyse en spectroscopie UV-visible de ce complexe violet permet, a I'aide de la loi de Beer-
Lambert, de remonter a la quantité de protéine dans les cellules.

; ey
el
g [Cu*-2BCA]

Protéine

Milieu alcalin

Figure 107 : Présentation du principe de la méthode de détermination du nombre de protéine

Aprés avoir tracé une droite de calibration pour une solution standard (cf. annexe F), on
mesure le nombre total de protéine des trois systemes étudiés. Les résultats sont résumés dans la
figure 108. En comparant les 3 contrOles entre eux, on constate une augmentation globale avec le
temps du nombre de protéine. A t; = 24 h, la prise en compte des barres d’erreur indique qu’avec ou
sans 44 les systémes possédent un nombre de protéine similaire. La méme conclusion est tirée entre
les différents systemes a t,. On conclut donc a une augmentation du nombre de protéine, en accord
avec I'augmentation du nombre de cellule aprées 24 heures et 48 heures d’injection.
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Figure 108 : Nombre de protéines en présence ou non de macrocycle a 10 uM et 1 mM.
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C) Détermination du taux d’enzyme

Un kit ELISA a été utilisé pour mesurer spécifiquement la quantité de spermine synthase
humaine dans le systeme cellulaire étudié. Le principe de ce kit est présenté a la figure 109 : une
premiere étape consiste a incuber la solution d’un antigéne spécifique avec I'anticorps de la spermine
synthase. Cet antigene se fixe au fond du puits. La seconde étape est I'incubation de I'anticorps a doser.
La troisieme étape consiste a ajouter un anticorps, capable de reconnaitre I'anticorps a doser, couplé
a une enzyme spécifique. Enfin, la derniére étape consiste a ajouter un substrat produisant un
complexe coloré en présence de I'enzyme spécifique (ici la spermine synthase). L’analyse en
spectroscopie UV-visible de la solution résultante permet de mesurer la quantité d’enzyme

recherchée.
Lavage Lavage ,('
7 ‘ A \~J \ 7 ‘ A >3 J
Fixation de l'antigéne Liaison de l'anticorps Liaison de l'anticorps Addition du substrat pour
spécifique a I'antigéne conjugué a I'enzyme produisant
I'anticorps spécifique une substance colorée

Figure 109 : principe du kit ELISA

Nous avons donc analysé les trois systemes a to, t1 et to. Apres tracé d’une droite d’étalonnage
(annexe E), un dosage du complexe jaune formée a été effectuée afin d’obtenir la quantité d’enzyme.
Les chiffres obtenus ont été divisés par le nombre de protéines déterminé précédemment, pour
mesurer les ratios enzyme/protéine. Ces données sont résumées sur la figure 110.
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Figure 110 : mesure du ratio enzyme/protéine
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Nous avons effectué une comparaison statistique a I'aide du logiciel Sigmastat. Une premiére
analyse des données avec les erreurs statistiques, comparant les 3 controles entre eux, montre un ratio
enzyme sur protéine constant entre les temps to, t1 et to. Ensuite, a t1 = 24 heures, les systémes ayant
évolué en présence de 44 présentent le méme ratio enzyme/protéine que le contrdle : il n’y a donc pas
de modification du nombre d’enzyme due a la présence de 44. Enfin, au temps t, = 48 heures, le
contrdle est uniquement comparable au cas 44 a 10 uM. Pour le cas 44 1 mM, il y a une chute du ratio
par rapport au contréle. On en conclut que le systéme subit une variation constante du nombre
d’enzyme a faible concentration en 44 et une diminution de ce nombre a forte concentration en 4,.
Ainsi, on infirme I’hypothese selon laquelle le systéme est capable d’autoréguler le taux de spermine.

D) Conclusions

Dans cette partie, nous avons mis en évidence une application au sein des cellules a I'utilisation
de composé de la famille des dynarénes. En effet, la séquestration des polyamines, notamment de la
spermine, semble étre la cause de I'effet cytostatique antiprolifératif transitoire, non cytotoxique,
observé sur les cellules Hela. L'activité biologique de la spermine au sein du complexe en ainsi
masquée. L'utilisation d’un fluorophore dérivé de la spermine a permis de mettre en évidence
I'internalisation du complexe moléculaire au sein des cellules par mécanisme de phagocytose. L'effet
thérapeutique observée pendant quelques heures n’a pas été totalement interprété, méme si une
hypothése a été écartée. En effet, le systéme cellulaire ne tend pas a s’autoréguler en surproduisant
de la spermine a I'aide la spermine synthase, pour réajuster la quantité de spermine séquestrée par le
dynaréne. Ainsi, nous postulons I’hypothése selon laquelle la fragilité des ponts disulfures au sein du
systéme cellulaire est responsable du relachement la spermine séquestrée, ce qui permet au systéme
cellulaire de reprendre le processus de prolifération. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait
reproduire un milieu cellulaire artificiel et effectuer un suivi cinétique de la stabilité du dyn[4]aréne
dans ce milieu.
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CONCLUSION DU CHAPITRE 1

En conclusion de ce premier chapitre, nous avons présenté la formation d’une nouvelle famille
de récepteurs moléculaires appelés dyn[n]arénes, synthétisée a I'aide d’une procédure de chimie
dynamique combinatoire. L’'identification de nouveau membre de la famille des dynarenes a été
concluante a 'aide de nouvelles chimiothéques sur des thiols fonctionnalisés par des groupements
carboxylates. Les différents comportements de ces briques face a des templates ont permis d’isolation
de deux macrocycles par précipitation sélective : le dyn[3]aréne hexacarboxylates et le dyn[4]arene
octacarboxylates. La synthése de ces objets, effectuée en solution aqueuse et ne nécessitant aucune
purification par chromatographie a été développé aisément a I’échelle du gramme. Nous avons pu
ainsi caractériser ces hotes structurellement par des informations structurelles : stéréochimie, charge
en solution ou encore le diamétre de la cavité.

Ces hotes moléculaires ont été ainsi décrits comme des récepteurs moléculaires capables
d’effectuer de la reconnaissance de polyamines, de métaux ou encore d’acide aminés. Des associations
hors cavité ont été mises en évidence avec le dyn[3]aréne, due au faible volume de sa cavité tandis
gue des complexes d’inclusion ont été analysés avec le dyn[4]aréne. Une étude thermodynamique sur
une série d’a,w-alkyle-diamines a permis de souligner le réle du solvant dans la complexation. En effet,
une forte stabilisation enthalpique de solvatation explique les fortes sélectivités observées lors des
complexation du dyn[4]aréne avec les polyamines organiques. Pour les métaux, les lanthanides
s’averent étre de meilleurs complexants du dyn[4]aréne par rapport aux métaux de transition et aux
alcalino-terreux. Le role effecteur du calcium a été souligné lors de la complexation dyn[4]aréne et
histidine. Les ions sodium présentent aussi un réle effecteur lors de la complexation du dyn[4]aréne
avec I'hexane-1,6-diol a I’état solide uniquement.

Les excellentes constantes reportées lors de la complexation avec les polyamines, et la
compatibilité du récepteur avec les conditions physiologiques nous ont conduits a envisager des
applications en milieu cellulaire. Une étude sur les cellules cancéreuses de type Hela nous a permis
d’observer un effet anti-prolifératif d’'une dizaine d’heures du dyn[4]arene sur les cellules cancéreuses
par encapsulation de la spermine. Nous avons prouvé a l'aide d’expérience de microscopie une
internalisation dans le cytoplasme par phagocytose. Le caractere transitoire de cet effet thérapeutique
n’est pas en lien avec une autorégulation du systeme, qui n’est pas capable de compenser la spermine
séquestrée en la reproduisant. Nous émettons ainsi I'hypothése que ce temps correspond a la

cinétique de rupture de pont disulfure.

Dans le but de renforcer les liens entre les unités aromatiques dans la structure du récepteur,
deux optimisations sont envisagées. Premieérement, il peut étre envisagé de modifier les ponts
disulfures en liens thioéthers ou en liens entre atomes de carbones. Ces modifications feront I'objet
du prochain chapitre. Deuxiemement, une possibilité de modifier la réaction des thiols aromatiques,
en présence d’aldéhyde en para du thiol, par formation de dithiocine. Ces nouveaux objets feront
I’objet du dernier chapitre.
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CHAPITRE 2 : Modification structurelle des
dynarenes par extrusion de soufre
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Objectif : Dans ce chapitre, nous allons proposer une exploration des voies de post-fonctionnalisation
de la structure des dynarénes (figure 111). La modification des ponts disulfures en lien thioéther ou en
lien entre atomes de carbone pourrait permettre au récepteur moléculaire d’étre plus robuste face
aux oxydants et nucléophiles du milieu cellulaire. L'objectif principal est de voir s’il est possible de
combiner chimie dynamique combinatoire et post-conversion en objets plus statique et robuste.
L'objectif secondaire est donc de renforcer la durée de I'effet thérapeutique lors de de I'injection du
macrocycle au sein des cellules cancéreuses. Pour cela, des agents capables de modifier des ponts
disulfures en solution aqueuse seront étudiés directement dans les chimiothéques. Diverses
expériences seront réalisées dans le but de trouver les conditions opératoires optimales a la formation
de thioéther. Des expériences complémentaires seront effectuées dans le but de rationaliser le
systeme d’étude.

HOOC gooc COOCH HOOC ¢OOC COOH
~ \S S/ ’ 3 . NEAY Y‘ .,
COOH Modifications 'COOH
z OOH —_— 2 OOH
S—_Ccoo " X oo
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S STCOOH entre unités Y X~—COOH
monomeriques
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X=C,Y=8
ou
X, Y =C(sp2)

Figure 111 : Interconversion de fonction envisagée sur les dynarénes.

Réalisation : une étude bibliographique détaillant les grandes méthodes d’extrusion de soufre ainsi
que les conditions les plus optimales recensées pour |I'extrusion de soufre est d’abord présentée.
Ensuite, des molécules modeles sont synthétisées dans le but d’identifier les conditions optimales pour
effectuer des réactions de suppression de soufre. Sur les composés parents des briques moléculaires,
aucun produit d’extrusion de soufre n’a été observé, quelles que soient les diverses conditions testées.
Néanmoins, lorsqu’'un agent phosphoré a été utilisé pour catalyser le processus étudié, un
intermédiaire réactionnel particulierement stabilisé a été identifié. De facon inattendue, nous avons
montré que |'extrusion de soufre peut directement avoir lieu au sein de certaines bibliotheques de
disulfures (figure 112).

/—R—\
N® ®N= /T RTA
7\ - . N® ®N=
\ / Reéaction d'extrusion 72N
— de soufre spontanée — N\ /
HOOC _ HOOC
S\S S/S S S
COOH COOH

Figure 112 : Nouveaux cyclophanes capables d’effectuer de I'auto-extrusion

——

98

'



Partie A : Etude bibliographigue — Formation de liens
thioéthers par processus d’extrusion de soufre

/ . V4 V4
1) Présentation générale
1) Définition
Depuis les années 60, les réactions d’élimination d’un ou plusieurs atomes de soufre sur une
molécule organique ont été étudiées. Ces réactions sont appelées « réactions d’extrusion de soufre »

ou « désulfurisation ». La plupart des travaux menés par Harpp et al., ont été développés entre les
années 60 et 90. Depuis, peu de réactions d’extrusion ont été décrites dans la littérature.

La figure 113 présente des exemples de réactions d’extrusion de soufre. Le premier exemple
est une extrusion de soufre a partir d’un pont trisulfure II-A a I'aide de la triphénylphosphine pour
mener a un pont disulfure 11-B.2°? Le deuxiéme exemple propose une synthése de thioéther II-D & partir
des disulfures 1I-C, en présence de cuivre métallique.l®® Ces deux exemples sont des extrusions
partielles de soufre, car la totalité des atomes de soufre du substrat ne sont pas extrudés. Le troisieme
exemple présente une extrusion de soufre totale a partir de liens thioéthers II-E a I'aide d’un agent
phosphoré dans le but de former des liaisons entre atomes de carbones II-F.}%

PPh;
SN Ng S - S
MeCN, reflux, 24h
I-A - II-B
r = quantitatif

Cu

Tetraline, 2h, 200°C

r=58%
1-C I1-D
P(OMe)s ‘O
hv, 25 h, 15°C O‘
r=91%

II-F
Figure 113 : Exemples de réactions d’extrusion de soufre partielles ou totales.

Ce phénomene peut présenter plusieurs intéréts en synthése, notamment dans des stratégies
d’interconversion de fonction ou pour effectuer une réduction de taille de cycle. Dans la suite, seule la
conversion de disulfure en thioéther sera étudiée.

2) Avantage des réactions d’extrusion de soufre pour la synthése de thioéthers
Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature pour synthétiser des liens thioéthers. La
méthode classique consiste en une simple réaction de Williamson entre un thiol et un halogénoalcane.
Cependant, ces substitutions nucléophiles ont souvent des rendements faibles, comme en témoigne
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la synthése du cyclophane II-I représenté a la figure 114 a partir de II-G et II-H.2 Une stratégie
combinant synthese de ponts disulfure suivie d’'une réaction d’extrusion de soufre a partir de deux II-
G est décrite comme étant plus performante en termes de rendement.

SH Br
HS Br NaOH
+
Benzéne - Ethanol \
r=5% S
HS Br

-G II-H

SH SH
HS " 1) SbCl3, I, CHCls "
. 2) P(NMe)s, CHCl, /
HS HS

r=65%

"'G "_G

Figure 114 : Comparaison de la synthese d’un thiacyclophane par substitution nucléophile ou par
stratégie d’oxydation — extrusion.

L'extrusion de soufre semble donc étre une voie prometteuse pour former des liaisons
thioéthers a partir de disulfures. Deux méthodes sont principalement reportées :

- par substitution directe.
- par action d’un agent phosphoré sur un disulfure.

ll)  Syntheése de thioéther par substitution directe

Des réactions dites par substitution directe, entre un disulfure et un thiol libre, ont été décrites
dans la littérature par Gates et coll. afin de synthétiser des thioéthers.1® La figure 115 présente la
différence entre réaction de substitution directe et réaction d’échange thiol-disulfure. Lors d’une
réaction de substitution directe, le thiphénol II-J attaque I'atome de carbone en alpha de I'atome de
soufre du disulfure 1I-K pour former les intermédiaires II-L et 1I-M. Aprés réaction acido-basique, le
thioéther II-N est généré et le disulfure 1I-O apparait comme sous-produit. Cette réaction peut étre
considérée comme une réaction de transfert de groupement allylique. Lors de la réaction de la réaction
d’échange thiol-disulfure, le thiphénol IlI-) attaque un des atomes de soufre du disulfure symétrique Il-
K pour former les intermédiaires II-P et 1l-Q. Apres réaction acido-basique, le disulfure dissymétrique
II-R est obtenu ainsi qu’un thiol allylique 1I-S. L’électrophilie du disulfure au niveau des atomes de
carbone et de soufre est donc a comparer lorsque ces réactions entrent en compétition.
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Il-J I-K I-P -Q lI-R 1I-S

Figure 115 : réaction de substitution directe sur le carbone et réaction d’échange de ponts disulfures

Comme représenté en figure 116, les auteurs ont synthétisé un thioéther dissymétrique Il-U a
partir du disulfure allylique symétrique II-K et du thiophénol II-T. Dans le cas des disulfures allyliques,
il semble donc possible d’avoir un atome de carbone assez électrophile pour permettre la substitution
directe. De nombreuses conditions ont été testées dans le méthanol en présence de triéthylamine
(TEA), en modifiant le nombre d’équivalents de base et le temps de réaction pour optimiser la
formation du thioéther II-U au détriment des disulfures résultants de la réaction d’échange thiol
disulfure (lI-V) ou de la dimérisation du thiol en disulfure II-W. Les meilleurs résultats sont obtenus
avec 10 équivalents de thiol libre II-T et un équivalent de disulfure 1l-K : le thioéther II-U est obtenu
avec 68% de rendement. Les auteurs ont également synthétisé ce méme composé par synthése de
Williamson dans le THF a température ambiante, avec un équivalent de thiol, trois équivalents de
triéthylamine et trois équivalents de bromure d’allyle. Dans ces conditions, le produit 1l-U est isolé
avec un rendement de 89%. Dans ce cas, la réaction d’extrusion par échange n’est pas plus
performante que la synthese de Williamson. L’extrusion est favorisée lorsque le disulfure est de type
allylique et le thiol libre un thiophénol électroniquement enrichi.

N SigNF J/ J

s
SH I1-K ~ s -
TEA _S
s
8 + + S
MeOH, 24h, 40°C SH H
11-S
I-T - -
1-U 11-O v

1-w

Figure 116 : Réactions d’échange d’un groupement allylique entre un disulfure et un thiophénol dans
le méthanol
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Les auteurs ont aussi validé la faisabilité de cette réaction en milieu aqueux. En effet,
I'utilisation de 5 équivalents du thiol hydrosoluble 1I-X dans un tampon HEPESa 20 mM et pH=7,5a
40°C et du disulfure II-K, la formation du thioéther II-Y et du thiol allylique 1I-S est observée apres 24
heures de réaction avec un rendement faible de 13% (figure 117).

=
SH

H,0, pH = 7,5 S
SN F » . S
40°C
COOH
COOH
I1-X I-K 1RY% II-S

Figure 117 : Réactions d’échange de ponts disulfures avec des thiols dans le méthanol

Cette méthode d’échange de groupement allylique, bien qu’effective, n’est pas la plus
optimale, car elle est en compétition avec les réactions d’échange de thiols. Elle permet néanmoins
d’obtenir certains produits issus d’extrusion de soufre. Nous allons ainsi maintenant nous intéresser
a la méthode la plus appliquée pour I'extrusion de soufre, ayant recours a des agents phosphorés.

lll)  Synthése de thioéthers a I'aide d’agent phosphoré

1) Présentation des agents phosphorés
Trois familles de composés phosphorés catalysant I'extrusion de soufre sont grandement
utilisées dans les travaux de Harpp et al.: les phosphines PR;, les phosphites P(OR)s; et les
aminophosphines P(NR2); ol R est un groupement alkyle, aromatique ou allylique.

Les phosphines : ces composés de formule PR3, ou R est un groupement alkyle ou phényl, sont
généralement utilisés comme réducteur de ponts disulfures en thiols libres. D’autres études leurs
prétent des propriétés en catalyse de métathése de disulfures.® Crich et al. présentent de rares cas
ou les phosphines sont utilisables comme agent d’extrusion, grace a leur caractére thiophile. La figure
118 présente cette réaction sur un pseudo-tripeptide dérivé du glutathion 1I-Z a l'aide de la
triphénylphosphine pour sa conversion en thioéther 11-AB a I'aide d’un disulfure dissymétrique 1I-AA.X%’

&S lN\
1 (13¢q)
)% Z>No,
) II-AA NHBoc O
NHBoc NE; (3 €q.) OMN\)LN OMe
0 N OMe 2) PPh3 (3 éq.) H H“{f
N OMe 0 = o)
S H ) S
OMe (o) \SH (o) Benzéne
§
-z r=70% W
II-AB

Figure 118 : Formation d’un thioéther par formation de disulfure suivi d’'un réarrangement
sigmatropique.

Les étapes synthétiques sont présentées a la figure 119. Une premiéere étape d’échange est
observée entre le thiol lI-Z et le disulfure II-AA : il s’agit d’'un échange de groupement thiol allylique

102

——
| —



conduisant a la formation d’'un nouveau disulfure mixte allylique-aliphatique II-AC. Ensuite,
I'intermédiaire II-AC subit une transposition sigmatropique [2,3], et le substrat formé II-AD est converti
en II-AB a I'aide de la triphénylphosphine, elle-méme transformée en sulfure de triphénylphosphine
SPPhs. Les rendements isolés de ces réactions sont compris entre 66 et 80% selon le substrat.

Et;N
Hog~ 0N~ - (j\
s R s H  OyN ST3R
NS 2|

- ™ 2 = 1"

-z NS - | I-AC
R' N _H
-AA N S réarrangement
sigmatropique [2,3]
NHBoc (0]

R= OMN\)LN/\[]/OMG
: /\ P
OMe o "~ o /\L PPh; R zé\w
B S R'
o =w SPPh,

9 1I-AB 1I-AD

Figure 119 : Mécanisme associé au bilan réactionnel de la figure 118

Les phosphites : ces composés de formule générique P(OR); sont souvent employés comme
agents d’extrusion de soufre activée par voie thermique ou photochimique. En figure 120, le substrat
II-AE, dissout dans la triméthylphosphite solvant, est irradié a I'aide d’une lampe a vapeur de mercure
de 400 W pendant 25 heures a 15°C pour former le produit 1I-AF.1** Aucune information mécanistique

n’a été apportée par les auteurs. lls supposent néanmoins un mécanisme radicalaire.

e

82%
II-AE II-AF

Figure 120 : Réaction d’extrusion de soufre a I'aide d’un phosphite

Les aminophosphines : ces composés de formules génériques P(NR;); sont répertoriés comme
étant d’excellents agents d’extrusion de soufre. La tris(diméthylamino)phosphine P(NMe,); et la
tris(diethylamino)phosphine P(NEt,)s; sont les réactifs les plus utilisés par voie thermique. L'exemple

de la figure 121 montre la conversation quantitative du disulfure cyclique II-AG en thioéther cyclique
II-AH a I'aide de la tris(diméthylamino)phosphine.

O3 e O
| T
S Benzéne, TA, 28 h

I-AG r = quantitatif 11-AH

Figure 121 : Réaction d’extrusion de soufre a I'aide d’une aminophosphine
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Les aminophosphines étant utilisées sur de nombreux disulfures, nous allons analyser en détail
le mécanisme et les parametres qui influencent cette réaction dans le but de la mettre en ceuvre sur
les cavitands poly(disulfures).

2) Analyse mécanistique de I'extrusion de soufre a I'aide d’aminophosphine
Une analyse mécanistique du phénomeéne d’extrusion de soufre par les aminophosphines a
été présentée par Harpp et al. dans les années 70.1%%1%9 Ce mécanisme est présenté sur la figure 122.
Lors d’une premiére étape réactionnelle, la tris(diméthylamino)phosphine, trés bon nucléophile induit
la formation d’un thiol II-AJ aprés substitution nucléophile du phosphore sur I'un des atomes de soufre
de lI-Al. On forme un intermédiaire réactionnel de type thiophosphonium II-AK. La deuxiéme étape de
ce mécanisme consiste en une nouvelle substitution nucléophile : un doublet non liant du thiol 1I-AJ
vient attaquer l'intermédiaire cationique II-AK au niveau de I'atome de carbone lié au soufre. La
rupture de cette liaison carbone-soufre permet de former une liaison double phosphore-soufre
remarquablement stable, ce qui déplace I’équilibre de la réaction vers la formation des produits 1l-AL
et le sulfure de tris(diméthylmino)phosphine. On notera que I'énergie de dissociation d’une liaison P=S
vaut 335 kJ.mol™* égale a I'énergie de |a liaison P-O. Pour la liaison P=0, on a une énergie de dissociation
bien plus élevée, égale a 544 kJ.mol™*.%?

1)
NM62
R Pe ml? 2) NMe -
R g MezN 7 NMe2 _@+ MezNz\i:) _)\ > MezN\F; 2+ R S.
\(—\: R % IS MeZN’@@ R rapide  Me,N~' S8\ Y Y
lent P R R
R R R
II-Al I-AJ I-AK I-AL

Figure 122 : mécanisme de I'extrusion de soufre a I'aide d’aminophosphine

Le mécanisme proposé en 1971 par Harpp implique lI'intermédiaire réactionnel de type
thiophosphonium. Cependant, la deuxieme étape a priori rapide, cette espéce est difficilement
isolable. En 2003, I'’équipe de Oku a notamment fait appel a la chimie supramoléculaire pour pouvoir
stabiliser de cet intermédiaire réactionnel afin de le caractériser.'? En effet, ils ont utilisé un substrat
réactionnel de type rotaxane II-AM présenté sur la figure 123.

tBu

)
N
S\S ®
tBu ® S.
H/ﬂ/ £\/® tBu tBu
(@]
j (\ J I-AM

tBu

!
(@]
O\//
o/\})
(@) \//O
@
|
%
Tz ®
N

Figure 123 : rotaxane d’Oku et al. et sa représentation schématique. Les éthers couronnes sont
schématisés par des cercles rouges.
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L’axe principal du rotaxane est un disulfure aliphatique comportant deux ammoniums. Autour
de ces deux unités ammoniums, on note la présence de deux macrocycles de types éther-couronne.
Ce rotaxane est stabilisé grace par les interactions de type dipole-cation au sein de la structure ainsi
gu’a la présence des groupements encombrants (« stoppers ») aux extrémités.

L'utilisation de ce rotaxane comme substrat d’extrusion induite par la
tris(diméthylamino)phosphine permet de mettre en évidence I'intermédiaire réactionnel mis en jeu
dans la réaction (figure 124). Comme cela a été détaillé précédemment, la premiére étape de la
réaction consiste en une substitution nucléophile formant un thiolate d’ammonium complexé par un
des éthers couronnes II-AO ainsi que le thiophosphonium complexé par le second éther couronne lI-
AN. En présence des éthers couronnes, le thiolate libre ne peut pas réagir sur l'intermédiaire
réactionnel. La prototropie, thermodynamiquement défavorisée, permet de générer un intermédiaire
neutre décomplexé lI-AP pouvant réagir comme nucléophile. Ce thiol ne peut attaquer que sur I'atome
de phosphore de II-AN par une nouvelle substitution nucléophile (une attaque sur le carbone n’est pas
possible du fait de la présence de I'éther couronne). A I'issue de cette réaction, on obtient les éthers
couronnes libres II-AQ ainsi qu’un des thiols issus de I’axe 1I-AR et le sel de phosphonium II-AS. Les
auteurs indiquent que ce sel de phosphonium se décompose rapidement et qu’il n’est pas isolable.

/
tBu ® s 2N~
2 PFy / N N~
6 N— H, N\—
| P= N\ AN
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. ‘ 2 PFq

tBu
g
N
© s &

11-AO

Iz ®

sNz

tBu !

tBu tBu

11-AM

Prototropie

tBu /
. ® =) ONT
H PFs 2 e O N IS PN
N + H2 N_
HS™ > tBu \ -
® II-AN 2 PFg

II-AR -AQ

S\2 tBu
Bu N/\/S\P N\ H
H HS™ > tBu
tBu I-AP
1I-AQ
1I-AS
Figure 124 : mécanisme mettant en évidence l'isolation de I'intermédiaire réactionnel phosphoré

Il a été possible d’identifier I'intermédiaire réactionnel 1I-AN notamment a |'aide de la
spectrométrie de masse et de la spectroscopie RMN. Le rendement maximal pour l'isolation de cet
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intermédiaire est de 65%, aprés 32 heures de réactions dans l'acétonitrile en présence de 1,1
équivalent d’aminosphosphine et un équivalent d’hexafluorophosphate d’ammonium. Une
caractérisation supplémentaire par diffraction aux rayons X a permis de confirmer la structure de
I'intermédiaire réactionnel. Cette structure est présentée a la figure 125. Des interactions de type 1t —
cation entre les cycles aromatiques des unités éthers couronnes et I'atome de phosphore cationique
peuvent étre associées au repliement de la structure de I’éther couronne. Les aminophosphines se
distinguent des autres phosphines par leur forte nucléophilie ainsi que leurs capacités a stabiliser des
cations : la triphénylphosphine et les phosphines n’ont pas permis d’isoler I'intermédiaire réactionnel.
Dans ce cas, 'aminophosphine est suffisamment volumineuse pour bloquer I'éther couronne dans
I’axe du rotaxane.

Figure 125 : Structure cristallographique de I'intermédiaire réactionnel thiophosphonium II-AN

3) Facteurs influencant I’extrusion de soufre

A) Influence des paramétres physico-chimiques
Dans le but de maitriser ce phénomene d’extrusion de soufre sous contrdle cinétique, il est
indispensable d’identifier les paramétres influencant la cinétique de la réaction.®®

La réaction étudiée implique comme étape cinétiquement déterminante l'attaque de la
tris(diméthylamino)phosphine sur le disulfure. La cinétique est d’ordre 2 avec une loi de vitesse
dépendant de la concentration en disulfure et en aminophosphine.

Le solvant a également un impact sur la cinétique de la réaction. En effet, la plupart des
réactions utilisant la tris(diméthylamino)phosphine ont pour solvant le benzéne. Le tableau de la figure
126 présente les parametres cinétiques de la conversion du 1,2-dibenzyldisulfane II-AT en
dibenzylsulfane II-AU dans quatre solvants de permittivité relative différentes. Les constantes de
vitesse ainsi que les entropies et enthalpies d’activation de la réaction y sont présentées.
Premiérement, on remarque une augmentation de la constante de vitesse de la réaction avec la
permittivité du solvant. En effet, du cyclohexane a I’O-dichlorobenzéne, la permittivité du solvant est
multipliée par cing et les constantes de vitesse augmentent de trois ordres de grandeur. Ceci est
cohérent avec la nature d’un état de transition polaire et chargé : une permittivité élevée va dans le
sens d’une stabilisation des charges dans I'état de transition et donc vers une amélioration de la
cinétique de la réaction. Deuxiemement, les enthalpies d’activation obtenues dans ces mémes solvants
sont positives et faibles entre 9 et 16 kl.mol™. On a donc une substitution par Sy2 oU la dissociation
des liaisons pour passer a I'état de transition est plus rapide que I'association. Dernierement, les
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entropies d’activation obtenues dans ces mémes solvants sont négatives et relativement élevées. Ceci
est cohérent avec un mécanisme d’ordre 2 ou on diminue le désordre par passage des réactifs a I'état
de transition. Ainsi, ces exemples illustrent une cinétique de réaction améliorée dans le cas de solvant

e e QL

tres polaire.

II-AT 11-AU
k Enthalpie d’activation | Entropie d’activation

Solvant € 4 4 1 ua

(L.mol™.s?) (kJ. mol™?) (J. mol*.K?)
Cyclohexane 2,02 1,5.10°¢ 15,6 -24
Benzéne 2,28 4,7.10° 13,5 -24
Acétate d’éthyle | 6,02 1,2.10* 10,2 -34
O-dichlorobenzéne | 9,93 2,1.10°% 9,7 -28

Figure 126 : influence du solvant sur la réaction de conversion de II-AT en 1I-AU

B) Influence de la structure du substrat
a) Caractéristiques stéréochimiques
Harpp et al. ont aussi étudié la stéréosélectivité de la réaction d’extrusion. Les auteurs ont
utilisé des disulfures cycliques diastéréoisomériquement purs II-AV et II-AX et observé une inversion
de configuration de l'un des carbones lors de la réaction d’extrusion de soufre formant les
diastéréoisomeres II-AW et II-AY (figure 127). Ces résultats sont en accord avec un mécanisme de Sy2
avec inversion de Walden stéréosélective et stéréospécifique.!

/

H COOC»O«COOCH P(Me2) &
3 3 o W
S-S Benzéne, TA HyCOOC™ ~g~ “COOCH;

I1-AV 5 min
r = Quantitatif

cooc ﬂ—cooc Pez)s
Hs " Hj > /O\
S-S Benzéne, TA HsCOOC™ ~g” “COOCH;

11-AX 5 min
r = Quantitatif

1-AW

/

11-AY

Figure 127 : Considérations stéréochimiques lors de la réaction d’extrusion de soufre en
présence d’aminophosphine.

La chimiosélectivité de la réaction a aussi été étudiée, de maniére a connaitre les groupements
compatibles avec la présence de I'aminophosphine (figure 128). Les conditions réactionnelles
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d’extrusion de soufre semblent compatibles avec la présence d’ester et d’amide, utilisable comme
groupements protecteurs, comme le montre la conversion de II-BC en 1I-BD et de II-BE en II-BF. Dans
le cas d’acide carboxylique, une réaction d’addition élimination est observée entre I'acide et une des
amines portées par I'agent phosphoré. Ainsi, le substrat II-AZ est converti en amide II-BB présentant
toujours les ponts disulfures au lieu du thioéther II-BA attendu.!!

o) O 9
P(NM32)3 (\/\/\)J\
" NEt
(\!/\/\)J\OH Benzene OH _s ?
s-S  1I-AZ TA, 4h S 0o, BA S g0, BB
O O
P(NMez)g,
Benzéne s
S-S I1-BC TA, 1h II-BD
r=64 %
2L eowen e
Benzene
II-BE TA, 24h
r=82% II-BF

Figure 128 : considérations chimiosélectives

b) Influences structurelles dans le cas des disulfures aromatiques
Enfin, I'influence de la structure du disulfure sur I'efficacité de la réaction d’extrusion avec
I'aminophosphine a été étudiée, notamment en comparant disulfures phényliques et benzyliques
(figure 129).112

/@/ P(NEt)3 /©/S\©\
/©/ Sans solvant, 140°C, 24 h
|

r=1% I-BH

I-BG

P(NEt)
° S
©/\ \©\ Benzéne, TA, 10 min
11-BI
S ey
(jA Benzéne, 80°C, 1,5 h S
I-AT r=80% 11-AU

Figure 129 : Réaction d’extrusion de soufre sur différents substrats aromatiques

Ce parametre semble étre capital : en effet, en utilisant un disulfure phénylique II-BG, le
rendement de la réaction de formation du thioéther IlI-BH est de 1%. Les réactions entre disulfures
benzyliques II-AT ou entre disulfures benzylique-phénylique II-BI permettent la formation des
thiéthers II-AU et 11-BJ avec des rendements supérieurs a 80%. Ceci est de nouveau en accord avec le
mécanisme postulé qui implique l'attaque d’un thiolate sur le carbone substitué par le
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thiophosphonium. Les auteurs reportent que la réaction sur des disulfures dissymétriques benzyliques-
phényliques se fait a température ambiante, contrairement aux disulfures symétriques benzyliques-
benzyliques qui nécessitent une activation thermique. Dans le cas du disulfure dissymétrique, seul le
produit extrudé dissymétrique est observé montrant qu’il n’y a pas de métathése de ponts disulfures
dans le processus.

4) Applications

A) Extrusion de soufre sur des glycoprotéines

La présence d’unités glycosidiques sur des protéines se manifeste dans 50% des cellules
eucaryotes et est liée a la régulation cellulaire, la différenciation cellulaire et aux réponses
immunitaires. Les glycopeptides possédant des liens thioéthers présentent de meilleures stabilités
chimique et enzymatique par rapport aux glycopeptides naturellement liés par des asparagines ou des
sérines par lien disulfure. Bernades et al. ont ainsi utilisé le processus d’extrusion de soufre pour créer
des liens thioéthers robustes entre un sucre et une protéine. Cette stratégie représente la premiere
méthode chimique capable d’effectuer la synthése de thioéther entre ces partenaires.'* Ainsi, aprés
avoir validé la compatibilité entre conditions réactionnelles et glycopeptides et acides aminés avec des
rendements variables compris entre 8% et 75%, la stratégie d’extrusion de soufre a été mise en place
sur une protéine mutante Bacillus lentus SBL-S156C. Cette protéine posséde une unique cystéine en
position 156, sur laquelle est d’abord effectuée un couplage oxydant glycosylant de la fonction thiol
disulfure dissymétrique puis I'extrusion de soufre a I'aide de la tris(diméthylamino)phosphine (figure
130). En effet, son utilisation a permis de synthétiser la glycoprotéine d’intérét qui a été caractérisée
en spectroscopie de masse. |l est a noter ici qu’il s’agit d’un des rares exemples de la littérature validant
le phénomene d’extrusion de soufre dans I'eau et prouvant donc la compatibilité des aminophosphines
avec le milieu aqueux et avec les groupements protecteurs classiques de la chimie des sucres et des
peptides.

OAc
AR P(NMe,)s (2 equiv), 12 h Aﬁooé&/s'
Cl

buffer (pH 9.5) OAc

Calculated mass: 27046
27044 Observed mass: 27044

TOF MS ES+
100

I1'% 50

mass
25000 26000 27000 28000 29000
Figure 130 : Formation d’une glycoprotéine au lien thioéther a I'aide de I'extrusion de soufre. Spectre
de masse révélant le produit issu de la réaction d’extrusion de soufre.!*?

B) Synthéses de récepteurs supramoléculaires par extrusion de soufre
Peu de récepteurs supramoléculaires présentant des liens thioéthers sont décrits dans la
littérature. Des mélanges de thiacalixaréenes, comme celui présenté en figure 131a, peuvent étre
obtenus par réaction successive entre le p-tert-butylphénol et le dichlorure de soufre SCl, dans le
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dichlorométhane.'*1%> Aprés purification par chromatographie, le thiacalix[4]aréne lI-BK est isolé avec
rendement de 4%.

Dehaene et al. ont synthétisé plus récemment de nombreux dérivés de calixarénes présentant
des liens thioéthers ainsi que des cyclophanes comme II-BL, II-BM ou encore II-BN (figure 131b) : des
travaux de post-fonctionnalisation, permettant le greffage de groupement améliorant la solubilité est
effectuée avec d’excellents rendements.11%117.118 | 3 post-fonctionnalisation de polydisulfures obtenus
par la chimie combinatoire dynamique peut donc étre une alternative d’augmentation des rendements
de synthése de ces cavitands.

I
OH OH OH HO
a) I-BK

I-BL R =H (91%)

L0, O

)
NaH, TA

OR RO II-BM R = CH,COOEt (93%)

LiOH

S\@\ /@/S THF/H,0, TA
s

b) II-BN R = CH,COOH (95%)
Figure 131 : a) Structure d’un calixarenes présentant des liens thioéthers. B) Cyclophane au
lien thioéther décrit par Dehaene, réactions de post-fonctionnalisation.

Johnson et coll. ont développé récemment une nouvelle famille de cyclophanes II-BP,
synthétisés a partir de réaction d’extrusion de soufre a I'aide de la tris(diméthylamino)phosphine.8%°?
Premierement, des chimiothéques de macrocycles polydisulfures benzyliques, analogues aux
dynarenes, ont été créées a partir de briques benzyliques 11-BO (figure 132). Ces chimiotheques sont
générées en présence de chlorure d’antimoine dont le role est de diminuer la formation de polymeéres
et d’améliorer la cinétique et la sélectivité de la formation de macrocycle par formation de disulfures.
Le diiode joue quant a lui le réle d’oxydant. A I'état d’équilibre, des macrocycles polydisulfures I1I-BO,
de différentes tailles sont formées (de n =2 a n = 6). Dans le cas de la brique non fonctionnalisée (R =
H), le trimére est obtenu comme produit majoritaire a 45% dans la bibliothéque. Dans le cas de la
brique fonctionnalisée par des groupements, le dimére et le trimére sont les produits majoritaires,
obtenus a 37 et 35 % respectivement. Les triméres ont été isolés puis soumis a |'action de la
tris(dimethylamino)phosphine : la conversion des disulfures en thioéther est obtenue avec
d’excellents rendements (82 % dans le cas R = H et 72 % dans le cas R = OMe) et les macrocycles
résultants ont été caractérisés, notamment par cristallographie.
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SH S S
R SbCls, I, R P(NMe;); R
R CHCIj4 R CHCly .
HS S
'—|—'n n
I-BO 1-BO,, I-BP,

Figure 132 : Synthese de macrocycle par extrusion de soufre

Les auteurs ont aussi travaillé avec des briques tri-thiols, de maniére a concevoir des édifices
en forme de cages (figure 133). L'action de I'aminophosphine permet d’obtenir une cage II-BR
présentant des liens thioéthers : la réaction d’extrusion permet ainsi de réduire le volume de la cavité

de la cage II-BQ.
\\\\S S///,,

P(NM92)3

CHCl3
r=94%

sv

II-BR
Figure 133 : synthése de molécules cages par extrusion de soufre.

Ces exemples montrent a nouveau tout l'intérét d’une chimie utilisant I'approche
combinatoire dynamique pour synthétiser des liens thioéthers, au lieu d’'une synthése classique par
substitution nucléophile. Les nombreux avantages synthétiques (rendement, purification) sont a
nouveau soulignés dans cette étude. Les auteurs indiquent que ces macrocycles peuvent présenter
des applications comme précurseur dans la synthese industrielle de polymeére tel que le paryléne ou

comme hdte supramoléculaire .

IV)  Synthese de squelette carboné par extrusion de soufre

Si I'extrusion partielle de soufre permet de convertir des architectures polydisulfures labiles
en polythioethers robustes, I’extrusion complete méne a des structures dont le squelette principal est
purement carboné. Nous allons décrire brievement quelques exemples permettant la formation
d’alcanes ou d’alcénes par cette voie synthétique.

1) Formation d’alcénes par extrusion de soufre

Une premiére voie fait appel a un mode d’activation thermique. Une fois une cage présentant
des liens thioéthers synthétisée, il est possible de former des alcénes par extrusion totale de soufre
grace a une série de quatre étapes réactionnelles (figure 134).11°
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1) nBuLi, THF, N,
2) Mel (r =40%)

3) (MeO),CHBF, CH,Cl, N,
4) tBUOK, THF

II-BR 1I-BS

Figure 134 : Exemple d’extrusion totale de soufre sur un édifice macrocyclique

Les intermédiaires a I'issue de chaque étape sont présentés de maniere simplifiée dans la
séquence a la figure 135. L'utilisation du butyllithium (1) permet de déprotoner le carbone en alpha de
I’atome de soufre. Apres alkylation du soufre par Mel (2), un réarrangement intervient de maniere a
former un thioéther méthylénique. Ensuite, une seconde alkylation du soufre est effectuée (3),
permettant I'obtention un bon groupe partant. Lutilisation d’'une base (4) permet une réaction
d’élimination pour former d’un alcene avec départ de diméthylesulfure. La nouvelle cage ainsi
obtenue, présentant des liens alcenes, subit aussi une réduction de taille de cycle.

DO - Qe O = @p

Réarrangement

©
BF,

® o,
\S/ O 4) s ‘)\/‘
o m o

Figure 135 : détail de la séquence réactionnelle de I’extrusion de 1I-BS. Les conditions
réactionnelles numérotées font appels aux réactifs décrit en figure 134.

2) Création d’alcanes par extrusion de soufre

Une seconde voie synthétique repose sur une activation photochimique et permet de créer
des liaisons simples entre unités phényliques. Il est ainsi possible de convertir avec des trés bons
rendements une molécule présentant des liens thioéthers de II-E en liaison carbone-carbone a I'aide
de phosphite pour former II-F. Cependant, la nature du substrat a un impact déterminant sur la
conversion, comme le montrent les études de Fujihara et al. présentées en figure 136 : la conversion
de II-BU et II-BV n’ont pas donné le produit souhaité.*

112

——
| —



(MeO)3P

hv
r=91%

S (MeO);P
- e Mélange complexe
hv de produit
S

1-BV

Figure 136 : Mise en évidence des différences de réactivités lors de I'extrusion de soufre par des
phosphites sur des substrats thioéthers.

Dans cette étude bibliographique, nous avons donc présenté les réactions d’extrusion de
soufre. Aprés introduction des diverses méthodes de synthése, nous avons souligné la compatibilité
de cette réaction avec le milieu aqueux. De plus, I'extrusion de soufre semble performante pour la
synthése de récepteurs supramoléculaires. Nous allons nous appuyer sur ces informations pour
explorer la synthése de nouveaux cyclophanes présentant des liens thioéthers ou liaisons carbone-
carbone a partir d’architectures polydisulfures.
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Partie B : Etude de |I'extrusion de soufre pour la synthése de
dérivés des dynarenes

1) Cadre de I'étude et objectifs

Dans le chapitre précédent, un effet cytostatique transitoire été mis en évidence a la suite de
I'introduction du dynaréne 44 au contact de cellules cancéreuses. Le caractere transitoire est imputé a
la fragilité des ponts disulfures vis-a-vis des espéces réductrices ou nucléophiles présentes dans le
milieu cellulaire. La post-fonctionnalisation des dynarénes en cyclophanes ayant des liens plus
robustes entre unités aromatiques apporterait un plus a l‘application envisagée. L'étude
bibliographique précédente a détaillé quelques voies de formation de lien thioéther et de carbone-
carbone a partir de précurseurs disulfures. Ainsi, nous avons envisagé d’explorer I'obtention des
cyclophanes présentés a la figure 137.

HOOC gooc COOH
~ e
S ”
z:DEOOH
00 00H Y\,
s COOH
HOOC

Figure 137 : Structure des cyclophanes dérivés des dynarenes.

Ces macrocycles présentent des liens différents de ceux présents dans les dynaréenes. En effet,
leurs configurations et conformations stables étant différentes, cela impactera la taille, la géométrie
et les caractéristiques électroniques de la cavité. La présence de groupements acides carboxyliques
permettra toujours d’envisager la reconnaissance moléculaire de polyamine. Malgré un gain en
rigidité, le caractére constitutionnellement dynamique des dynarénes sera perdu dans ces structures.
L'étude bibliographique a révélé la difficulté de mettre en ceuvre le processus d’extrusion de soufre
sur des disulfures purement phényliques. L’extrusion de soufre n’est donc pas directement
envisageable sur le dynaréne 4.

Pour accéder a ces nouveaux objets, deux stratégies ont été envisagées. Deux analyses
rétrosynthétiques sommaires sont présentées en figure 138. L’analyse rétrosynthétique 1 présente la
stratégie de synthése d’un lien thioéther. Un thiophénol et un thiol benzylique sont d’abord oxydés en
disulfure mixte par oxydation a I'air. Ensuite, une réaction d’extrusion de soufre conduit au lien
thioéther. L’analyse rétrosynthétique 2 de la figure 138 présente la stratégie de synthese de liaisons
oléfiniques. Dans ce cas, une réaction d’oxydation de thiols en disulfure symétriques est envisagée sur
des substrats benzyliques uniquement. Une réaction d’extrusion de soufre totale sera effectuée en
deux temps : dans un premier temps pour former des liens thioéthers, puis dans un deuxieme temps
pour conduire a l'alcéne.

Nous avons choisi de tester ces stratégies sur des monomeéres modeles, dans le but d’identifier
les conditions optimales d’oxydation et d’extrusion qui seraient ensuite applicables aux structures
cyclo-oligomériques. Ces monomeres modeéles sont un monothiophénol et un monothiol benzylique.
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La derniére contrainte posée a été de travailler au plus proche des conditions physiologiques dans le
but d’envisager une utilisation pour la reconnaissance moléculaire en solution aqueuse comme cela a
été le cas pour les dynaréenes.

Analyse rétrosynthétique 1 :

9

9
Analyse rétrosynthétique 2 :
= s S=8 SH Hs
6 —gp=0%
— — —
Ce=p2=p o

Figure 138 : Stratégie de synthése des liaisons envisagées dans les nouveaux cyclophanes

I1)  Post-modification de disulfures issus de briqgues monothiolées
1) Synthese des briques élémentaires
A) Brigues élémentaires de premiére génération
Une brique benzylique et une brique phénylique ont été envisagées (figure 139). La brique
thiophénol 19, réactif commercial, correspond a I’équivalent monovalent de la brique 4. La brique 20

est quant a elle I'’équivalent benzylique de la brique 19. Ces deux briques présentent une unique
fonction acide carboxylique en position ortho.

COOH COOH
(X (e
SH
19 20

Figure 139 : présentation des briques monothiolées de premiéere génération

La synthése de la brique benzylique 20 est présentée en figure 140.12%121 En partant du methyl
2-methylbenzoate 21, une réaction de bromation radicalaire permet I'obtention de 22 avec un
rendement de 47%. Cette réaction utilise I’AIBN comme initiateur de radicaux et le N-
bromosuccinimide comme source de brome. Le produit désiré subit tres rapidement une deuxiéme
réaction de bromation en position benzylique alors que la conversion du réactif de départ n’est pas
totale. Un suivi minutieux en RMN H a donc été effectuée pour optimiser le rendement de la réaction,
initialement limité a 16%. Ensuite, une étape de substitution nucléophile de I'atome de brome par la
thiourée, permet I'obtention du dérivé 23 avec un excellent rendement de 97%. Pour finir, une
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réaction d’hydrolyse basique permet de déprotéger I'ester méthylique en acide carboxylique et libérer
le groupement thiol par formation d’une urée. Le composé 20 est synthétisé avec un rendement de
36%. Ainsi, la conversion de 'ester 21 en thiol 20 est réalisée avec un rendement de global de 16%
pour 3 étapes de synthése.

S
COOMe AIBN, NBS COOMe HzNJ\NH2 COOMe
©/\ CH,Cly, reflux, 38h ] ©/\/Br MeOH, TA,16 h ©/\/S\”/NH2
21 r=47% - r=97% 23 NH

COOMe KOH COOH
©/\/S\H/NH2 MeOH : H,O (1:1) ©/\/SH

reflux, 3h
23 NH

r = 36% 20

Figure 140 : Synthese de la brique 20

Avant d’entreprendre des travaux de syntheése de disulfure et d’extrusion de soufre, nous
avons effectué des tests de solubilité de la brique 19 et 20 dans I’eau. Malheureusement, ces composés
ne sont pas solubles dans I'eau, mais uniquement dans des mélanges de solvants organiques et
aqueux.

B) Briques élémentaires de deuxieme génération
De nouvelles briques modeéles possédant une fonction acide carboxylique supplémentaire ont
été envisagées. Les briques moléculaires phényliques 24 et benzyliques 25 (figure 141), ou les acides
carboxyliques sont volontairement en position para I'un de I'autre, comme sur le monomere 4 ont été
entreprise en s’inspirant des quatre étapes réactionnelles utilisées pour les molécules 4 et 20,122 8

COOH COOH
SH
SH
COOH COOH
24 25

Figure 141 : présentation des briques monothiolées de seconde génération

La synthése de la brique 24 est présentée a la figure 142. Elle est constituée de 4 étapes
réactionnelles.
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S

P

COOH COOMe cl ']' COOMe |
OH socCl, OH DABCO O\”/N\
MeOH, reflux, 16h DMA, TA, 16 h S
COOH r=87% COOMe r=66% COOMe
26 27 28
CoOMe | COOMe | COOH
O\”/N\ S\H/N\ KOH SH
S Ph,0, 215°C, 2h 0 MeOH : H,O (1:1)
Reflux, 3h
COOMe f = 63% COOMe eflux, 3 COOH
r=76%
28 29 24

Figure 142 : Synthese du thiophénol 24

La premiére étape consiste a effectuer une estérification des acides carboxyliques de I'acide 2-
hydroxyterephtalique 26 a I'aide d’une activation par le chlorure de thionyle suivi d’une séquence
d’addition élimination a I'aide du méthanol. Cette étape permet d’obtenir le thiol 27 avec un excellent
rendement de 87%. La molécule 27 est convertie en O-thiocarbamate 28 avec un rendement de 66%.
Une réaction de Newman-Kwart (optimisée comme le montre le tableau 19) est effectuée pour
convertir le O-thiocarbamate 28 en S-thiocarbamate 29. La premiere entrée du tableau décrit une
synthése activée par les micro-ondes, qui ne s’est pas avéré étre performante puisqu’aucune
conversion n’a été observée : on obtient uniqguement du réactif de départ aprés réaction. Nous avons
effectué ce réarrangement de fagcon thermique sans solvant (entrée 2, 3 et 4 du tableau 19). L'entrée
2 décrit la réaction a une température de 230°C. Dans ces conditions, la molécule 30 identifiée en
spectrométrie de masse et en RMN du proton, est obtenue sous forme d’un solide noir. Cela montre
gu’une température de chauffage trop élevée entraine la dégradation du produit souhaité (figure 143).
Enfin, les entrées 3 et 4 comparent la réaction sans solvant a méme température, avec 2 heures ou 3
heures de réactions. Dans les deux cas, il y a conversion du O-thiocarbamate en S-thiocarbamate, avec
un meilleur rendement pour un temps plus court. Ainsi, cette étude de I'impact de la température et
du temps de réaction sur le rendement a permis d’atteindre une valeur de 63 % dans les conditions
optimales. Enfin, la derniére étape est une hydrolyse basique qui convertit 29 en acide 2-
mercaptotéréphtalique 24 avec un rendement de 76%. Le rendement global de cette synthese est de
27% pour 4 étapes.

i Quantité de 3 Temps de Conditions Produit et
Entrée .. Température L. ..
réactif réaction réactionnelles rendement
) NMP, réaction Aucune

1 392 mg 215°C 15 minutes . )

micro-ondes conversion
2 150 mg 230°C 3 heures Sans solvant Formation de 30
3 290 mg 215°C 2 heures Sans solvant 63%
4 290 mg 215°C 3 heures Sans solvant 47 %

Tableau 19 : Optimisation des conditions opératoires pour le réarrangement de Newman-Kwart de la
molécule 27.
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COOMe
SMe

COOMe
30

Figure 143 : Structure du produit secondaire identifiée (condition : entrée 2 du tableau 14).

La synthése en quatre étapes de la brique benzylique 25 est présentée a la figure 144. La
premiere étape consiste a protéger les fonctions acides carboxyliques de I'acide 2,5-
dimethyltéréphthalique 31 en esters méthyliques. La synthese de la molécule 32 est effectuée avec un
excellent rendement de 99%. Une étape de bromation radicalaire par I’AIBN et le NBS conduit a la
formation de 33 avec un rendement de 92%. Pour cette étape, un suivi par spectroscopie RMN *H pour
quantifier les especes polybromées ou non bromées indésirables a été entreprise. Il a ainsi été possible
de déterminer la durée de la réaction optimisant la conversion en espéece 33. Le produit bromé 33 est
ensuite lui-méme substitué par la thiourée en 35 avec un rendement de 68%. L’hydrolyse basique de
35 permet la formation de la brique benzylique 25 avec un rendement de 67%. Le rendement global
de cette synthése est de 42% pour 4 étapes de synthése.

GOOH COOMe COOMe
SocCl, AIBN, NBS
MeOH, reflux,16 h CH,Cl reflux, 16 h Br
COOH r=99% COOMe = 92% L oomte
31 32 2
COOMe ji COOMe COOH
HoN™ NH, KOH 1.3 M
Br  MeOH, TA, 16 h SSANH MeOH 1 H,0 (1:1), SH
COOMe r=68% COOMe NH, Reflux, 3h COOH
r=67%
33 24 »s

Figure 144 : Synthese de la brique benzylique 25

Une fois le monomeére obtenu, nous avons formé le disulfure benzylique 35 par oxydation de
la fonction thiol de 25 (figure 145). L'oxydation en présence de dioxygéene atmosphérique a été
effectuée dans I'eau a pH = 9,8, conditions dans lesquelles la brique 25 est soluble. Le dimere a été
isolé aprés 5 jours de réaction avec un rendement de 56%. Ce rendement a été amélioré en utilisant
le dilode comme oxydant dans le dichlorométhane, ce qui a permis d’isoler le dimere benzylique 35 en
5 minutes, avec un rendement de 70%.

COOH
COOH COOH
COOH
SH H,O, pH = 9.8 DCM 5 min
COOH SJours COOH
o 709 COOH
56% COOH r=70%
25 25

Figure 145 : Synthése du dimére 35.
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Les briques 25 et 35 sont solubles au-dela de pH = 9,8 dans I'eau, qui sera la nouvelle valeur
fixée pour le pH dans les prochaines études.

2) Extrusion de soufre par substitution directe
Les réactions d’oxydation en disulfure et extrusion de soufre ont été envisagées entre le
disulfure benzylique 35 et le thiophénol 25 dans le but de former le dimere thioéther correspondant,
en s’inspirant des travaux de Gates et coll. évoqué en partie A de ce chapitre. L'analyse des
chimiotheques sera effectuée par HPLC.

A) Identification des références
Dans un premier temps, la dimérisation de la brique 24 en disulfure 36 a été suivie (a 1 mM de
24 dans I'eau a température ambiante). L'analyse aprés 6 jours d’agitation indique que seulement 10%
de dimere s’est formé. Nous avons reproduit sur cette expérience dans les conditions décrites par
Gates et coll. Ainsi, apres 48 heures d’agitation dans le méthanol avec un équivalent de triéthylamine,
le dimere 36 est obtenu a 85% dans la chimiothéque, devant les 15% de monomeére 24 n’ayant pas
réagi (figure 146).

500 COOH
——30min
450 COOH S
S\S
48h
400 COOH COooH
SH
350 COOH
3 300 \ / 36
= COOH,
2 250 24
D
5 200
8 150
£
100 Hp
n
0 L~
0 2 4 6 8 10 12 14

Temps de rétention (en min)

Figure 146 : Suivi par HPLC de la conversion de la brique 24 (ImM dans le méthanol avec un
équivalent de triethylamine) dimére 36.

Dans un second temps, nous avons réalisé le suivi de la formation du disulfure dissymétrique
a partir du thiophénol 24 et du thiol benzylique 25 dans le méthanol a 40°C avec un équivalent de
triéthylamine (figure 147). Le spectre obtenu a t=0 montre que les deux espéces ont des coefficients
de réponses tres différents. Nous avons pris en compte ce paramétre dans les quantifications. Apres
48 heures, I'oxydation des fonctions thiols est quasiment complete : le disulfure symétrique benzylique
35 n’est quasiment pas observable dans la bibliotheque, le disulfure symétrique phénylique 36 est
présent a 16% et le disulfure dissymétrique 37 est obtenu comme produit majoritaire a 84% dans la
bibliotheque finale. La formation préférentielle du disulfure dissymétrique semble indiquer une
stabilité accrue de I'hétérodimere par rapport au couple d’homodimére (sous réserve que le mélange
guantifié soit sous contréle thermodynamique).

119

——
| —



COOH

COCH COOH
COOH

600 o s
S
COOH
18h COOH COOH
COOH 7w
500 4gh COOH 36 /
\ COOH
72h COOH \ g COOH
HS \
SH \ S
COCH \ S
400 25 v ‘ COOH
|
COOH ‘. ‘ coon 3%

24

2 300

Intensité (mAU)
pe

200 A

100 —{\ -
o LA J J\L/\

0 2 4 6 8 10 12 14
Temps de rétention (min)

Figure 147 : Chromatogrammes HPLC du suivi cinétique de la chimiotheque formée a partir de 24 et
25

Enfin, nous avons tenté d’observer la formation du thioéther correspondant au disulfure 33.
Pour cela, une synthése directe par réaction de substitution nucléophile du thiophénol 24 sur le
bromure benzylique 34 (présentée a la figure 148) a été réalisée. Le produit 38 désiré a été identifié
en spectrométrie de masse, mais le mélange impur en contient une quantité trop faible, aucune
tentative de purification supplémentaire n’a été initiée. La déprotection des groupements méthoxy de
38 conduisant a 39 n’a donc pas été envisagée.

SH
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COOMe COOH COOMe
34 24

et 38
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HOOC:©\
HOOT:[::IT\S COOH
COOH 34

Figure 148 : Synthese par substitution nucléophile du thioéther

Nous allons maintenant aborder les réactions d’échange thiol-disulfure dans le but d’observer
le phénomene concomitant d’extrusion de soufre sur le disulfure dissymétrique conduisant
potentiellement a I'espéce 39 au sein d’une chimiothéque.
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B) Suivi de la réaction de substitution directe
Dans un premier temps, nous avons effectué la réaction de substitution directe a I'aide d’un
thiophénol sur un disulfure en solution aqueuse. Un premier essai a été réalisé a partir du dimére 35
et du monomere 24 a 1 mM chacun dans l'eau a pH = 9,8 et a température ambiante et sous
atmosphere inerte (pour éviter tout phénomene d’oxydation thiol-disulfure simultané). Dans ces
conditions, le suivi de la bibliotheque a été effectué par HPLC, mais aucune évolution n’a été observée,
méme apreés 7 jours d’agitation.

Pour améliorer la cinétique de la réaction, les conditions proposées par Gates et coll. ont été
a nouveau appliquées. La nouvelle chimiothéque a été générée a partir d’un mélange stoechiométrique
de 24 et 35, avec un équivalent de triéthylamine dans le méthanol a 40°C. Son suivi cinétique est
exposé a la figure 149. Le monomere 24 est d’abord rapidement consommé en dimere 36. Ce dimére
symétrique est ensuite converti en dimere dissymétrique 37 par une réaction de métathese de ponts
disulfure avec le dimére symétrique 35. A I'équilibre, le dimere 37 est présent a 45% dans la
bibliothéque et le dimére 35 a 55%. Aucune espéce issue d’une réaction d’extrusion de soufre n’est a
priori présente dans le milieu en quantité notable.
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Figure 149 : Chromatogrammes HPLC du suivi cinétique de la chimiotheque formée a partir d’'un
mélange 1:1 de 24:35 dans le méthanol en présence d’un équivalent de triéthylamine.

La manipulation a finalement été reproduite dans les conditions les décrites comme étant
optimales par Gates et coll. pour favoriser la formation de thioéther. Ainsi, une nouvelle chimiothéque
a été générée avec 10 équivalents de thiol libre 24, 1 équivalent de dimere 35 et 1 équivalent de
triéethylamine dans le méthanol a 40°C. Les chromatogrammes obtenus sont présentés en figure 150.
Dans ces conditions, les fonctions thiols sont complétement oxydées apres 24 heures de réaction.
Comme précédemment, le thiol libre 24 est principalement rapidement et quantitativement converti
en homodimere 36. Un faible pourcentage de cet homodimére est capable de réagir avec
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I’'homodimere 35 par métathése de ponts disulfure pour former I'hétérodimere 37. Aprés 5 jours
d’agitation, aucune modification des proportions n’est observée dans la bibliotheque. Ainsi, a I'état
d’équilibre, 35 est présent a 27% dans la bibliotheque, 36 a 66% et 37 a 7% et aucune espéce avec
extrusion de soufre n’ont été produites au cours de cette chimiotheque.

1000

24

COOH
900 ——30min COOH
COOH
N
=< % COOH
500 COOH
——48h S’S
COOH \
! COOH
— 5 36 s COOH COOH e
700 \ B COOH
|
S5 16 COOH
E SH
g
‘Tj 500
& COOH
o
2

400

200

E )

N J

0 2 - 6 8 10 12 14

Temps de rétention (min)

Figure 150 : Chromatogrammes HPLC du suivi cinétique de la chimiotheque formée a partir de 10
équivalents de 24 et un équivalent de 35 dans le méthanol en présence de triéthylamine.

Ainsi, les conditions expérimentales testées ne se sont pas avérées étre efficaces pour observer
des especes résultantes de réactions d’extrusion de soufre. L’analyse rétrosynthétique 1 n’a donc pas
été sélectionnée. Néanmoins, I'analyse rétrosynthétique 2 semble plus prometteuse, comme nous
I"avions abordée dans la partie bibliographique.

3) Extrusion de soufre a I'aide d’agent phosphoré

L'analyse rétrosynthétique 2 de la figure 138 présentait une voie de synthése de thioéther
symétrique a partir d’'un disulfure symétrique. Le disulfure benzylique 35 a ainsi été mis en contact
avec la tris(diméthylamino)phosphine 40 dans le but de former I'espéce extrudée correspondante 41.
Cette réaction a été effectuée avec un nombre variable d’équivalents d’'aminophosphine, dans I'eau a
pH =9,8 (figure 151). Les réactions ont été effectuées soit sous atmosphere inerte soit a I'air libre, mais
aucun impact de la présence d’oxygéne n’a été relevé. Nous présentons ici les résultats des tests
aérobies.
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) COOH

COOH N COOH
.S 40 S/i]:::I;
SO -
HOOC

COOH H,0pH=9,8, TA,

COOH
COOH
35 41
Entrée | Eq. Dimeére 35 Eq. Phosphine 40 Conversion du réactif de départ ?
1 1 1 Non
2 1 2 Non
3 1 10 Non
4 1 50 Oui : intermédiaire 42 observé
5 1 Solvant (40 : H,O—1:1) Oui : intermédiaire 42 observé

Figure 151 : Schéma de synthése du thioéther 41 et tableau indiquant les conditions réactionnelles
testées.

La premiére entrée du tableau implique un équivalent d’aminophophine 40 par rapport a 35
en milieu aqueux. Un suivi RMN 'H a été effectué ne révélant aucune évolution des signaux
correspondants au réactif 35 aprés 3 jours d’agitation. Ce premier test suggére que le nombre
d’équivalents en 40 trop peu important pour observer une conversion du réactif. Dans le cas des
entrées 2 et 3, correspondant a I'ajout de 2 et 10 équivalents, le suivi RMN *H et HPLC n’indique a
nouveau aucune conversion.

La quatrieme entrée du tableau correspond a I'ajout de 50 équivalents de phosphine 40 par
rapport a 35. Dans ce cas, nous avons observé une évolution du systéme, mais aucun phénomeéne
d’extrusion de soufre n’a été détecté.

- Le suivi en HPLC montre qu’il y a une consommation du réactif de départ (figure 152). On
observe une forte diminution du signal correspondant au réactif 35, et |'apparition rapide de
deux nouvelles espéeces (au temps de rétention t = 0,2 min et t’ = 8 min).

- Une analyse en spectrométrie de masse a permis aprés 9 jours d’observer la présence de
I'intermédiaire réactionnel 42 ainsi que I’"hexaméthylphosphoramide 43 et I'espéce 45 (qui
peut étre issu de la fragmentation de 43 dans I'analyseur de masse) en plus du réactif initial
35 (figure 153). Le réactif 40 n’est pas visible en HPLC du fait de son oxydation en 43. Nous
supposons alors que l'espece cationique 42 est présente a t = 0,2 min sur les
chromatogrammes HPLC. Une nouvelle analyse en spectrométrie de masse a été effectuée
aprés 1 mois d’incubation : le dimére 35, I'intermédiaire 42 et le composé phosphoré sont
toujours présents et accompagnés de nouvelles especes phosphorées : la thiophosphine 44 et
I'analogue 46. La présence de ces deux especes contenant des liaisons P=S suggére une
progression de la réaction dans le sens de I’extrusion de soufre. Néanmoins, aucune espéce de
type thioéther n’est détectable dans ce méme milieu réactionnel.
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Figure 152 : Chromatogrammes HPLC de la chimiotheque formée a partir du disulfure 35 en présence
de 50 équivalents d’aminophosphine 40 dans I'eau pH = 9,8 a TA.
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Figure 153 : especes formées dans le mélange réactionnel dont la préparation est décrite a I'entrée 4

du tableau de la figure 151

- Les suivis effectués en RMN *H effectuée ont indiqué la présence d’une nouvelle espéce en

faibles quantités, caractérisée par 2 nouveaux signaux de type singulet a 7,34 et 7,38 ppm en
plus de ceux du I'homodimeére 35 (a 7,25 et 7,31 ppm) qui semblent correspondre
I'intermédiaire réactionnel 42. Des expériences de RMN bidimensionnelle de type COSY et
DOSY n’ont pas permis de progresser vers l|'attribution de ces signaux, du fait de la

concentration trop élevée de I"laminophosphine dans le milieu. Des expériences de RMN 3P

ont permis de mettre en évidence une espece phosphorée dont le déplacement chimique est

de 15,6 ppm en plus de I'aminophosphine 40 et 43. Dans la littérature, nous n’avons pas trouvé

de référence dans |’eau pour ces especes, mais seulement dans le benzene deutéré avec H3PO,

lors de I'observation de 42’.'2 La concordance établie entre les axes pour ces différents
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solvants deutérés n’invalide pas I’hypothése que cette espéce puisse correspondre a 42 ou a

44 (figure 154).
ge )

—N N—
\ o/
43 42’ 44 40
8 (ppm) <« I — i
Dansle -23,5 -61,9 -785 -117,7
benzéne
dé
Nouvelle
8 (ppm) 43 espéce 40
Dans | } |
le D,0 29,8 15,6 3,0

Figure 154 : Axes présentant les données en RMN 3!P dans le benzéne-d6 ou dans le D,0

- Nous avons chauffé la chimiotheque a 65°C pendant 24 heures et aucune modification de
I'allure des graphiques ou de la quantité de produits n’a été notée.

Ainsi, dans les conditions de I'entrée 4, aucun produit issu d’une réaction d’extrusion de soufre n’a été
détecté au cours de ces différentes analyses.

Les conditions de I’entrée 5 du tableau de la figure 151 ont été appliquées, ou la phosphine est
directement utilisée comme solvant en mélange 1:1 avec I'eau. La phosphine est ainsi en large exces.
Un suivi en spectrométrie de masse et en HPLC est effectué aprés 24 heures de réaction. Les espéces
42 et 43 sont a nouveau identifiées, indiquant la relative stabilité de I'intermédiaire réactionnel. Une
nouvelle espéce dont le ratio m/z = 341,2 a été détectée en spectrométrie de masse de type (+) ESI-
MS, mais n’a pas pu étre identifiée. Le chromatogramme HPLC correspondant est présenté a la figure
155, ol 'on observe le pic supposé de I'espece 42 (0,2 min) et le pic a 8 min correspondant a la nouvelle
espece et la disparition du réactif. Une nouvelle analyse en spectrométrie de masse a montré
uniquement la présence de la nouvelle espece formée apres 1 semaine d’agitation.

Ainsi, les voies synthétiques d’extrusion de soufre a partir de disulfures de la littérature ont
été testées sur nos systemes. Pour chacune de ces séries de tests, aucune molécule présentant des
liens thioéthers recherchés n’a été obtenue. Néanmoins, dans le cas de ['utilisation de
I"aminophosphine, I'identification d’un intermédiaire thiophosphonium issu du mécanisme validé dans
la littérature et précurseur du thioéther ciblé a pu étre observé. L’étude bibliographique a révélé la
faible tolérance de 'aminophosphine envers les acides carboxyliques, la réaction entre ces partenaires
conduisant a la formation d’amide. Aucun produit porteur d’une telle fonction chimique n’a été
détecté ici, ce qui suggere la compatibilité entre réactif dans les conditions testées. Ces résultats
indiquent a priori que I'étape de formation du thioéther est particulierement lente dans le cas du
systeme d’étude. Compte tenu de cette absence d’extrusion sur des disulfures porteurs d’acides
carboxyliques simples, aucun essaie n’a été conduits sur les poly(disulfures) macrocycliques de type
dyn[n]arénes. Toutefois, le processus d’extrusion de soufre a pu étre observé sur des systémes
apparentés sans faire intervenir un agent extérieur phosphoré.
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Figure 155 : Chromatogrammes HPLC correspondant aux entrées 4 et 5 du tableau de la figure 151 a
24h de réaction.

Il1) Phénomene d’extrusion de soufre spontanée sur des
macrocycles poly(disulfures) pyridinium carboxylates

1) Présentation des briques pyridinium
De nouvelles briques, présentées a la figure 156, ont été synthétisées par Kenji Caprice au
département de chimie organique de l'université de Genéve. Il s’agit de briques de type méta-
mercaptométhyl N-alkylpyridinium. La brique 47 et 48 different par leur bras liant les deux noyaux
pyridinium : le premier contient un cycle benzénique alors que le second est purement aliphatique.

® @\/
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n Aijwi)yw Hsm ©
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47 48

Figure 156 : briques méta-mercaptométhyl N-alkylpyridinium synthétisées par I’équipe de
Geneéve.

Les bibliotheques combinatoires dynamiques issues de I'oxydation aérobie de chacune de ces
briques seules ont été étudiées par I’équipe partenaire. Pour chacune des briques 47 et 48, les produits
formés sont les monomeéres et les diméres cycliques issus de I'oxydation des thiols en pont disulfures.
A la suite a ces résultats préliminaires, nous avons étudié les chimiotheques issues de I'oxydation
conjointe de chacune des briques 47 et 48 en présence d’une quantité stcechiométrique de brique 4.
L’objectif initial était d’observer un processus de « self-sorting » : I'obtention de caténanes formés
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d’'un anneau cationique issu de la cyclisation des briques 47 ou 48 et d'un anneau issu de

I’'homomacrocyclisation de 4 (figure 157).
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Figure 157 : structure d’un caténane supposé se former entre 4 et 48

2) Synthése de macrocycles en chimiothéque

Une premiere chimiotheque a été générée par mise en contact de la brique 4 avec la brique
47 a une concentration de 1 mM chacune a pH 7,4 dans I’eau a température ambiante. Sa composition
a été suivie par LC/MS pendant 2 mois (cf. chromatogramme annexe A). Comme le montre la figure
159, au bout de 7 jours, on observe la disparition quasi compléte des réactifs initiaux et la formation
d’un mélange 75:23 des deux macrocycles 49 et 50 (figure 158). Le macrocycle 49 correspond a
I’hétérodimeére issu de l'association de 4 et 47 par formation de ponts disulfures tandis que le
macrocycle 50 est produit par extrusion d’un atome de soufre a partir de 49. Il semble donc qu’il y ait
ici un phénomene d’extrusion spontanée de soufre, puisqu’aucun agent n’a été ajouté. Aucun adduit
de type caténane n’a été observé. Lorsque la chimiotheque est analysée a nouveau aprés 7 jours
d’agitation I'espece issue de la perte d’un second atome de soufre a partir de 50 noté 51 est observée
a pres de 20% dans la chimiothéque. Entre 10 et 15 jours, le macrocycle 50 devient I’espece majoritaire
dans le mélange pour étre remplacé par le macrocycle 51 apres plus de 40 jours. Par la suite, des
phénomeénes de suroxydations des ponts disulfures sont observés (cf annexe A). Il semble doncy avoir
un phénoméne spontané d’extrusion de soufre pour former un hétérodimere statique a liaisons
exclusivement thioéthers a partir d’un hétéodimere dynamique a liaison disulfures.

COOH COOH
49 50 51

Figure 158 : structure des macrocycles formés dans la chimiothéque entre 4 et 47.
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Figure 159 : Pourcentage d’espéces en présence en fonction du temps pour la chimiothéque des
briques 4 + 47 dans I'eau a pH = 7,4 et a température ambiante.

Une chimiotheque similaire a été générée entre les especes 4 et 48 dans les mémes conditions.
Les especes formées sont représentées a la figure 160 et le suivi cinétique de cette expérience est
résumé a la figure 161 (cf. chromatogramme annexe A). On observe la formation de macrocycles dont
les hétérodimeéres 52, 53 et 54 et les hétérotrimeres 55, 56, 57 et 58 avec disparition compléte des
briques dithiols au bout de 7 jours d’agitation. La formation de cyclotrimeres est probablement due a
la souplesse apportée par la chaine aliphatique entre les pyridiniums. Aucun auto-assemblage de type
caténane n’a été observé a nouveau dans ce mélange. Les espéces issues de I'extrusion de soufre sont
détectées, mais restent minoritaires méme apreés 60 jours de suivi, comme le montre le profil
cinétique. L'hétérotrimere 55 reste ainsi I'espéce majoritaire (43% de la chimiothéque) jusqu’en fin de
suivi cinétique. Enfin, nous observons également I'espéce 58 qui contient un pont trisulfure. Ce type
d’espece n’avait pas été observé dans la bibliotheque entre 47 et 4.
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Figure 161 : Pourcentage d’espéces en présence en fonction du temps pour la chimiothéque des
briques 4 + 48 dans I'’eau a pH = 7,4 et a température ambiante.
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L’hétérodimeére 52 est observé sous la forme de deux pics distincts dont les temps de rétention
sont séparés d’'une minute sur le chromatogramme HPLC. Comme cela a été vu précédemment pour
les dynarenes, la rotation bloquée de la brique dimercaptotéréphtalate au sein d’une structure
macrocyclique peut induire I'observation de plusieurs stéréoisomeres. Cette rotation bloquée peut
étre imputée a des interactions répulsives (répulsions stériques) ou attractives. Dans le cas présent,
des interactions type m-stacking entre les briques pyridium appauvries électroniquement et les briques
carboxylates enrichies électroniquement peuvent induire un repliement au sein du macrocycle. Des
modélisations sur Spartan (a I'aide de calcul semi-empirique en phase gaz) ont été effectuées par le
Pr. Leclaire et dont des clichés sont représentés en figure 162. lls confirment les interactions de type
ni-stacking qui bloquent a la fois la libre rotation des unités téréphtalates et pyridinium. Il est donc a
priori possible d’identifier quatre stéréoisoméres, comme décrits en figure 162. On distingue deux
couples d’énantiomeres, diastéréoisoméres entre eux. Ainsi, chaque pic observé sur le
chromatogramme HPLC peut raisonnablement correspondre a un couple d’énantiomeéres. Dans le cas
étudié, avec une chaine aliphatique de 6 carbones entre les unités pyridinium, n’est pas optimal pour
visualiser rigoureusement le m-stacking, di aux tensions de cycle. Un macrocycle similaire, qui
présenterait un espaceur aliphatique de 11 carbones serait le cas optimal pour observer le repliement
par m-stacking (figure 162).
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Figure 162 : Modélisations des macrocycles et présentation de la chiralité hélicoidale de 52.
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Il est donc possible d’observer de I'extrusion spontanée de soufre. La présence du pont
trisulfure semble indiquer qu’un processus de métathese entre disulfures participe a la conversion du
systeme en thioéther et trisulfure. Ce phénoméne, bien que remarquable, est difficilement
interprétable. Une hypothése est que cette extrusion réduit la mobilité conformationnelle et est
optimisée cet empilement. Elle est plus importante dans le cas du macrocycle présentant 49
présentant un espaceur aromatique rigide, par rapport aux espéces 52 et 55 présentant un espaceur
aliphatique permettant plus de flexibilité. Nous allons essayer de rationaliser la relation structure-
réactivité I'aide des briques monomériques.

3) Rationalisation du phénoméne d’extrusion spontané a |'aide de briques
monomériques
Deux chimiothéques correspondant avec les entrées 1 et 2 du tableau 20 ont été générées.
Pour chacun de ces mélanges, les chromatogrammes obtenus montrent uniquement la présence
d’espéces a des temps de rétention trop faibles pour étre analysés (dans le pic d’injection ou pic a des
temps de rétention non analysable en LC/MS). Une optimisation des conditions d’analyse (choix de la
colonne, cf. partie expérimentale) a été effectuée dans le but de retenir ces espéeces sur la colonne.

COOH ®
SH \Nl N
E 1 =
ntrée
HS
COOH SH
4 59
COOH o
SH SN
l Pz
Entrée 2
SH
COOH 59
24

Tableau 20 : Briques utilisées dans les chimiotheques pour tenter de rationaliser le phénoméne
d’extrusion spontanée.

La chimiotheque correspondant a l'entrée 1 a été préparée a partir d'un mélange
stoechiométrique en proportion steechiométrique en chacune des briques dans 'eau a pH=7,4 et a
température ambiante. Le suivi HPLC en figure 163 montre la disparition de la brique 4 avec le temps
et aucune oxydation de la brique 59. Lors des études de la chimiotheque de 4 seule, la formation de 45
homochiral qui s’auto-agrege n’était pas détectable par HPLC couplée a un détecteur UV-visible. Nous
supposons dans le cas présent qu’un phénoméne du méme type a lieu dans le mélange (génération
d’especes peu soluble).

Le suivi de la chimiotheque 2, préparée a partir d’'un mélange également stoechiométrique et
analysé en HPLC est présenté ci-dessous en figure 164. On observe seulement une dimérisation de la
brique 24 et aucune évolution de la brique 59. Aucune espéce présentant de I'extrusion de soufre n’a
été observée.
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Figure 163 : Chromatogrammes de I'entrée 1 du tableau 16 (1 mM en chacune des briques dans I'eau
pH = 7,4 et température ambiante).
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Figure 164 : Chromatogrammes de I'entrée 2 du tableau 16 (1 mM en chacune des briques dans I'eau
a pH =7,4 et atempérature ambiante).
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Ainsi, les résultats obtenus sur ces composés modeles n‘ont pas permis d’expliquer le
phénomeéne d’extrusion de soufre. L’absence de produit d’extrusion spontanée semble conforter
I’hypothese selon laquelle cette réaction inattendue est due a des effets ou interactions uniqguement
mis en jeu dans les structures macrocycliques. Il semble également (et cela nécessitera d’étre
confirmé) qu’il faille un thiol benzylique et phénylique de richesses électroniques opposées pour
observer cette extrusion spontanée.

4) Perspectives

Les différents hétérodimeéres et hétérotrimeéres identifiés, résultants de I’oxydation des thiols
en disulfure et de I'extrusion spontanée de soufre peuvent avoir un intérét en reconnaissance
moléculaire. Du fait de leur structure zwittérioniques a pH physiologique, ces cavitands peuvent étre
de potentiels récepteurs a acides aminés. Une des perspectives de ce travail est donc d’isoler ces
macrocycles. Des modélisations effectuées sur Spartan (a I'aide de calcul semi-empirique en phase gaz)
par le Pr. Leclaire montrent néanmoins une cavité peu définie due a un repliement des cycles
aromatiques dans la structure de 49. La figure 165 présente aussi la modélisation de I'association du
macrocycle 49 avec |'acide aspartique, régit par des interactions électrostatiques ammonium-
carboxylate. Le macrocycle ne semble pas étre capable de former des complexes d’inclusion.

Figure 165 : A gauche, modélisation de 49. A droite, modélisation de I'association 49 — acide
aspartique. Les interactions électrostatiques sont encadrées en vert.

Une seconde perspective a lissue de ces travaux serait de synthétiser de nouveaux
cyclophanes présentant des unités benzyliques. Les briques 60 et 61 (figure 166) seraient de bons
candidats pour effectuer ces nouveaux macrocycles. La brique 60 a été synthétisée par Benjamin Ourri
dans le laboratoire. Dans la chimiotheque générée a partir de cette brique, les différentes especes
macrocycliques 60, avec n compris entre 2 et 6 sont observées. Le dimére cyclique 60, majoritaire a
été isolé et cristallisé, mais aucune extrusion de soufre n’a été observée apres applications de diverses
méthodes. La brique asymétrique 61 n’a pas été synthétisée, mais elle présente une fonction
thiophénol et une fonction thiol benzylique : malgré son intérét limité, cette brique serait une bonne
candidate pour former des dérivés de dynarenes présentant des liens carbone-soufre aprés réaction
d’oxydation des thiols en disulfure et extrusion de soufre.
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COOH COOH

SH
SH

HS HS
COOH COOH
60 61

Figure 166 : structure des briques 60 et 61
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CONCLUSION - CHAPITRE 2

Les réactions d’extrusion de soufre, effectuées suite a I'’échange entre disulfures symétriques
et thiols pour former des disulfures dissymétriques, ou par utilisation d’un agent phosphoré ont été
décrite mécanistiquement. Certaines études récentes soulignent la compatibilité de ces réactions avec
le milieu aqueux. Des stratégies d’interconversion de fonction faisant appel a ces stratégies sont
rapportées dans la littérature, ou encore la conversion de macrocycles présentant des liens disulfures
en liens thioéthers ou en liaisons carbone-carbone. Nous avons ainsi voulu combiner ces deux
éléments, de maniére a concevoir de nouveaux récepteurs macrocycliques issus de réactions
d’extrusion de soufre en conditions aqueuses.

Ces méthodes de conversion post-macrocyclisation devaient initialement étre appliquées aux
récepteurs de la famille des dynarénes. L’application des conditions décrites dans la littérature sur des
composés modeles inspirés des dynarénes polycarboxylates ne nous a pas permis d’observer la
formation de liens thioéthers dans les conditions aqueuses choisies. Néanmoins, "utilisation d’un
agent phosphoré nous a conduit a observer un intermédiaire réactionnel particulierement stabilisé
dans I'eau.

De fagon surprenante, lors de I'assemblage entre des briques dithiophenols dicarboxylates et
benzenedithiol dipyridinium par pont disulfures, de I'extrusion spontanée de soufre a été observée
menant a des especes macrocycles présentant des liens thioéthers. Cette réaction lente
cinétiguement, a permis de mettre en évidence la possibilité d’effectuer de I'extrusion de soufre entre
des composés de richesses électroniques différentes dans des macrocycles. Une tentative de
rationalisation des liens entre structure et réactivité a été initiée a I'aide des monothiols
correspondants et n’a pas été concluante. Nous émettons ainsi I’hypothéese selon laquelle un effet
macrocyclique serait a l'origine de réduction de taille de cycle qui est observée au travers du
phénomeéne d’extrusion de soufre. A partir d’'un modele clé-serrure simpliste, on peut facilement
penser que ces nouveaux cyclophanes zwittérioniques peuvent étre des récepteurs potentiels des
acides aminés et ainsi constituer une nouvelle classe de récepteur pour molécule d’intérét biologique.
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CHAPITRE 3 : Conception de précurseur pour
la synthese d’iminodithiocines
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Objectifs: Dans ce chapitre, nous proposons la modification de ponts disulfures en motifs
iminodithiocines pour I'obtention de nouvelles structures macrocycliques. La cavité de ces nouveaux
objets pourrait avoir des caractéristiques originales avec des groupements fonctionnels orientées
différemment par comparaison aux dynarénes. Les bases de Troger sont décrites dans la littérature,
qguelques récepteurs présentant ces motifs sont capables de faire de la reconnaissance moléculaire en
solution aqueuse. Les iminodithiocines présentent quant a eux de peu d’application dans la littérature.
L’objectif principal sera d’étudier les conditions réactionnelles optimales permettant la formation des
iminodithiocines (figure 167) et compatibles avec la présence de groupements hydrosolubles.

COCH COOH
HS 02 S
_— >
SH IS
COOH COOH™ n
Dyn[n]arénes

CHO
HS R-NH, S .
- NR e
CHO 0 >

Cavitands poly-
iminodithiocines

Figure 167 : Modifications structurelles des briques pour la formation de cavitands poly-
iminodithiocines et géométrie des macrocycles.

Réalisations : Aprés un rappel sur les travaux précédemment effectués dans le laboratoire mettant en
évidence les fonctionnalisations réalisées sur ces motifs. Nous avons donc tenté de poursuivre cette
étude spécifiquement par l'utilisation d’amines fonctionnalisées par des groupements hydrosolubles
(figure 168a). Enfin, nous avons synthétisé de nouveaux précurseurs pour la formation de
polydithiocines macrocycliques (figure 168b).

COOH HS
o)
[::(ﬁzzﬁfij /_4iibp_4lif_i HS SH
a) S b) SH Ox 0

Figure 168 : a) imino-1,5-dithiocines présentant une chaine latérale destinée a améliorer la solubilité
de I'objet en milieu aqueux b) structures de briques polyfonctionnelles étudiées comme précurseurs
de polydithiocines.
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Partie A : Etude bibliographigue - les Dithiocines et analogues

) Etudes des bases de Troger

1) Description et synthéses des bases de Troger

A) Présentation générale

Les composés appelés « bases de Troger » initialement décrits par Troger et coll sont étudiés
depuis la fin du XIX® siécle.’?* Elles sont composés d’au moins un cycle a 8 chainons comprenant deux
atomes d’azotes appelés diazocine. Les deux atomes d’azote de cette structure, en position 1 et 5, sont
reliés par un pont méthylene. Une base de Tréger n’est pas plane, comme montré sur I'exemple de llI-
A en figure 169 : la présence de groupements aromatiques de part et d’autre de la diazocine rend
I'édifice concave en forme de V.'?° Cette molécule de symétrie C; est chirale : les deux atomes d’azote
de cette molécule ne peuvent pas subir d’inversion de configuration. Parmi les stéréoisomeéres
possible, seul les énantiomeéres de IlI-A (R,R) et de IlI-A (S,S) peuvent étre formés (figure 169). Le
composé méso de lll-A (R,S) ne peut se former a cause du pont méthylene. Prélog a mis en évidence,
en 1944, |a possibilité de séparer sur colonne chirale ces énantiomeéres.'?® Wilcox et coll. ont confirmé
en 1986 les stéréodescripteurs assignés aux énantiomeéres a I'aide de la diffraction aux rayons X.1’
Enfin, Prelog a également prouvé que chaque énantiomére peut subir une racémisation en milieu
acide.

(R.R) (5.5)

Figure 169 : description des énantiomeres de la premiere base de Troger

La voie de synthese classique de ces composés est présentée a la figure 170. Une réaction de
condensation est effectuée entre deux équivalents d’aniline substituée, ici le 4-amino-1-
méthylbenzéne IlI-B, et un équivalent d’un précurseur de groupement méthylene, ici le 1,1-
diméthoxyéthane IlI-C, dans I'acide chlorhydrique concentré (ou dans I'acide trifluoroacétique).

NH,
J\ HCl(aq) N
+ —
o o7 \
l-C N
e IHI-A

Figure 170 : Synthése d’une base de Troger llI-A en milieu acide a partir du 4-amino-1-
méthylbenzene llI-B et du 1,1-diméthoxyéthane IlI-C.
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B) Analogues fonctionnalisés des bases de Troger
De maniére a obtenir une grande variété d’analogues fonctionnalisés des bases de Troger,
diverses stratégies sont décrites dans la littérature (figure 171). Il est ainsi possible de greffer des
substituants sur le carbone du pont ou sur les positions aromatiques. De rares fonctionnalisations sont
aussi décrites au niveau des azotes ou encore des carbones en alpha du cycle aromatique.

R

Qo oo oo

Figure 171 : diverses fonctionnalisations des bases de Troger

a) Fonctionnalisation/modification du pont méthyléne

La fonctionnalisation du pont méthyléne en plusieurs étapes a partir d’'une base de Troger llI-
A (figure 172). Dans une premiére étape, la rupture du pont méthylénique est induite par conversion
en dinitrosamine 111-D a 'aide de I'acide nitrique et de I'acide chlorhydrique.'?® Ensuite, le chlorure de
cuivre en milieu acide chlorhydrique réagit sur la dinitrosamine IlI-D dans le but d’obtenir la diazocine
llI-E. Enfin, la condensation d’aldéhyde ou de cétones sur la diazocine permet de former un nouveau
pont pour obtenir un analogue de la base de Troger fonctionnalisé IlI-F. Par cette méthode, ces
composés ont été synthétisés avec des rendements compris entre 52-92 % pour la derniére étape

selon les carbonyles utilisés.*>**3°

OoN H
/©®©/ HNO, HCI /m/ CuCl/HCI /@OQ/
N N

n-A n-b NO
-
0

H

N PN N

O == RO

N N
H

l-E N-F

Figure 172 : Séquence réactionnelle pour la conception de bases de Tréger fonctionnalisée sur le
pont méthylénique IlI-F

Des avancées plus récentes ont permis d’effectuer une fonctionnalisation en une étape a l'aide
du tétrachlorure de titane ou d’agents phosphorés tel que POCIs (figure 173).13! Les auteurs de ces
travaux ont montré qu'’il était possible de fonctionnaliser des bases de Troger a I'aide d’un large panel
d’aldéhydes et cétones, les rendements obtenus allant jusqu’a 68%. Par exemple, la conversion de llI-
A en llI-G s’effectue avec un rendement de 59%. Les mémes auteurs ont décrit une variante basée sur
les conditions de la réaction de Vilsmeier-Haack dans le but de fonctionnaliser le pont méthylénique
par des amines. La fonctionnalisation du pont par la diméthylamine a été conduite sur le substrat IlI-A
avec un rendement de 72% aprés 2h30 de réaction a température ambiante pour la formation de IlI-
H.132
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Ph

_ N
N 1,2-dichloroethane, N POCI; DMF
reflux, 14h 0°C a TA, 2-4h

-G r = 59% HHi-A lHI-H
= 72%

Figure 173 : Synthese d’analogues de base de Troger fonctionnalisés sur le pont méthylénique |

Enfin, plusieurs dérivés présentant des ponts éthyléniques fonctionnalisés ou non sont décrits
dans la littérature (figure 174). A partir d’'une base de Troger IlI-A, une réaction de substitution
nucléophile a l'aide du 1,2-dibromoéthane est effectuée formant l'intermédiaire ammonium
guaternaire llI-l. La présence de I'ion bromure mécanisme permet I'ouverture du bicycle IlI-J. Enfin, la
fermeture du pont est observée par départ du dibromométhane. Cette réaction est conduite dans le
DMF en présence de Li,CO3 a 105°C pendant 12 heures et permet I'obtention du produit IlI-K avec un
rendement de 76%.133 Ces diverses réactions sont donc trés intéressantes, car elles montrent la
possibilité d’ouvrir et de refermer le bicycle.

JoQoga o5 ~©&

i-A L -l III-J

Br

o () o gum—

Figure 174 : Mécanisme réactionnel pour la synthése d’analogue de bases de Troger présentant un
pont éthylénique.

b) Fonctionnalisation du cycle aromatique
Les diverses stratégies de fonctionnalisation sur les cycles aromatiques des bases de Troger
sont présentées en figure 175. Elles reposent sur les grandes classes de couplage pallado-catalysées.

La fonctionnalisation des noyaux aromatiques des bases de Troger passe principalement par
la formation d’un substrat dihalogéné IlI-M, qui subit des réactions de couplages a I'aide de complexe
de palladium. Le dérivé bromé IlI-M est formé avec un rendement de 63% a partir de la 4-bromoaniline
lll-L en présence de formaldéhyde a température ambiante dans le TFA et I'équivalent iodé est formé
avec un rendement de 41%.3* Divers produits issus de ces couplages sont présentés a la figure 175,
résultent de I'introduction de groupements aryle, alcyne, cyano ou amino sur les cycles aromatiques
(I-N, 11I-0 et 111-P).13>13¢ Bew et al. ont synthétisé des bases de Troger couplées a des acides aminés.
Par des calculs ab initio, les auteurs ont montré de fortes restrictions conformationnelles au sein de
ces édifices.’® D’autres références dans la littérature présentent a des analogues polyfonctionnalisés
sur les cycles aromatiques.!3®
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R = NH,,0Me, CO,CHj;,ClI

Figure 175 : Synthese de bases de Troger fonctionnalisées sur le cycle aromatique. Conditions
réactionnelles : a) Pd(PhCN),Cl,, Cul, P(*Bu)s, alcyne vrai. b) Pd[P(*Bu)s],, acide phénylboronique
substitué, CsF et c¢) pour le dérivé cyano : Pd(PPhs)s, Zn(CN),, Zn, 1,1-
bis(diphenylphosphino)ferrocene, DMA ; pour le dérivé amino : Pd;(dba)s, BINAP, NaOtBu, imine
benzophénone puis HCI.

2) Applications des bases de Troger
Les bases de Troger sont décrites dans la littérature pour leurs nombreuses applications,
notamment en catalyse asymétrique. Elles sont utilisées pour des réactions d’hydrogénation de

139 ou encore avec des métaux tels

carbonyle en présence de platine pour des réductions asymétriques
que liridium ou le rhodium pour des réactions d’hydrosilylation asymétriques d’alcynes.’ La chiralité
des bases de Troger et leurs géométries permettent lors de la catalyse asymétrique, d’augmenter les
exces énantiomériques obtenus a l'issue de ces réactions. Ces composés ont aussi été évalués pour la
ligation avec I’ADN. En effet, certains dérivés ont été décrits comme agents anticancéreux. lls sont
capables d’inhiber I'activité de la télomérase, enzyme surexprimée dans les cellules cancéreuses et
responsable de la conservation de la longueur des chromosomes lors de la réplication de ’ADN.}*!

Nous nous focaliserons sur les oligomeres qu’il est possible de former.

A) Oligomeéres de Bases de Troger et applications
Dolensky et al. ont synthétisé une nouvelle famille d’oligomere linéaire et cyclique de base de
Troger. Premierement, ils ont formé différents diméres de base de Troger de géométrie variable. Ces
structures montre que le choix de la position des substituants sur les cycles aromatiques sont
important pour générer une géométrie choisie (figure 176).1%? Les différentes géométries des cavités
de chacune de ces molécules hotes peuvent donc impacter sur leurs potentielles propriétés de
reconnaissance moléculaire de molécules invitées.
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Figure 176 : géométries des diméres de base de Troger décrit par Dolensky et al.

Ces auteurs ont aussi réussi a synthétiser des oligomeres linéaires et macrocycliques des bases
de Troger de grande taille (nombre d’unité > 4, figure 177). Les auteurs ont décrit des pinces
moléculaires ou des structures hélicoidales IlI-T a partir des oligomeres linéaires ainsi que des
macrocycles présentant 4 ou 6 motifs base de Tréger lI-R et 111-S.1*3 La structure hélicoidale ou cyclique
dépend a nouveau de la position des substituants sur le noyau aromatique initialement.

-
Byt

o e
CH,

b)

Figure 177 : a) Cyclotétramere et cyclohexamere de bases de Troger », b) Cyclohexameére linéaire de
base de Troger de géométrie hélicoidale.
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L’analyse apres diffraction aux rayons X a montré que le conformere syn-C de la base de Troger
Bis-BT de la figure 178 se comporte comme une pince moléculaire contrairement au composé anti-Z.
Des titrations de la Bis-BT par le nitrobenzéne ou par le tétracyanoéthyléne (TCNB) ont été menée en
spectroscopie UV. Le récepteur Bis-BT s’associe avec TCBN avec une constante de I'ordre de 1,0.10?
M pour la pince syn-C et de 9,0 M pour le composé anti-Z. Ces résultats montrent ainsi une
sélectivité pour la forme de pince. L’association de la forme syn avec TCNB a produit un complexe

violet plus intense par rapport au cas de la forme anti.1*®
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Figure 178 : étude spectroscopique de la complexation des conformeéres de Bis-BT avec
TCNB. a) syn Bis-BT, b) syn bisBT + TCNB, c) anti bis-BT et d) anti bis-BT + TCNB

B) Macrocycles mixtes incluant un motif base de Troger

Plusieurs dérivés des motifs classiques de la chimie supramoléculaires sont décrits dans la
littérature, appelés Trogerophanes. La figure suivante 179a présente un éther couronne comportant
un motif base de Troger llI-U. Ils sont synthétisés en plusieurs étapes : d’abord formation de la chaine
polyethyleneglycol entre les deux groupements aromatiques, puis formation du motif base de Troger.
Pour n =0, le rendement de la synthése du macrocycle est de 46% et pour n =1, il est de 34%.* Pour
n =0, la taille de la chaine est optimale ne pas observer de repliement dans la structure, contrairement
au cas n =1 ou la chaine est trop étendue. Le cyclophane llI-V présenté en figure 179b présente deux
unités « base de Troger » et a été isolé avec un rendement de 45%.1% Néanmoins, pour ces deux
familles de macrocycles, la cavité est d’'un diamétre inférieur 3 6 A: ces potentiels récepteurs
possédent donc une cavité de faible volume et une structure trop rigide pour un ajustement induit
permettant la reconnaissance moléculaire de petits composés organiques par inclusion.

o B
LA R

RPENE

a) 1i-U b) n-v

Figure 179 : a) Ether couronne couplé a une base de Troger, b) cyclophanes de base de Troger

Arribas et al. ont isolé un métallo-macrocycle IlI-W présentant dans sa structure un motif type
« base de Troger » (figure 180).24¢ Le complexe hétérochiral a été obtenu avec un rendement de 66%
sous forme diastéréoisomériquement pur et constitue I'un des rares cas d’auto-discrimination
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diastéréosélective. Les auteurs ont décrit ce macrocycle comme une sonde fluorescente pour le
fulleréne.

n-w

Figure 180 : Structure du métallo-macrocycle de platine comprenant deux motifs bases de Troger llI-
W. Les atomes d’azotes sont représentés en bleu et le platine en vert. Les contre-anions
trifluoacétate ont été omis pour plus de clarté.

L'incorporation de bases de Troger dans des assemblages hydrosolubles a également été
décrite dans la littérature. Les trois macrocycles de la figure 181 ont été présentés comme des hétes
chiraux pour de petites molécules organiques. En effet, le macrocycle llI-X est soluble en solution
aqueuse grace aux fonctions ammoniums secondaires des espaceurs aliphatiques. Une constante
d’association de 3,3.10> M a été mesurée dans I'eau deutérée (en tampon DCI-KCI 0,1 M a pD = 1,9)
lors de la complexation de I'acide paratoluénesulfonique par ce macrocycle.’® Le récepteur llI-Y
présente des groupements carboxylates permettant de complexer des dérivés du cyclohexanol tel que
le menthol, le (-)-menthol (Kf = 2,5.103 M) et le (+)-menthol (Kf = 2,0.10% M™).2* Enfin, le cavitand Ill-
Z incorporant dans sa structure des groupements imidazoles pour améliorer la solubilité dans I'eau se
lie avec divers phosphates avec des constantes d’association de I'ordre de 102 M1.24°
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Figure 181 : structures macrocycliques hydrosolubles présentant des motifs « base de Troger »

Ces cavitands incorporant des motifs de type base de Troger ont donc, d’apres la littérature,
de nombreuses applications en chimie supramoléculaire dans la littérature. Dans le cadre de nos
travaux, nous recherchons a concevoir des cavitands par chimie combinatoire dynamique a I'aide de
briques de type thiophénol.
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ll)  Lesimino-1,5-dithiocines : nouveaux analogues des bases de
Troger

1) Présentation générale des dithiocines

A) Définition et analyse structurelle

Les imino-1,5-dithiocines sont des dérivés soufrés de structures comparables aux bases de
Troger. Une dithiocine est constituée d’un cycle a 8 chainons contenant deux atomes de soufre et une
ou plusieurs insaturations. La figure 182 présente la variété de dithiocines évoquée dans la littérature :
ony distingue les 1,2 dithiocines II-AA synthétisées incorporant un pont disulfure par rapport aux 1,3-
dithiocine II-AB ou 1,5-dithiocines (lI-AC, II-AD et II-AE), les numéros dans la nomenclature indiquant
la position des atomes de deux soufres dans la structure.®**! Les imino-1,5-dithiocines présentent
une structure similaire aux bases de Troger en forme de V avec deux cycles aromatiques quasi
perpendiculaires. Cette caractéristique se retrouve aussi dans les époxy-1,5-dithiocines IlI-AC. Ces
dernieres ne peuvent cependant pas étre fonctionnalisées sur le pont di a la présence d'un

oxygene. 152153

O ><H Ph

III-AA lli-AB III-AC Il-AD I-AE

Figure 182 : présentation de diverses dithiocines

Dans la suite de ce manuscrit, seules les imino-1,5-dithiocines seront étudiées et plus
particulierement des iminodibenzo-1,5-dithiocines similaire a IlI-AE. La structure cristallographie de la
6H,12H-6,12-epiminodibenzo[b,f][1,5]dithiocine IlI-AF est présente a la figure 183.>* La structure
posseéde deux carbones asymétriques et seuls les deux énantiomeres (R,R) et (S5,S) peuvent étre
observés, du fait de la présence du pont azoté qui interdit la formation du diastéréoisoméres méso
(S,R). Les dithiocines sont parfois obtenues de fagon inattendue comme sous-produit de réaction,
comme par exemple lors de réactions multicomposantes de synthese de 1,3-benzothiazine-2-

thiones.'>®

Figure 183 : structure cristallographique de la dithiocine IlI-AF
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B) Synthese d’imino-1,5-dithiocines et mécanisme
Les différentes voies d’acces aux imino-1,5-dithiocine sont présentées sur la figure 184.

0
| R
R'= CHs (r = 64%)
s
li-AH
Voie A | & NHa(iq)
Et,O
R Voie B
| s ' OI
+ NH,OAc EtOH, reflux R"N EtOH/Et,O . RN
HS _ Voie D R’ reflux 2
= 89% ole S
maL - 89%) I-AG HS lHI-AJ
R li-Al
1) n-BuLi, TMEDA, hexane R" = n-Bu (r = 90%)
, 2)R-CN R" = p-CH30CgHs (1 = 97%)
Voie C
ote 3) NH,CI
SH
R = C6H5 (r = 80%)
R = p-CH30C6H5 (r = 63%)
-AK

Figure 184 : différentes voies de synthése de dithiocines.

La voie A est présente la synthese décrite par Gol’dfarb et coll. qui fut la premiére synthese
historique conduisant aux imino-1,5-dithiocine 1lI-AG publiée en 1966.%® [’action du sodium dans
I'ammoniaque liquide sur le 2-methylmercaptobenzaldehyde IlI-AH permet sa conversion en
dithiocine. La voie B présente la réaction entre le 2-mercaptobenzaldehyde llI-Al avec différentes
amines IlI-AJ, inspiré des découvertes de Corrigan et coll. Ces auteurs ont identifié la formation de
dithiocines de fagon inattendue lors de la formation de complexe métallique avec de I'acétate de
cobalt et de 2-mercaptobenzaldimines N-substitué.’®” D’excellents rendements sont obtenus sans
cobalt par cette voie de synthése, qui donnent accés a des imino-1,5-dithiocines fonctionnalisées sur
I'amine du pont. La voie C présente une séquence réactionnelle en 3 étapes a partir du thiophénol llI-
AK.»>8 Cette classe de réaction permet de fonctionnaliser les atomes de carbone du cycle & huit
chainons de la dithiocine avec des rendements allant jusqu’a 80%. Enfin, la voie de synthese D a été
présentée avec des réactifs simples, éco-compatible en condition relativement douce. Initialement elle
a été effectuée dans le nitrométhane pour étre ensuite substitué par I'éthanol. La mise en contact du
2-mercaptobenzaldehyde IlI-AL en présence d’acétate d’ammonium a reflux permet d’accéder a
I'iminodithiocine associée avec un rendement de 71%.** Une optimisation du solvant a été effectuée
et le rendement de la réaction s’éleve a 89% dans I’éthanol en présence de 1,1 équivalent d’acétate
d’ammonium.’® Il s’agit de conditions relativement douces et le sous-produit formé est une molécule
d’eau. On a ainsi une chimie qui s’apparent a la chimie click. Les amines sont facilement accessibles,
mais les composés de type mercaptobenzaldéhyde sont rarement commerciaux.

Plusieurs mécanismes ont été proposés a partir des données expérimentales. Pour la voie D,
le mécanisme généralement admis est représenté a la figure 185.* Une catalyse acide permet une
activation électrophile de I'aldéhyde du substrat qui est ici le 2-mercaptobenzaldéhyde IlI-AL. Une
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premiere séquence de condensation permet la conversion de 'aldéhyde en iminium IlI-AM. Une
seconde molécule de substrat IlI-AL peut ainsi réagir par une attaque du thiol nucléophile sur I'iminium
électrophile pour créer 'intermédiaire IlI-AN avec une premiére liaison carbone-soufre. Aprés une
étape de prototropie, I'azote de la fonction hémithioaminal de IlI-AO est un assez bon nucléophile
pour attaquer le second aldéhyde activé, permettant de former le futur pont azoté entre les atomes
de carbones (llI-AP). Enfin, une nouvelle prototropie intervient, pour menant a une nouvelle fonction
imine sur I'intermédiaire II-AQ. Le carbone électrophile de I'imine est attaqué par le deuxiéme atome
de soufre pour former, apreés libération du catalyseur acide, la dithiocine souhaitée IlI-AG.

\/\
Of\o H* ©f\9 AcONH
SH SH \QHzm \
-2

-AcO”
I-AL
III-AM
/o
R L TI-AL
NI
. s ____ Hs S — ©\)\s
« +
Al N ~OH SH 5/ HD
N™ "OH, rRHY i
L I1I-AN
lI-AP I-AO

H .,
S S
+ +
S -H S
NO

R N-AG
n-AQ

Figure 185 : mécanisme proposé pour la synthése de IlI-AG par la voie D de la figure 184.1°

2) Fonctionnalisation de dithiocines

A) Fonctionnalisation du pont azoté

De maniére a augmenter la diversité des structures qu’il est possible d’obtenir avec les
dithiocines, plusieurs types de fonctionnalisation ont été entreprises en inspirant des méthodes
synthétiques développées sur les bases de Troger. Une source de diversité fonctionnelle peut provenir
du choix de I'amine engagée pour former la dithiocine IlI-AR (figure 186). Plusieurs amines
monoalkylées ont été utilisées par Still et al. pour synthétiser des dithiocines fonctionnalisées. Ces
réactions ont été effectuées dans I'éthanol et I'acide acétique a reflux avec des rendements compris
entre 71 et 88%.%>°
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0 S

-~ R"-NH,
SH - NRII
AcOH, EtOH, reflux

S
1I-AL 1I-AR
Groupement R” Rendement
CH,CH,CgHs 84%
CH,CH(CHs), 83%
C(CH)s 87%
CeHs 75%
CH,CH,0H 88%
CH(COztBU)CH2CH(CH3)2 71%

Figure 186 : synthése de dithiocine N-fonctionnalisée

Les acides a-aminés présente une réactivité particuliere illustrée a la figure 187. Lors de la
condensation du 2-mercaptobenzaldéhyde IlI-AL avec la L-leucine, la dithiocine IlI-AT associée n’est
pas celle attendue. Les auteurs observent une réaction de décarboxylation conduisant a la dithiocine
II-AS. Ce phénomene a également été observé avec la phénylalanine. Ces exemples montrent une
limitation pour I'obtention de dithiocines N-a-substituées par des groupements acides carboxyliques.

o \(\(COOH
o’
HOO
SH N S O
AcOH, EtOH, reflux ©\E + '; ‘O

r=68% S S
Il-AL l-AS AT

Figure 187 : formation de dithiocine avec réaction de décarboxylation.

Une stratégie alternative est de la post-fonctionnalisation, explorée par ces mémes auteurs.*®°

La réaction avec des chlorures d’acyles n’est a priori pas efficace, puisqu’aucune conversion de la
dithiocine de départ n’a été observée. Une méthode de choix, utilise le chloroformate de méthyle avec
le carbonate de césium a reflux, et permet d’obtention la dithiocine attendue IlI-AU a partir de la
dithiocine IlI-AF avec un rendement de 67% (figure 188).

o HaCO._O
S CI)J\OCH3 Cs,CO4 S
o~ s
III-AF renie l-AU

Figure 188 : Post-fonctionnalisation des dithiocines
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Ces résultats montrent qu’il est possible de fonctionnaliser les dithiocines, mais aucune
réaction d’échange de I'amine, comme celle décrite en figure 189, n’a été observée. Jusqu’ici. Aucune
preuve de la réversibilité de la formation de dithiocine n’est ainsi décrite dans la littérature.

S o S
@Qim + R—NH; ------- - R'N7j© + R-NH,

S S

Figure 189 : Principe de la réaction d’échange de I'amine

B) Fonctionnalisation des noyaux aromatiques
La voie de synthése A présentée précédemment a la figure 184 montre qu’il est possible de
synthétiser des dithiocines portant des groupes fonctionnels sur le cycle aromatique, comme cela est
le cas pour les bases de Troger. Aucun exemple de post-fonctionnalisation n’a été cependant décrit.
En effet, seules deux dithiocines (llI-AE et IlI-AV) sont synthétisées avec d’excellents rendements par
une stratégie de pré-fonctionnalisation (figure 190).7°° De hombreux dérivés peuvent étre envisagés
pour compléter la diversité de structures accessibles pour cette famille de composé.

SBu
S S
S S

t
I1-AE I-AV SBu
(r=91%) (r = 90%)

Figure 190 : Dithiocines fonctionnalisées sur le cycle aromatique

Enfin, ces mémes auteurs ont aussi décrit des assemblages présentant une cavité plus
importante par utilisation de substrats dérivés du naphtalene. Ces structures présentées en figure 191
sont obtenues avec d’excellents rendements (1II-AW, IlI-AX et 1lI-AY).

oo SRS S,

H-AW -AX -AY
(r=96%) (r=94%) (r=92%)

Figure 191 : Dithiocines dinaphtalenes.

En conclusion de cette étude bibliographique, nous avons vu dans un premier temps les bases
de Troger, molécules chirales fonctionnalisées utilisées en reconnaissance moléculaire, ou encore pour
leurs propriétés catalytiques ou médicinales. Des analogues soufrés de ces molécules appelés imino-
1,5-dithiocines sont de bons candidats a des applications similaires. Des exemples fonctionnalisations
des dithiocines ont été décrits, mais aucune des dithiocines résultantes ne présente des groupements
hydrosolubles. Aucune preuve de la réversibilité de la formation des liaisons de I'iminodithiocine n’a
été démontré, ou d'un simple échange du pont azoté. Enfin, aucun macrocycle contenant des
dithiocines n’a été reportés a ce jour, contrairement aux bases de Troger.
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Partie B : Vers de nouvelles structures dérivés des dithiocines

1) Cadre de I'étude

1) Mise en évidence des dithiocines dans le laboratoire

Dans le laboratoire, la premiere synthese de dithiocine a été effectuée de facon inattendue.
En effet, 'un des objectifs du laboratoire est de synthétiser des briques 1,4-dithiophénol
fonctionnalisées pour I'auto-assemblage de macrocycles a I'aide de liaisons covalentes réversibles.
Lors de I'imination de la brique 62 en 63, la réaction de condensation a conduit a un mélange de
produits. L’analyse par spectroscopie de masse a montré la présence de I'imine 63 attendue ainsi qu’un
sous-produit inattendu 64 présentant un motif type imino-1,5-dithiocine (figure 192).

N
HS Z
63

HS No /\/\NHZ
O >
SH Toluéne, 24 h

62 Dean-stark S

64
Figure 192 : Mise en évidence de la synthese d’une dithiocine par réaction de condensation.

2) Travaux antérieurs effectués dans le laboratoire

Le Dr. Jeamet a travaillé dans I'équipe sur le développement d’imino-1,5-dithiocines
fonctionnalisées. Trois nouvelles dithiocines ont été obtenues lors de ce travail et sont présentées en
figure 193. Elles ont été synthétisées a I'aide d’un substrat aromatique monosubstitué, en présence
d’acétate d’ammonium dans I'éthanol a reflux en condition anaérobie. La dithiocine 65 montre la
compatibilité du groupement nitro avec les conditions réactionnelles, et le dithiocines 66 et 67 montre
la compatibilité du groupement « o-méthoxy ». Les rendements sont compris entre 19 et 61% et ces
résultats montrent I'influence de la position aromatique d’un groupement électrodonneur sur la
réactivité.

S N02 S OMe MeO S
/@E /CQ-IK 4
O2N S MeO s S OMe
65 66 67

(r=61%) (r = 58%) (r=19%)
Figure 193 : dithiocines fonctionnalisées sur les positions aromatiques (synthétisée par Dr. Jeamet).

De nouvelles dithiocines ont également été synthétisées par le Dr. Jeamet a partir de
différentes amines porteuses de groupements fonctionnels (figure 194). La dithiocine 68 a été
synthétisée avec un rendement satisfaisant de 57% tandis que pour les dithiocines 69, 70, 71 et 72 les
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rendements sont compris entre 30 et 40%. Les dithiocines 68, 69 et 70 ont été synthétisées dans
I’éthanol a reflux en présence d’acide éthanoique. La synthese de la dithiocine 71, a partir de la glycine,
donne lieu a une réaction de décarboxylation comme décrite dans la partie bibliographique. Enfin, la
synthése de la dithiocine 72 a I'aide d’un dipeptide du d’acide glutamique (L-Glu-L-Glu-OH) est décrite
dans un mélange 75/25 DMF/eau (tampon acétate de sodium) compte tenu de la solubilité des réactifs.
La synthése de cette dithiocine montre la compatibilité des conditions réactionnelles avec des
groupements acides carboxyliques. Des structures hydrosolubles sont alors envisageables.

OPr

S @@SN 5@@

ZT

S
68 69 70
(r = 57%) (r = 32%) (r = 39%)

l

71
(r=37%) (r = 6%)

Figure 194 : Dithiocines avec des amines fonctionnalisées synthétisées par Dr. Jeamet.

Enfin, des structures plus complexes ont été isolées, comme des « calixarene-dithioicines » 73
ou encore de structures de type bis-« dithiocine » 74 présentées a la figure 195. Il semble donc a priori
envisageable de synthétiser des polydithiocines.

S S S
S S S
73 74

Figure 195 : Edifices présentant des motifs iminodithiocines isolés par Dr. Jeamet : 73 — Calix[4]arene
tétra-iminodithiocine et 74 — bis-iminodithiocine.
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3) Obijectifs
A la suite de ces travaux, plusieurs livrables vers la synthése de polydithiocines par auto-
assemblage ont été identifiés :

- Etudier la réversibilité de la formation des dithiocines

- ldentifier les précurseurs permettant d’obtenir des dithiocines hydrosolubles.

- Développer de nouveaux macrocycles basés exclusivement ou en partie sur des motifs
dithiocines. L’objectif ici sera d’avoir acces a des macrocycles avec des cavités de type ovoide
contrairement aux cavités parallélépipédiques des dyn[4]arenes.

- Etudier leurs propriétés de reconnaissance moléculaire.

Il)  Synthese de nouvelles dithiocines hydrosolubles

1) Synthese du précurseur thiolé
La brique 75 a été de nouveau synthétisée dans le but d’étre assemblée avec des amines
porteuses de groupements hydrophiles et ainsi obtenir des (poly)dithiocines hydrosolubles. Ces objets
pourront également étre substrats de réactions d’échange. Deux approches ont été testées.

La premiere voie réactionnelle est une séquence de trois étapes permettant la conversion du
thiol en thiophénol comme évoquée en introduction (figure 196). Ainsi, en partant du 2-
hydroxybenzaldéhyde 76, une réaction de carbamatation a l'aide du chlorure de N,N-
diméthylcarbamoyl en milieu basique dans le DMA est effectuée. Le composé 77 est obtenu avec un
excellent rendement de 95%. Un réarrangement de Newman-Kwart a 200°C dans le diphényléther
permet ensuite la transformation du composé présentant une fonction O-thiocarbamate 77 en
fonction S-thiocarbamate 78. La présence de groupement aldéhyde électroattracteur favorise le
réarrangement de Newman-Kwart ce qui permet d’abaisser la température de réaction. Enfin, une
hydrolyse basique méne a la brique souhaitée 75 avec un rendement de 75%. Le rendement global de
cette synthese s’éleve a 55% pour 3 étapes.

X
_0 Cl” “NMe, _0O I _0 I
OH DABCO Ou_N_ SN
DMA, 25°C, 12h \[sr Ph,0, 200°C, 2h \éf
76 r=95% 77 r=77% 78
I KOH (1,3M)
S N\ SH
A EtOH/H,O (1/1)
o Reflux, 4h
8 r= 75% 75

Figure 196 : premiere voie de synthése du 2-mercaptobenzaldehyde 75

La seconde voie de synthese s’effectue en une étape (figure 197) d’ortholithiation a I'aide du
Buli et du TMEDA a partir du thiophénol 79.%>* La 1-formylpiperidine est ensuite ajouté comme agent
formylant. Le rendement de cette synthese est de 44% et est donc légerement inférieur a celui de la
stratégie précédente, mais requiert uniguement une étape de synthese.

——

153

'



1) TMEDA, Hexane, TA, 30 min (0]

SH 2) n-BuLi, TA, 17 h
O - SH
3) 1-formylpiperidine, TA, 21 h
79
r=44% 75

Figure 197 : Synthese du 2-mercaptobenzaldehyde 75 par ortholithiation-formylation de 79

2) Synthese d’amine hydrophile
Les amines utilisées jusqu’ici pour la synthese de dithiocines ont principalement été des
amines commerciales. L'amine 82, non commercial, a été synthétisée en suivant la procédure de la

littérature.1®! Cette amine présente 3 groupements acides carboxyliques, renforcant I’hydrosolubilité
(Figure 198).

COOH
40% KOH /=N (
OH ° 0 0
1<2 OH /\\\N < 0 HCI concentré < O—\_
HN—"—/ H,N =\ H,N COOH
3( Eau-dioxane ( 100°C, 24h (
OH TA, 24h 0\ O
= 33% =" =909 &
r= o r=90 % COOH
80 81 82

Figure 198 : Synthese de I'amine 82

Le 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol 80 est éthérifié par I'acrylonitrile en présence
de potasse dans un mélange eau : dioxane (1:1) menant au composé 81 avec un rendement de 33%.
Ensuite, une solution concentrée d’acide chlorhydrique a reflux permet I’'hydrolyse des groupements
nitriles en groupements acides carboxyliques. La molécule 82 est ainsi obtenue avec un rendement de
90% pour un rendement global de 30%.

3) Synthese de dithiocine fonctionnalisée
La synthese de nouvelles dithiocines fonctionnalisées ont été envisagée a partir de deux
équivalents de 2-mercaptobenzaldéhyde 75 et d’un équivalent d’amine. Les diverses expériences sont
résumées dans la figure 199.

La dithiocine 85 a été synthétisée a partir du 2-mercaptobenzaldéhyde 75 et de 'acétate
d’ammonium 83 avec un rendement de 84%.1%* Cette dithiocine n’est cependant pas soluble dans
I’eau. Dans le but de concevoir des dithiocines hydrosolubles, des amines présentant des fonctions
acides carboxyliques ont été utilisées comme réactifs : il s’agit des dithiocines 86 et 87 présentées a la
figure 199. La condensation du GABA 11 avec le 2-mercaptobenzaldéhyde 75 en présence d’un
équivalent d’acide acétique a permis la synthese de la dithiocine 86 avec un rendement de 72%. Enfin,
avec I'amine 82, la dithiocine attendue 87 n’a pas été obtenue. L’analyse du brut réactionnel en RMN
et en spectrométrie de masse indique la formation d’une autre espéce : sa structure n’a cependant
pas été encore élucidée. Le spectre RMN montre la disparition de I'aldéhyde, la présence de signaux
aromatique ainsi qu’une modification des déplacements chimiques des protons de 82.
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réactionnelles
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Figure 199 : Synthese de dithiocines fonctionnalisées sur 'amine.

4) Etude de I’échange de I'amine sur les dithiocines

SH

S
85

HoN._~_COOH
11

EtOH:CH,ClI, (4 :1)
AcOH, reflux, 24h

r=56%

Figure 200 : Réaction d’échange du pont azoté.

COOH

Nous avons voulu déterminer si I'échange du pont azoté était réalisable ou non. Pour cela, une
réaction d’échange a été étudiée a partir de la dithiocine 85 en présence de I'amine 11 pour former 86
(figure 200). 85 a été solubilisé dans un mélange éthanol-dichlorométhane et chauffé a reflux pendant

24 heures en présence du GABA 11. Aprés 24 heures, le composé 86 est isolé avec un rendement de

56%, qui est inférieur au rendement obtenu lors de la synthése a partir du 2-mercaptobenzaldéhyde

75. Le spectre RMN correspondant aux sous-produits ne présente pas de trace de 85, et s’apparente a
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des produits de dégradation thermique. Néanmoins, ce résultat montre qu’il est possible, en partant
d’une dithiocine déja formée d’échanger I'amine pontante. Pour interpréter cette réaction, nous
proposons un mécanisme d’ouverture du pont en milieu acide, présenté en figure 201. Dans le but de
pouvoir allier synthese de dithiocines et chimie combinatoire dynamique, il faudrait s’assurer dans un
premier temps du caractere réversible de cet échange.

®R
HoN

S o o RNH, S
HN — H,N —
S S S
85 HoN
H Prototropie
R
HNI
S S
OO = 0 =
S -H S - NH3 S &
86 H3N

Figure 201 : proposition de mécanisme pour la réaction d’échange de I'amine

I11)  Synthese des précurseurs de polydithiocines

L’objectif principal de cette partie est donc de synthétiser des nouveaux précurseurs de
polydithiocines.

1) Précurseurs de polydithiocines macrocycliques
A) Synthese de dithiophénol diformylés
La figure 202 présente les briques 1,4-dithiophénol 62 et 1,3-dithiophénol envisagées 88 pour
la conception de polydithiocines macrocycliques.
O
HS Z HS SH
62 88

Figure 202 : Structure des précurseurs 62 et 88 de polydithiocines.

Pr. Leclaire a modélisé les structures oligomériques qu’il était a priori possible d’obtenir a
I'issue de I'assemblage des briques 62 et 88 avec I'acétate d’'ammonium 83. Ces modélisations sont
présentées en figure 203. La figure 203a représente I'assemblage issu de la brique 62 avec 83. Cette
brique semble conduire a une structure hélicoidale due a l'orientation des groupements rigides dans
les monomeres. La figure 203b présente la structure issue la réaction entre la brique 88 et 83 qui est
un homocyclohexamere. Enfin la figure 203c présente la structure issue de la réaction entre les briques
62, 88 et 83: la structure résultante est un hétérocyclotetramere alterné. On remarque sur ce
macrocycle une alternance des briques 62 et 88 dans la structure. Ainsi, les macrocycles étudiés
semblent posséder une cavité de géométrie ovoide, différente de celles des dynarenes. De plus,
contrairement aux dynarénes, ces macrocycliques présenteraient des substituants équatoriaux, et non
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axiaux contrairement aux dynarénes. Ces objets sont un exemple parmi le champ de possibilité pour
lesquels aucune contrainte ou défaut géométrique n’est détecté.

a)

Figure 203 : Modélisation effectuée sur Spartan par Pr. Leclaire des différentes polydithiocines
synthétisables a partir des briques 62 et 88. (Calcul semi-empirique AM1 en phase gaz).

Ainsi, les briques 62 et 88 sont de bons candidats pour la synthése de polydithiocines. La brique
62 a déja été décrite par le Dr. Dumartin dans le laboratoire. Nous nous sommes donc focalisés sur la
brique 88. Une analyse rétrosynthétique est proposée a la figure 204. La stratégie adoptée consiste,
en partant du 1,3-résorcinol 89, a formyler le cycle aromatique en position 4 et 6 pour obtenir 93.
Ensuite, la stratégie habituelle de conversion des phénols en thiophénol doit étre appliquée pour
obtenir la brique souhaitée 88.

HS SH HO OH HO OH
p— p—
Ox _0 Ox _0
88 93 89

Figure 204 : analyse rétrosynthétique pour la synthése de la brique 88

La séquence réactionnelle de synthéese de la brique 88 a partir de la brique 89 est présentée a
la figure 205.
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Figure 205 : 88 Conversion du 1,3-résorcinol 89 en 88

La conversion de 89 a 93 avait déja été décrite dans la littérature.'®? Cette premiére étape de
la synthese consiste a méthyler les groupements phénols du résorcinol 89. Le 1,3-dimethoxybenzéne
90 est obtenu avec un rendement de 80%. Ensuite, une réaction de dibromation aromatique est
effectuée a I'aide du dibrome Br,. La régiosélectivité de cette réaction conduit au composé 91 avec
excellent rendement de 93%. Ensuite, la réaction de formylation du composé 91 en 92 a été effectuée.
Le DMF testé comme agent formylant n’a pas permis I'observation du composé 92, mais ré-obtention
du composé 90 : la lithiation semble avoir lieu, mais pas la formylation (I'intermédiaire dilithié a été
hydrolysé). Le N-méthylformanilide s’avere étre un meilleur agent formylant et a permis la synthese
de 92 avec un excellent rendement de 92%. La réaction de déprotection des groupements protecteurs
des phénols. Une premiére série de conditions réactionnelles a été testée a I'aide du tribromure de
bore BBrs. Malgré une tentative d’optimisation de la température et du temps de réaction, le produit
93 n’a pas été observé : on observe en spectrométrie de masse le produit monoprotégé et/ou des
produits de dégradation. Les conditions décrites dans la littérature ont finalement été appliquées :
apres 1 heure a reflux dans le nitrobenzene en présence du trichlorure d’aluminium AlCl;, 93 a été
obtenu avec un rendement de 34%.%%® La conversion de 93 en 88 n’a pas été décrite dans la littérature.
93 est converti en 94 par une réaction de carbamatation avec un rendement de 91%. La réaction la
plus délicate de cette synthéese est le réarrangement de Newman-Kwart. En effet, la conversion de 94
en 95 a été tentée par voie thermique dans le diphényléther a 200°C dans un premier temps. Seuls des
produits de dégradation thermique ont été observés ainsi que des traces du réactif. Lors de la synthese
de la brique 62, seule I'activation par micro-ondes s’est avérée étre efficace pour permettre le
réarrangement de Newman Kwart. Parmi les conditions testées, un chauffage a 210°C pendant 9
minutes a conduit au meilleur rendement (18%). Cette faible valeur s’explique par la présence de sous-
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produits (réactif, produits de conversion partielle et produits de dégradation thermique). Enfin,
I’hydrolyse basique des fonctions S-thiocarbamate de 95 a été effectuée a I'aide de I’hydroxyde de
potassium afin d’obtenir la brique 88 avec un rendement de 72%. Le rendement global de cette
synthese est de 2,7% pour 7 étapes de synthese.

B) Applications
a) Applications pour I'élaboration de dérivés des dynarénes

Dans un premier temps, des tentatives de synthese d’oligomérisation de la brique 1,3-
dithiophénol 88 en dynarene ont été entreprises. La brique 88 peut étre solubilisée en milieu aqueux
a un pH supérieur a 6,2. Différentes chimiotheques ont été générées a pH = 7,4 avec les briques 4, 60
et 5 utilisées dans les chapitres précédents. Les conditions réactionnelles et I'identité des espéces
détectées par spectrométrie de masse apres 72 heures d’incubation sont résumées au tableau 21 et a
la figure 206. Aucune quantification n’a été effectuée : de maniere a obtenir une quantification, ces
manipulations doivent étre a nouveau entreprise en HPLC.

Espéces identifiées apres 72 heures d’incubation
Précurseur de la chimiothéque en milieux agueux aérobie. Spectrométrie : ESI
(+) ou ESI (-).
HS SH Identification de I'espéce 88 n’ayant pas réagi
88
COOH
SH
= X Identification des especes : 88, 96, 4; et 4,.
HS SH COOH
88 4
COOH
SH Identification des espéces : 88, 97,98, 99, 60; et
Owo HS 604
HS SH COOH
88 60
COOH
o7 <o SH
Identification des espéeces : 88 53 54
HS SH HS
88 5

Tableau 21 : Chimiotheques effectuées a I'aide de la brique 88

- Une premiére chimiothéque contenant la brique 88 seule a été effectuée. Seule cette brique
88 est détectée a 72 heures ce qui laisse supposer une cinétique d’oxydation tres lente.

- Face a cette inertie, une seconde chimiothéque a été générée a partir des briques 88 et la
brique 4. Seul un hétérotrimere mixte 96 (ou 4,88;) a été identifié. On remarque aussi la
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formation des dynarénes 4; et 44 que nous avions étudiés dans le premier chapitre et encore
du monomeére 88 en solution.

- Une troisieme chimiothéque a été étudiée entre la brique 89 et la brique 60. De nombreuses
especes mixtes ont été identifiées dont un hétérodimere 97 (ou 60:881), un hétérotétramere
98 (ou 60:88;), ainsi qu’'un hétérotétrameére 99 (ou 60388;). L’homotrimére 60; et
I’'hnomotétramere 604 ont aussi été identifiés.

- Une quatrieme chimiothéque mettant en jeu la brique 5 et la brique 88. Dans ce cas, aucune
espece mixte n'a été identifiée, seul le trimere 53, le tétramere 54 et la brique 88 n’ayant pas
réagi sont observés en solution aprés 72 heures, suggérant un phénomene de discrimination
spontanée (« self-sorting »).

Ainsi, I’étude de ces diverses chimiotheques révele a priori une faible réactivité de la brique 88
seule vis-a-vis de I'oxydation aérobie et indique la possibilité de générer des hétérodynarénes a I'aide
de briques p-dihtiophénols ortho substituée. Ces macrocycles possédent en particulier des fonctions
aldéhydes qui peuvent faire I'objet de post-fonctionnalisation avec des partenaires solubles ou
supportés.

HOOC

S CooH HOOC /—f;:j}—\
Hooc—ﬁ;:j;—COOH /—{;:j;—\ COOH
s

HOOC/ \S COOH / .
L e %

COOH

HOOC

L

COOH COOH
HOOC ::j
HOOT coon HOOC
n
COOH
99

Figure 206 : Représentation des cyclophanes détectés dans des chimiotheques préparées selon les
conditions décrites au tableau 21.

b) Applications pour I'élaboration polydithiocine
Le second objectif synthétique visé a partir de la brique 88 a été de synthétiser des
polydihtiocines 100 (figure 207). Un équivalent de brique 88 et un équivalent d’acétate d’ammonium
ont été mélangés dans I’éthanol a reflux. Plusieurs espéeces sont présentes apres 24 heures de réactions
d’aprés le spectre RMN !H, sur lequel on identifie des signaux correspondant a des protons
d’aldéhydes, mais aussi des signaux dans la région 5-5,5 ppm correspondant aux protons des fonctions
hémithioaminal. L'analyse en spectrométrie de masse montre la présence de deux especes : il s’agit
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des espéeces 101 et 102 dont seuls deux isoméres sont représentés en figure 208. L'hétérotétramere
101 présente deux motifs dithiocines et deux ponts disulfures, I’'hétéropentamére 102 est constitué
de trois motifs dithiocines et deux ponts disulfures.

CX e e S
------------------ E NH
HS SH EtOH, Reflux, 24h s

n
88 100

Figure 207 : Conditions opératoires pour la synthése de polydithiocines

La présence de ponts disulfures indique qu’une exposition a I'oxygéne a di avoir lieu.
Néanmoins, la formation de nouveaux macrocycles présentant des motifs dithiocines est
encourageante. Dans le cas de la structure 102, un motif bis-dithiocine est produit. Ces résultats
expérimentaux indiquent a priori que les cinétiques des réactions de formation des motifs dithiocines
et des ponts disulfures sont comparables.

Figure 208 : structures des macrocycles identifiés présentant des dithiocines et disulfures

Dans l'optique de valoriser ces structures combinant deux classes de liaisons formées
spontanément en milieu aqueux, nous avons synthétisé des analogues de la brique 88 équipés d’un
seul groupement aldéhyde.

2) Précurseurs de poly-dithiocines disulfures
Dans le but de synthétiser de nouveaux macrocycles présentant des motifs dithiocines et

disulfure, deux nouveaux précurseurs ont été envisagés. Il s’agit des briques 103 et 104 de la figure
209. La brique 103 est un para-dithiophénol alors que la brique 104 est un méta-dithiophénol.

SH HS SH
/©;o @//0
HS &
103 104

Figure 209 : structures des précurseurs 103 et 104.

——

161

'



La synthése de la brique de type 1,4-dtihiophénol 103 se déroule en 4 étapes a partir du 2-
hydroxy-5-methoxybenzaldehyde 105 (figure 210). Le composé 105 subit une déprotection du
groupement méthoxy a I'aide de BBrs; dans le dichlorométhane a température ambiante pour conduire
au 2,5-dihydroxybenzaldehyde 106 avec un rendement de 54%. Ce composé subit une conversion de
ses groupements phénols en groupement O-thiocarbamate. Le composé 107 est obtenu avec un
rendement de 69%. Un réarrangement de Newman-Kwart a été conduit a 200°C dans le diphényléther
sur le composé 107 dans le but de le convertir en 108. Le produit 108 a été isolé avec un rendement
de 24%. Le produit ayant subi un seul réarrangement (produit 109a ou 109b, figure 211) a été isolé
aprées 2h de réaction a 200°C. Des tentatives d’optimisation des conditions réactionnelles ont conduit
a des rendements plus faibles. Enfin, la conversion de 108 en 109 est effectuée via une réaction
déprotection des thiols en milieu basique. Aprés 3 heures de réaction, la réaction a conduit a la
formation d’un produit ayant subi une mono-déprotection (produit 110a ou 110b, figure 212). Ce
produit a été mis a nouveau en contact avec I’hydroxyde de potassium, mais le produit 96 n’a pas été
isolé. Un mélange de produit est observé en RMN et en masse, mais n’a pas su étre identifié. Aucune
trace du réactif n’est présente en fin de réaction.

=z
wn

X -
BBr; DABCO )J\
- ~
OH OH - 0" N
CH,Cl,, TA, 3h DMA, 25°C, 16h
NS NS \O
o) 0
105 r=54% 106 r=69% 107
| i o
/N\(S - \|4 HS
5 s o KOH
S — > YY) 0 e >
Jl_ _ Diphenylether P Ethanol/H,0 SH
0 ITJ 200°C, 2h S ’]‘ (1/1), reflux, 3h Yo
r=24 % N
Yo ’ o 103

|
/ILYS /N\l//o

109-a 109-b

Figure 211 : Produits ayant subi une seule réaction de réarrangement 109-a et 109-b
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SH S

N S HS

| 0~ 0~

110-a 110-b
Figure 212 : Produits 110-a et 110-b issus d’une seule réaction d’hydrolyse

La synthése de brique 1,3-dithiophénol 104 est présentée a la figure 213. La séquence
réactionnelle envisagée consiste a convertir les phénols du 2,4-dihydroxybenzaldehyde 111 en
thiophénol. 111 a donc subi une thiocarbamatation a I'aide des conditions classiquement appliquées.
L'intermédiaire 112 a été obtenu avec un rendement de 76%. Ensuite, 112 subit un réarrangement de
Newman-Kwart a 215°C dans le diphényléther pour former le composé 113. Un faible rendement (10%)
a été obtenu: ce score peut vraisemblablement étre amélioré notamment sur le temps et la
température de chauffage. En effet, des produits de dégradations sont observés, ainsi que le produit
114-a ou 114-b présentant une seule fonction ayant subi un réarrangement (figure 214). Par activation
micro-onde ou par activation thermique sans solvant a 210°C, seule de la dégradation est observée.
Enfin, I’'hydrolyse des groupements S-thiocarbamate de 113 permet d’obtenir le dithiophénol 104 avec
un rendement de 72%. Le rendement global est de 5% pour 3 étapes.

N SN
OH S
P s)\o o)\s
Cl NMe,
OC S H OC O
HO DMA, 25°C, 16h \N)j\o Diphenylether, 215°C, 3h \NJJ\S
o~ r=76% | r=10% |
111 0” 0”
~a 112 113
N
e SH
NaOH (1,3 M)
(0]
\N)J\S EtOH/H,0, 3h30 HS
reflux
=72%
13 r ° 104

Figure 213 : Séquence réactionnelle menant au composé 96

N N~
S)\O O)\S
(0] S
\TJ\S \TJ\O
0~ 07
114-a 114-b

Figure 214 : Structures des isomeres 114-a et 114-b observés lors du réarrangement de Newman-
Kwart de I'intermédiaire 112.
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L'intérét de ces deux briques réside dans la présence des fonctions nécessaires a la formation
de pont disulfure et de dithiocine. En effet, il est envisagé dans un premier temps de mettre en réaction
ces briques en milieu anaérobie, ce qui permettra la formation du motif dithiocine en inhibant celle
des disulfures. Puis, I'introduction d’oxygéne permettre alors la formation de disulfure. Cette stratégie
de synthése n’a pas encore été testée a ce jour.

3) Précurseurs de polydithiocines présentant des unités biphényles

Une nouvelle brique 115, présentée a la figure 215 a également été envisagée. Cette brique
moléculaire combine sur un noyau biphényle, les fonctions thiols et aldéhydes nécessaires a
I’obtention des polydithiocines. L'avantage du noyau biphényle est de permettre, via la libre rotation
de la liaison entre les deux cycles aromatique un ajustement conformationnel favorable a la
macrocyclisation.

HS

O
O/

SH
15

Figure 215 : structure de la brique 115

L'analyse rétrosynthétique, présentée a la figure 216, a été effectuée a partir du précurseur 4-
bromo-2-hydroxybenzaldehyde 116. Une réaction de couplage sera envisagée dans un premier temps
dans le but de créer I'axe biphényle. Ensuite, la stratégie classique de la conversion des phénols en
thiophénols sera appliquée.

O\ O\
SH OH
) ) b
OH
pr— pr—
I O !
X0 X0 116
115 120

Figure 216 : analyse retrosynthétique pour la synthése de 106

La conversion de 116 en 120 est présentée en figure 217.1%41%> En partant du 4-bromo-2-
hydroxybenzene 116, la réaction de protection du phénol donne accés au 117. Le rendement de cette
réaction est de 45% : il est relativement faible du fait de la présence du brome sur le cycle aromatique
qui augmente le pKa du couple phénol/phénolate. Cette réaction pourrait étre optimisée en
choisissant une base de pKa plus élevé. Ensuite, une réaction de borylation a été effectuée a d’aide du
bis(pinacolato)diborane en présence d’un équivalent d’acétate de potassium et d’un complexe de
palladium pour conduit pour conduire a la formation de 118 avec un rendement de 86%. Ensuite, un
couplage de Suzuki a été effectué entre 117 et 118 pour former le dérivé biphényl 119. Le rendement
de cette étape est de 41%. Ensuite, une réaction de déprotection quantitative des phénols est
effectuée a l'aide du tribromure de bore BBr3; pour former le composé 120. Ensuite, la stratégie de
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conversion du phénol 120 en thiophénol 115 est présentée a cette méme figure 217 et donne acces a
des composés non décrits dans la littérature. D’abord, la premiere étape convertit les groupements
phénols de 120 en O-thiocarbamate pour former 121 avec un rendement de 69%. Ensuite, un
réarrangement de Newmann-Kwart est effectué en condition thermique, a 215°C dans le

diphényléther pendant 2h. Apres purification par chromatographie, le composé 122 est obtenu avec

un rendement de 43%. L’abaissement de la température de la réaction a 210°C a permis d’améliorer

le rendement a 53%. Enfin, une hydrolyse basique permet la conversion de 122 en dithiophénol 115.

Cette hydrolyse a été effectuée avec un rendement de 63%. Le rendement global des 7 étapes de

syntheses pour former 115 de 3,6%. Le produit 115 étant obtenu en trop faible quantité, aucune

application n’a été ainsi envisagée. Néanmoins, ce précurseur de poly-dithiocine a pu étre isolé.

O\
OH
Br

116

O\
O\
/B\
b
118
O\
O OH
HO
NS
e}
120

AN
|

KOAc, (PPhs),PdCl,

(0]
O O\ /O h
S /B—B\ O\
Mel, K,CO4 O o O
DMF, 40 °C, 16h Dioxane,130 °C, 24h B
Br

AN
1) EtOH/H,O 1/1
Lo mET O
S
NS NS
(0] (@)

r=86% Q9
r=45% %
117
118
O\ O\
e g
117, CsF, PdCl,(dppf) BBrs
Dioxane/eau, 90°C, 24h DCM, 3h, TA
r=41% ~o O r = Quantitatif "o O
So S0
(0] O\ O\
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~ ~N
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DABCO S 0o
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Figure 217 : conversion de I'intermédiaire de synthese 116 en 115
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CONCLUSION DU CHAPITRE 3

Les bases de Troger, structures originales de par leur chiralité et leur forme de V, ont été
étudiées depuis plus d’une centaine d’années. De nombreux travaux de synthese ont été effectués en
termes de fonctionnalisation de ces structures. Les bases de Troger présentent des applications en
biologie, en catalyse asymétrique ou encore en chimie supramoléculaire. Les imino-1,5-dithiocines
sont tres similaires aux bases de Troger. Leur rigidité et leur chiralité laissent supposer des applications
similaires, mais tres peu d’informations sur ces objets sont décrites dans la littérature et aucune
structure macrocyclique présentant de tels motifs n’a été isolé.

Apres 'obtention surprenante d’une dithiocine lors de la conception de nouvelles briques
dithiophénol, I'équipe a décidé d’entreprendre une étude autour de la synthése des imino-1,5-
dithiocines. Le Dr. Jeamet a précédemment isolé des dithiocines fonctionnalisées sur leurs cycles
aromatiques ou encore sur I'amine et a montré qu'’il était possible de synthétiser des polydithiocines.
Nous avons donc poursuivi ces travaux, en synthétisant de nouvelles dithiocines présentant des
groupements hydrosolubles et en présentant de premiers résultats sur une nouvelle voie de
fonctionnalisation par échange d’amine. Ensuite, nous nous sommes focalisés sur la synthese de
nouveaux précurseurs de polydithiocines: les réactions globalement limitantes sont les
réarrangements de Newman-Kwart, qui doivent subir des fortes optimisations des conditions
réactionnelles. De nouveaux macrocycles présentant plusieurs motifs dithiocines ont été identifiés
ainsi que de nouveau dérivés des dynarenes. Ces premiers résultats encourageants permettent de
valider la formation de polydithiocines au sein de macrocycle. Enfin, dans le but de synthétiser de
nouveaux hotes pour des molécules d’intéréts biologiques, ces études doivent étre poursuivies pour
allier macrocyclisation et hydrosolubilité.
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Experimental section
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)  General informations

1) Reagents and solvents

All the commercially available reagents were obtained from Sigma-Aldrich, ThermoFischer
Scientific, Fluorochem or TCI chemicals. The solvents were obtained from VWR or Sigma-Aldrich. The
dry solvents were purified thanks to a PureSolv solvent purification system from Innovative
Technology. Ultrapure water was collected from an ACCU 20 Ultra-Pure Water from Fischer Scientific.
TCL were performed with Macherey-Nagel silica gel 60 F254 and revealed with UV lamp a 254 nm and
with a phosphomolymbdic acid solution. Purification by chromatography was performed on a column
with a Macherey-Nagel Silica 60 M (0.04 — 0.063 mm).

2) NMR
All the experiments (*H, 3C, °F 3P, COSY, HSQC, HMBC, DOSY) were performed on Bruker
spectrometers: AVL 300, AV 300 and AV400 at the CCRMN of the University of Lyon. The chemical
shifts are indicated in ppm (parts per million) in reference to the TMS. Coupling constants (J) were
given in Hertz (Hz). Abbreviations used for the description of the multiplicity are: s (singlet), d (doublet),
dd (doublet doubled), t (triplet), q (quadruplet) and m (multiplet). *H NMR titrations were performed
on AV 400.

3) Mass spectra, HRMS and LC-MS
All the experiments have been performed at the CCSM of the University of Lyon. High
Resolution Mass Spectroscopy was performed on a QTOf-MicroTof Qll (50 — 20000 m/z) apparatus
form Bruker. For LCMS, the column used was an Agilent Poroshell 120 EC Cg, 2.7 um, 5 x 2.1 mn, (Vin; =
3 pL, flow 0.8 mL/min and gradient water + 0.1% formic acid/ MeCN:MeOH (50/50) or MeCN + 0.1%
formic acid for typical run). Low resolution mass spectroscopy was performed on a linear quadrupole
ion trap LCQ Advantage (50-2000 m/z) apparatus from Thermofinnigan.

4) Melting point
Melting points were measured with a Buchi Melting B-540.

5) Potentiometric titration
All titrations were performed on a 702 SM Titrino automatic titrator. Solutions were prepared in 18
MQ water. Experiments were performed in duplicate. Homemade Python scripts were used to fit
experimental data and are available on a simple request.
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I1)  Organic Syntheses

1) Syntheses from the first chapter
= 2 ,5-Bis(dimethylthiocarbamoyloxy)terephtalic acid diethyl ester 2 :

-~ \n/ S Chemical Formula: C18H24N20682
s )J\ P Molecular Weight: 428.52 g.mol"

To a solution of 2,5-dihydroxyterephtalic diethyl ester 1 (10 g, 39 mmol) and DABCO (17.6 g, 156 mmol)
in 100 mL of dry DMA was added dimethylthiocarbamoyl chloride (19.4 g, 156 mmol) in 50 mL of DMA
under nitrogen at 0°C. The resulting suspension was stirred during 16 hours at room temperature.
After the addition of a large amount of water, the precipitate was filtered off, washed with water (3 x
200 mL) and dried under vacuum. Compound 2 was collected as a white solid without further
purification. Yield = 97% (m = 16.2 g).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : §(ppm) = 7.75 (s, 2H, Ar-H), 4.33 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH,-CHs), 3.49 (s, 6H, N-
(CHs),), 3.43 (s, 6H, N-(CHs);) and 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH,-CHs). Data matched with literature.?

= 2 5-Bis(dimethylthiocarbamoylsulfanyl)terephtalic acid diethyl ester 3 :

-
hig )OJ\ Chemical Formula: C15Hy4N,06S,
s >NT Molecular Weight: 428.52 g.mol"

2,5-Bis(dimethylthiocarbamoyloxy)terephtalic acid diethyl ester 2 (3.00 g, 7.05 mmol) was heated
under nitrogen at 215°C without any solvent for 2 hours. The resulting mixture was cooled to 70°C and
90 mL of ethanol was added. After one night at 0°C, pale brown crystals appeared. The crystals were
filtered off, washed with cold ethanol (2 x 100 mL) yielding 3 as a brown powder. Yield = 97 % (m =
2.89 g).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : S(ppm) =8.13 (s, 2H, Ar-H), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH»-CHs), 3.13 (s, 6H, N-
(CHs),), 3.05 (s, 6H, N-(CHs);) and 1.39 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH,-CHs). Data matched with literature.®
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= 2 5-dimercaptoterephtalic acid 4 :
O~__OH

HS

Chemical Formula: CgHgO4S,
SH Molecular Weight: 230.25 g.mol™’

HO™ ~O
A solution of 2,5-Bis(dimethylthiocarbamoylsulfanyl)terephtalic acid diethyl ester 3 (1.3 g, 3.02 mmol)
in degassed 1.3 M KOH in EtOH/H,0 1/1 (11.6 mL, 15,08 mmol) was refluxed under nitrogen for 3
hours. After cooling down to room temperature, concentrated HCl was added until pH = 1. A yellow
precipitate was formed and filtered off, washed with water (3 x 100 mL) and dried under vacuum to
provide compound 4 as a yellow solid. Yield = 95% (m = 698 mg).

H NMR (300 MHz, MeOD): §(ppm) = 8.08 (s, 2H, Ar-H). Data matched with literature.?*

= 23,5,6,8,9,11,12-octathia-1,4,7,10(1,4)-tetrabenzenacyclododecaphan-
12,15,42,45,72,75,102,105-octacarboxylic acid 44 :

Hooc,  HOO% COOH
CN ,S,
S S
COOH Chemical Formula: C3,H16046Sg
2 OOH T x
S COO Molecular Weight: 912,94 g.mol
S
s S—COGH
HOOC

2,5-dimercaptoterephtalic acid 4 (230.0 mg, 1.00 mmol) and spermine T, or 8 (50.6 mg, 0.25 mmol)
were dissolved in 100 mL solution of 200 mM TRIS buffer pH 7.4. The resulting mixture was stirred
open air for 24 hours at room temperature. After the addition of TFA until pH 1, the formed precipitate
was filtered. The solid was then triturated with a borate buffer 200 mM pH =9 (40 mL), then addition
of TFA was done again. This process has been done three times. Then, the solid was triturated with
water (3 x 20 mL) and filtered. The resulting product is obtained as a yellow powder. Yield = 66% (m =
150 mg). The same reaction was performed without TRIS buffer: instead, compounds 4 and 8 were
dissolved with water and NaOH was added until pH = 7.4. Yield = 81% (m = 185 mg).

'H NMR (400 MHz, D;0, pD = 7.4, 1 mM): §(ppm) = 7.97 (s, 8H, Ar-H).

13C NMR (400 MHz, DMSO): §(ppm) = 166.9 (COOH), 137.1 (Car), 132.4 (Car), 128.9 (CHa/).

HRMS (ESI): m/z : Calcd for C3;H15016Ss = 910.8131 [M-H]c, found = 910.8166. Data matched with
literature.®
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=  2.3,5,6,8,9-hexathia-1,4,7(1,4)-tribenzenacyclononaphane-12,15,42,45,72,75-hexacarboxylic

acid 4; :
COOH
HOOC s s,
S "COOH codh% Chemical Formula: Cy4H12,012Sg
\ 070H Molecular Weight: 684.71 g.mol”
S

HOOC

2,5-dimercaptoterephtalic acid 4 (987 mg, 043 mmol) and 2,4,6-triethyl-1,3,5-
benzenetrimethanamine trihydrochloride To (100.0 mg, 0.28 mmol) were dissolved with 107 mL of a
200 mM TRIS buffer pH 7.4 solution. The resulting mixture was stirred open air for 48 hours at room
temperature. A white precipitate appeared and was filtered and triturated with 20 mL of a mixture
TFA/water at pH 1. The solid was filtered again and the trituration was made three times. Then, the
solid was washed with water (3 x 20 mL) and dried under vacuum to afford a yellow solid as final
product without any other purification. Yield = 59% (m = 58 mg).

'H NMR (400 MHz, D,0 + NaOD): §(ppm) = 8.01 (s, 6H, Ar-H).

13C NMR (400 MHz, D,0 + NaOD): §(ppm) = 173.8 (COOH), 137.7 (Car), 133.8 (Car), 126.8 (CHar).
HRMS (ESI): m/z: Calcd for CasH11012S6 = 682.8580 [M-H], found = 682.8594. Data matched with
literature.®

= tert-butyl (3-aminopropyl)(4-((tert-butoxycarbonyl)(3-((tert

butoxycarbonyl)amino)propyl)amino)butyl)carbamate 16 :

Nl i
HN AN~y L 0J< Chemical Formula: C,sHsoN4Og
H Molecular Weight: 502,70 g.mol™’

Spermine 8 (202 mg, 1 mmol) was dissolved with MeOH (10 mL) under nitrogen at -50°C with
acetone/c. Ethyl 2,2,2-trifluoroacetate (136 uL, 1.16 mmol) was added dropwise for 30 minutes to the
mixture. Stirring was continued at 0°C for 30 minutes until completion. Then, di-tert-butyl dicarbonate
(1.00 g, 13.5 mmol) in 2 mL of MeOH were added to the mixture dropwise for 10 minutes. The solution
was stirred for 16 hours at room temperature. Then, 7 mL of a 1 M NaOH solution was added and the
mixture was stirred for 6 hours at room temperature and 16 hours at 4°C. After removing the solvent,
dichloromethane (10 mL) and water (10 mL) were added and after layer separation, the aqueous layer
was extracted with dichloromethane (5 x 10 mL). The combined organic layer was then washed with
saturated NaCl solution (50 mL), dried over sodium sulfate, filtered and evaporated under vacuum.
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Purification with chromatography (Eluent: DCM-MeOH-NH; (100:5:1 to 50:10:1)) was performed to
afford 16 as a colourless oil. Yield = 30%. (m = 151 mg)

H NMR (300 MHz, CDCls) : &(ppm) : 3.15 (m, 10H, 5 x NH(BOC)CHa), 2.70 (m, 2H, NH), 2.35 (m, 4H,
NCH,CH,CH;N), 1.65 (m, 4H, 2 x NCH,CH>CH>CH:N), 1.44 (s, 27H, BOC hydrogens). Data matched with

literature.'o!

= tert-butyl(4-((tert-butoxycarbonyl)(3-({tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)amino)butyl)(3-(3-
(3',6'-dihydroxy-3-oxo-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthen]-5-

yl)thioureido)propyl)carbamate 18 :

>r \n/ H H )
© 0" o
/’\ Chemical Formula: C4gHg1N5044S
Molecular Weight: 892.08 g.mol"

To a solution of 16 (97 mg, 0.192 mmol) in 10 mL of anhydrous THF were added dropwise a solution of
FITC 17 (62,15 mg, 0.192 mmol) in 10 mL of THF. The resulting mixture was heated for 24 hours at
50°C. After evaporation of THF, purification by chromatography was performed (Eluent: DCM/MeOH
(100:0 to 85 :15)) to afford 18 as an orange oil. Yield = 81% (m = 115 mg).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 7.91 (m, 2H, Ar-H), 7.63 (m, 1H, Ar-H), 7.22 (m, 1H, Ar-H), 6.74 (m, 1H, Ar-
H), 6.69 (m, 2H, Ar-H), 6.51 (s, 2H, Ar-H), 3.66 (m, 2H, SCNH-CH,), 3.30-3.02 (m, 10H, NCH,), 1.82-1.63
(m, 8H, NCH,CH2CH,N and NCH,CH,CH,CH3N), 1.46 (s, 27H, 9 CHs). Data matched with literature.'®!

= N!-(3-ammoniopropyl)-N*-(3-(3-(3-carboxy-4-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-
yl)phenyl)thioureido)propyl)butane-1,4-diaminium tri(trifluoroacetic acid) 15 :

+ H2+
H3N\/\/N\/\/\ﬁ/\/\N
CFeCO0™  cRco0 2 H

CF3CO()_ Chemical Formula: Ca7H40N5011SF9
Molecular Weight: 933.80 g.mol-"

18 (115 mg, 0.13 mmol) were dissolved with dichloromethane (3 mL) under nitrogen. Then, TFA (1,45
mL, 15 mmol), was added dropwise and the mixture was stirred for 24 hours at room temperature.
After evaporation, the product 15 is obtained as an orange oil without further purification. Yield =
82% (m =100,1 mg).
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H NMR (300 MHz, D,0): §(ppm) = 8.23 (s, 1H, Ar-H), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.51 (d, /= 9.2 Hz,
2H, Ar-H), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.24 (d, J = 2.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.09 (dd, J = 9.2, 2.4 Hz, 2H, Ar-
H), 3.79 (s, 2H, SCNH-CH,), 3.28 — 3.01 (m, 10H, NCH,), 2.08 (m, 4H, NCH,CH,CH,N), 1.80 (m, 4H,
NCH,CH,CH,CH;N). Data matched with literature.'®!

2) Synthesis from second chapter
=  Methyl 2-(bromomethyl)benzoate 22 :

Br

COOMe Chemical Formula: CgHgBrO,

Molecular Weight: 229.07 g.mol”

Methyl-2-methylbenzoate 21 (4.20 mL, 30.0 mmol), NBS (5.34 g, 30.0 mmol) and AIBN (186 mg, 1.17
mmol) were dissolved with 10 mL of dichloromethane under nitrogen. The solution was refluxing for
2 hours. NBS (0.87 g, 4.8 mmol) were added again and the mixture was heated overnight. After cooling
to room temperature, the mixture was washed with NaHCO; (15 mL) and dried over MgSO..
Purification by chromatography (Eluent : Cyclohexane/DCM from 90/10 to 50/50) was performed to
provide 22 as a yellow oil. Yield = 47 %. (m = 3,184 g).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §(ppm) = 7.99 (dd, J = 7.8, 0.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.56- 7.35 (m, 3H, Ar-H), 4.98
(s, 2H, CHy), 3.96 (s, 3H, CHs). Data matched with literature.?°

=  methyl 2-((carbamimidoylthio)methyl)benzoate 23 :

HZNYNH

S

Chemical Formula: C4gHo2N,0,S

COOMe Molecular Weight: 224.28 g.mol”

Thiourea (122 mg, 1.60 mmol) was dissolved with 15 mL of dry methanol under nitrogen. A solution of
methyl 2-(bromomethyl)benzoate 22 (368 mg, 1.60 mmol) in 15 mL of MeOH was added dropwise to
the mixture which was stirred overnight at room temperature. After evaporation under vacuum, 23
was obtained as a white powder without further purification. Yield = 97% (m = 350 mg).

H NMR (300 MHz, MeOD) :5(ppm) = 8.03 (d, J = 4.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.63- 7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.49 (ddd,
J=7.8,52,3.7Hz, 1H, Ar-H), 4.85 (s, 2H, CH;), 4.85 (broad s, 3H, NH> and NH), 3.94 (s, 3H, CHs). Data
matched with literature.!?*

173

——
| —



= 2-(mercaptomethyl)benzoic acid 20 :

HS

COOH Chemical Formula: CgHgO,S
Molecular Weight: 168.21 g.mol™

Compound 23 (200 mg, 0.89 mmol) was dissolved under nitrogen with 6 mL of a degassed 2 M KOH
solution of MeOH/H,O (1/1). After 3 hours refluxing, the mixture was cooled down to room
temperature and 0,8 mL of TFA were added. Methanol was evaporated and the resulting precipitate
was filtered, washed with water (3 x 10 mL) and evaporated under vacuum to afford 20 as a white
powder. Yield = 36% (m = 54 mg).

H NMR (300 MHz, MeOD) : : §(ppm) = 7.83 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.55- 7.01 (m, 3H, Ar-H),
3.96 (s, 2H, CH,). Data matched with literature.?!

=  dimethyl 2-hydroxyterephthalate 27 :

COOMe
OH
Chemical Formula: C1gH1¢O5
Molecular Weight: 210.19 g.mol""
COOMe

To a suspension of acid 2-hydroxyterephtalic 26 (1.812 g, 9.95 mmol) in 30 mL of dry methanol was
added dropwise thionyl chloride (2.56 mL, 35.37 mmol) at 0°C under nitrogen. The mixture was heated
at reflux and stirred overnight under inert atmosphere. After cooling, the resulting solid was washed
with methanol (2 x 10 mL), then with hexane (3 x 15 mL). The solid was dried under vacuum to give 27
as a yellowish powder. Yield = 87% (m = 1.824 g).

'H NMR (300 MHz, CDCls) : 8(ppm) = 10.68 (s, 1H, OH), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.57 (d, J = 1.6 Hz,
1H, Ar-H), 7.46 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, Ar-H), 3.91 (s, 3H, CHs), 3.86 (s, 3H, CH3). Data matched with
literature.®

= dimethyl 2-((dimethylcarbamothioyl)oxy)terephthalate 28 :

COOMe |
O.__N_
\ﬂ/ Chemical Formula: C43H45NO5S
S Molecular Weight: 297.33 g.mol"
COOMe

To a suspension of diethyl 2-hydroxyterephtalate 27 (1.824 g, 8.65 mmol) and DABCO (1.95 g, 17.36
mmol) in dry DMA was added a solution of N,N-dimethylthiocarbamoyl chloride (1.87 g, 17.36 mmol)
in 5 mL DMA. The resulting mixture was stirred overnight under nitrogen. The resulting precipitate was
filtered, washed with water (3 x 20 mL) and dried under vacuum to collect 28 as a beige solid. Yield =
67% (m=1.71g).
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1H NMR (300 MHz, CDCls): 8(ppm) : 7.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.90 (dd, J = 8.1, 1.6 Hz, 1H, Ar-H),
7.72 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Ar-H), 3.86 (s, 3H, COOCHs), 3.80 (s, 3H, COOCHs), 3.40 (s, 3H, NCHs), 3.34 (s,
3H, NCHs). Data matched with literature.®

= dimethyl 2-((dimethylcarbamoyl)thio)terephthalate 29 :

COOMe |
S _N_
\”/ Chemical Formula: C43H45NO5S
o Molecular Weight: 297.33 g.mol"
COOMe

Dimethyl 2-((dimethylcarbamothioyl)oxy)terephthalate 28 (290.0 mg, 0.97 mmol) was heating neat
at 215°C for 2 hours. Purification by chromatography (Eluent : Cyclohexane/Ethyl acetate — 90/10 to
75/25) provide 29 as a yellowish oil. Yield = 63% (m = 184 mg).

'H NMR (300 MHz, CDCls) 5(ppm) =8.19 (dd, J = 1.7, 0.5 Hz, 1H, Ar-H), 8.01 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, Ar-
H), 7.86 (dd, J = 8.1, 0.5 Hz, 1H, Ar-H), 3.86 (s, 3H, COOCH3), 3.84 (s, 3H, COOCHs), 3.06 (s, 3H, NCH3),
2.96 (s, 3H, NCHs). Data matched with literature.®

= 2-mercaptoterephthalic acid 24 :

COOH
SH .
Chemical Formula: CgHgO4S
Molecular Weight: 198.19 g.mol‘1
COOH

To 15 mL of a 1.3 M degassed solution of potassium hydroxide in EtOH/H>0 (1:1) was added dimethyl
2-((dimethylcarbamoyl)thio)terephthalate 29 (162 mg, 0.54 mmol). The mixture was refluxing under
nitrogen for 3 hours. After cooling, concentrated HCl was added until pH = 1. The yellow precipitate
was filtered off, washed with water (3 x 35 mL) and dried under vacuum to provide 2-
mercaptoterephthalic acid 24 as a beige solid. Yield = 76% (m = 82 mg).

1H NMR (300 MHz, D;0): 8(ppm) = 7.80 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.34 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, Ar-H),
7.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Ar-H). Data matched with literature.®?

=  Dimethyl 2,5-dimethylterephthalate 32:

CO,Me

Chemical Formula: C4,H1404
Molecular Weight: 222.24 g.mol"

COzMe

To a suspension of 2,5-dimethylterephthalic acid 31 (800 mg, 4.12 mmol) in 12.5 mL dry methanol was
added dropwise at 0°C thionyl chloride (1.25 mL, 17.1 mmol). The mixture was heated at reflux and
stirred overnight under inert atmosphere. After cooling, the resulting solid was washed with methanol
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(10 mL) and twice with hexane (2 x 10 mL). The solid was dried under vacuum to give 32 as a white
powder. Yield = 99%. (m = 915 mg).

H NMR (400 MHz, CDCls): 8(ppm) = 7.76 (s, 2 H, Ar-H), 3.91 (s, 6 H, 2 x COOCH3), 2.57 (s, 6 H, Ar-CH).

13C NMR (400 MHz, CDCls): §(ppm) = 167.5 (CO), 137.0 (Car-CHs), 133.5 (Car-CO), 132.4 (CarH), 52.0
(OCHs), 20.9 (Ar-CHs).

Melting point: 113.7-115.1 °C.

HRMS (ESI +): m/z : calcd for C1oH1504" = 223.0965 [M + H]*, found =223.0954.

= Dimethyl 2-(bromomethyl)-5-methylterephthalate 33:

COzMe

Br Chemical Formula: C4,H3BrO4

Molecular Weight: 301.14 g.mol”’

COzMe

A solution of dimethyl 2,5-dimethylterephthalate 32 (400 mg, 1.80 mmol), NBS (320 mg, 1.80 mmol),
AIBN (23 mg, 0.144 mmol) in 6 mL of dry DCM was heated at reflux until conversion of the starting
material. The reaction is monitored by NMR (approximately 16 h). After cooling, the organic phase was
washed with a solution of NaHCO3 (2 x 10 mL) and brine (2 x 10 mL). The organic phase was dried with
MgS0O, and evaporated to dryness. Purification by chromatography (eluent: cyclohexane/ethyl acetate
9/1) afforded 33 as a white powder. Yield = 92% (m = 542 mg).

H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 8.06 - 7.97 (m, 1 H, Ar-H), 7.84 - 7.74 (m, 1 H, Ar- H), 4.95 - 4.89
(m, 2 H, CHz-Br), 3.99 - 3.89 (m, 6 H, OCHs), 2.63 - 2.55 (m, 3 H, Ar-CHs).

13C NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 166.6 (CO), 166.4 (CO), 140.5 (Car-CHs), 136.4 (Car-CH,), 134.4
(Ca-CO), 133.6 (CarH), 52.5 (OCHs), 52.2 (OCHs), 30.7 (CH,), 21.2 (CHs).

Melting point: 52.9 — 55.4 °C.

HRMS (ESI +): m/z : calcd for C1oH13BrNaO,*= 322.9889 [M + Na]*, found = 322.9876.

= Dimethyl 2-((carbamimidoylthio)methyl)-5-methylterephthalate 34:

CO,Me  NH

S NH, Chemical Formula: C43H5N,0O4S
Molecular Weight: 296.34 g.mol™"

CO,Me

A suspension of dimethyl 2-(bromomethyl)-5-methylterephthalate 33 (510 mg, 1.69 mmol) and
thiourea (155 mg, 2.03 mmol) in MeOH (24 mL) was stirred at room temperature for 16 h. The solvent
was evaporated, and the crude mixture was purified by column chromatography (Cis reverse phase,
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water (TFA 0.05 %) / MeCN (TFA 0.05 %) : 8/2). 34 was obtained as a white powder. Yield = 68% (m =
343 mg).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) : §(ppm): 9.54 (broad s, 1 H, NH), 9.22 (broad s, 1 H, NH), 8.01 (s, 1 H,
Ar-H), 7.87 (s, 1 H, Ar-H), 4.72 (s, 2 H, CHy), 3.88 (s, 3 H, OCH3), 3.87 - 3.85 (m, 3 H, OCH3), 2.53 (s, 3 H,
CHs)

13C NMR (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 169.2 (C=NH), 166.3 (CO), 166.1 (CO), 139.4 (Ca-CH,), 134.0
(Car-CO), 134.0 (Ca-CO), 133.0 (CarH), 132.5 (CarH), 131.6 (Car-CHs), 52.7 (OCHs), 52.4 (OCHs), 32.5 (CHa-
S), 20.5 (CH)

Melting point: 150.0 - 152.6 °C

HRMS (ESI): m/z : calcd for C13H17N204S,"= 397.0904 [M + H]*, found =297.0890.

= 2-(mercaptomethyl)-5-methylterephthalic acid 25:

CO,H

SH Chemical Formula: C4gH904S

Molecular Weight: 226,25 g.mol"’!

CO,H

A solution of dimethyl 2-((carbamimidoylthio)methyl)-5-methylterephthalate 34 (343 mg, 0.866 mmol)
in degassed 2 M KOH (2.86 g, 51 mmol) in MeOH/H,0 (1:1, 24 mL) was refluxed under an inert
atmosphere for 2 h. The reaction mixture was cooled in ice, and concentrated TFA was added until pH
1. The methanol was evaporated, and the water phase was cooled. A white-yellow precipitate was
formed, filtered, and washed with water, yielding compound 25 as a white solid. Yield = 67% (m = 132
mg)

'H NMR (400 MHz, MeOD): §(ppm) = 7.90 (s, 1 H, Ar-H), 7.82 (s, 1 H, Ar-H), 4.06 (s, 2 H, CHa), 2.59 (s,
3 H, CHs)

13C NMR (400 MHz, MeOD): §(ppm) = 170.2 (€CO), 169.9 (CO), 142.7 (Ca-CH>), 139.5 (Ca-CHs), 135.3
(CarH), 135.0 (CarH), 133.7 (Ca-CO2H), 133.1 (Ca-CO2H), 27.4 (CH), 21.4 (CH3)

Melting point: degradation 196.1 °C

HRMS (ESI +): m/z : calcd for C;oH10Na04S* = 249.0192 [M + Na]*, found =249.0184

= 2-((((5-carboxy-2-(hydroperoxy-12-methyl)-4-methylphenyl)methyl)disulfaneyl)methyl)-5-
methylterephthalic acid 35 :

CO,H CO,H

S Chemical Formula: C,oH4505S,
S Molecular Weight: 450.5 g.mol""

CO,H CO,H
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Oxidation with O,: A solution of 2-(mercaptomethyl)-5-methylterephthalic acid 25 (76 mg, 0,17 mmol)

with 2 mL of water adjusted at pH 9.8 with NaOH (6,7 mL) was stirred open air. The reaction was
monitoring by HPLC. After 5 days, HCl were added to the mixture until pH = 1 and the precipitate was
filtered and washed with water to afford 35 as a white powder. Yield = 56% (m = 43 mg).

Oxidation with |, : To a stirred solution of 2-(mercaptomethyl)-5-methylterephthalic acid 25 (20 mg,

0.088 mmol) in methanol (2 mL) was added dropwise over 5 min a 50 mM iodine solution in MeOH
until a yellow colour was persistent. A white precipitate was formed, filtered, and washed with water,
yielding compound 35 as a white powder. Yield = 70% (m = 14 mg).

'H NMR (400 MHz, D,0 + NaOD) §(ppm) = 7.27 (s, 2H, Ar-H), 7.20 (s, 2H, Ar-H), 3.98 (s, 4H, CH,), 2.31
(S, 3H, CH3)

13C NMR (400 MHz, D0 + NaOD): §(ppm) = 178.3 (CO), 177.2 (CO), 140.0 (Ca-CH), 138.7 (Ca-CHs),
1335.3 (CaH), 132.0 (CarH), 129.7 (Ca-CO2H), 128.4 (Ca-CO,H), 39.8 (CH), 18.8 (CH3)

Melting point: degradation 196.1 °C

HRMS (ESI +): m/z : calcd for C30H1sNaOsS,* = 473.0335 [M + Na]*, found = 473.0324

3) Synthesis from third chapter
= O-(2-formylphenyl) dimethylcarbamothioate 77 :

O\H/N\ Chemical Formula: C1oH{1NO,S
Molecular Weight: 209.26 g.mol”

Salicyaldehyde 76 (2.0 mL, 18.95 mmol) and DABCO (4.68 g, 37.90 mmol) were dissolved with 45 mL
of DMA under argon at 0°C. Dimethylthiocarbamoyl chloride (4.25 g, 37.90 mmol) was dissolved with
10 mL of DMA under nitrogen and added dropwise to the mixture at 0°C. After stirring for 24 hours,
cold water (100 mL) was added and the resulting precipitate was filtered off, washed with cold water
(3 x 100 mL) and dried under vacuum to afford compound 77 as a white crystal. Yield = 95% (m = 3.77

mg).

'H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) 10.07 (s, 1H, CHO), 7.91 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.63 (t, ] = 7.8 Hz,
1H, Ar-H), 7.40 (t, ) = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 7.14 (d, ) = 7.8 Hz, 1H, Ar-H), 3.47 (s, 3H, NCHs), 3.42 (s, 3H,
NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCls): 5(ppm) 188.51 (CHO), 187.32 (CNSO), 155.37 (Car-0), 134.97 (CaH), 129.9
(CarH), 129.31 (Car-CHO), 126.62 (Car.H), 124.6 (CaH), 43.6 (NCH3), 39.1 (NCH).

Melting point: 74.3°C - 75.1°C.

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C10H1:NNaO,S* = 232.0403 [M+Na]*, found = 232.0402.
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= S-(2-formylphenyl) dimethylcarbamothioate 78 :

IS N Chemical Formula: C10H11N028
b Molecular Weight: 209.26 g.mol™!

Compound 77 (1.00 g, 4.79 mmol) was dissolved with 5 mL of diphenylether under argon. After heating
2 hours at 200°C, the mixture was cooled down to room temperature. Purification by chromatography
(Petroleum spirit/AcOEt : 100/0 to 40/60) was performed to afford 78 an orange oil. Yield = 77% (m =
772 mg).

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6(ppm) 10.36 (s, 1H, CHO), 8.02 (m, 1H, Ar-H), 7.57 (m, 3H, 3 x Ar-H), 3.17
(broad s, 3H, NCHs), 3.03 (broad s, 3H, NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCls): 5(ppm) 191.42 (CHO), 165.37 (CNSO), 137.89 (Car-CHO), 137.60 (CarH),
133.91 (CarH), 132.44 (Car-S), 130.17 (CarH), 128.90 (CarH), 37.34 (NCHs).

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C10H1:NNaO,S* = 232.0403 [M+Na]*, Found = 232.0403.

=  2-mercaptobenzaldehyde 75 :

0]

=~

SH Chemical Formula: C;HgOS
Molecular Weight: 138.18 g.mol"

First method:

Compound 78 (600 mg, 2.86 mmol) was dissolved with a degassed solution of NaOH 1.5 M in
water/ethanol 1/1 (1.15 mL, 1.5 mmol). The mixture was refluxing under argon for 3h30. After cooling
to 0°C, HCl 4 M was added until pH = 2. The resulting mixture was extracted with dichloromethane (3
x 10 mL) and the combined organic layers were washed with water (3 x 15 mL), dried over magnesium
sulfate, filtered and evaporated to afford compound 75 as a yellow-green oil. Yield : 75% (m = 297 mg).

Second method:

To a solution of thiophenol 79 (1.32 mL, 12.85 mmol) in 30 mL of dry hexane under argon, TMEDA
(4.25 mL, 28.30 mmol) was added dropwise and the resulting solution was stirred for 5 minutes and
cooled to 0°C. Then, a solution of 2.5 M of n-BulLi (11.32 mL, 28.30 mmol) was added dropwise for 1
hour at 0°C and then stirred at room temperature for 17 hours. N-formylpiperidine (2.88 mL, 25.70
mmol) was slowly added at 0°C and the resulting mixture is stirred 18 hours at 25°C. 1 M HCI (90 mL)
was added and extraction with dichloromethane (3 x 50 mL) was performed. The organic layers were
combined and washed with saturated NaCl (1 x 50 mL). After evaporation under vacuum, compound
75 is obtained as a green-yellow oil. Yield : 44% (m = 771 mg).
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14 NMR (400 MHz, CDCl3): 8(ppm) 10.06 (s, 1H, CHO), 7.73 (dd, J = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz, 1H Ar-H), 7.37
(m, 1H, Ar-H), 7.32 (m, 1H, Ar-H), 7.29 (m, 1H, Ar-H), 5.53 (s, 1H, SH). Data matched with literature.'>*

13C NMR (400 MHz, CDCls): 8(ppm) : 192.99 (CHO), 138.01 (Car-S), 136.31 (Car), 133.54 (Car), 131.27
(Car), 131.21 (CaCHO), 125.00 (Car).

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C;HeOS = 137.0067 [M-H], Found = 137.0067

= 3 3'-((2-amino-2-((2-cyanoethoxy)methyl)propane-1,3-diyl)bis(oxy))dipropanenitrile 81 :

Chemical Formula: C13HoN4O5

O Molecular Weight: 280.33 g.mol™’

2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol 80 (2.5 g, 20.6 mmol) was dissolved with 2.5 mL of

dioxane and 333 pL of an aqueous 40% KOH under nitrogen. Then, acrylonitrile (4.2 mL, 64.2 mmol)
were added dropwise and the mixture was stirred for 24 hours at room temperature. HCl was added
and extraction with dichloromethane was performed (3 x 10 mL). The combined organic layers were
dried over sulfate magnesium, filtered and evaporated to afford 81. Yield = 33% (m = 1.894 g)

1H NMR (400 MHz, D;0): §(ppm) 3.76 (t, 6H, 3 x O-CH2-CH»-COOH), 3.62 (s, 6H, 3 x O-CH2-C-NH,), 2.65
(t, 6H, 3 x O-CH,-CH,-COOH). Data matched with literature.®?

= 3,3'-((2-amino-2-((2-carboxyethoxy)methyl)propane-1,3-diyl)bis(oxy))dipropionic acid 82:

COOH

0] Chemical Formula: C13H23NOg

Ov’/\/o Molecular Weight: 337.33 g.mol"
HooCc” > 1> ~">CO0H
2

Compound 81 (1.70 g, 6.06 mmol) was dissolved with concentrated HCI (6 mL) refluxing at 100°C for
4 hours. After cooling to room temperature, water (40 mL) was added. The resulting solution was
evaporated to provide a white solid without further purification. Yield = 90% (m = 1.840 g).

H NIMIR (400 MHz, D;0) : 8(ppm) 3.76 (t, 6H, 3 x O-CH,-CH,-COOH), 3.62 (s, 6H, 3 x O-CH2-C-NHs), 2.65
(t, 6H, 3 x O-CH,-CH,-COOH). Data matched with literature.®?
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= 6H,12H-6,12-epiminodibenzolb,f][1,5]dithiocine 85:

S
NH Chemical Formula: C44H{4NS,
Molecular Weight: 257,37 g.mol™’

S

2-mercaptobenzaldehyde 75 (50 mg, 0.36 mmol) and ammonium acetate 83 (30 mg, 0.39 mmol) was
refluxed with 2.6 mL of ethanol under argon for 3h30. After cooling to room temperature, saturated
solution of sodium chloride was added (5 mL) and extraction with dichloromethane (3 x 5 mL) was
performed. The combined organic layers were washed with water, dried with anhydrous sodium
sulfate and concentrated under vacuum to afford 85 as a yellow solid. Yield = 84% (m = 38 mg).

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : §(ppm) = 7.34 (dd, 2H, J = 2.0 Hz, J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.05 (m, 4H, Ar-H),
6.96 (d, 2H, ) =2.0 Hz, J = 7.3 Hz, Ar-H), 5.94 (d, 2H, J = 4.1 Hz, Ar-CH), 4.63 (t, 1H, J = 4.1 Hz, NH). Data
matched with literature.*>*

13C NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5(ppm) = 135.0 (Car), 130.5 (Car), 128.7 (Car), 127.4 (Car), 127.1 (Car),
124.1 (Car), 55.3 (CH).

Melting point : 146.9 — 149.5 °C

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C14H1,NS,* = 258.0406 [M+H]*, Found = 258.0406

= 4-(6H,12H-6,12-epiminodibenzo[b,f][1,5]dithiocin-13-yl)butanoic acid 86 :

COOH
S, ;
Chemical Formula: C4gH47NO,S,
N Molecular Weight: 343,46 g.mol™’

S
First method :

2-mercaptobenzaldehyde 75 (50 mg, 0.36 mmol), y-aminobutyrique acid 11 (19 mg, 0.18 mmol) and
ethanoic acid (10,31 pL, 0.18 mmol) were dissolved with 2 mL of degassed ethanol. The mixture was
stirred for 3 hours under argon. After evaporation of the solvent, purification by chromatography
(EP/DCM : 30/70 to DCM/MeOH 90/10) was performed to afford 86 a yellowish-brown oil. Yield : 72%
(m=45 mg).

Second method :

Dithiocine 85 (32 mg, 0.12 mmol), y-aminobutyrique acid 11 (13 mg, 0.13 mmol) and ethanoic acid
(7,46 pL, 0.13 mmol) were refluxed with a mixture CH,Cl,/EtOH (4/1) for 24 hours under argon. After
evaporation of the solvent, purification by chromatography (EP/DCM : 30/70 to DCM/MeOQOH 90/10)
was performed to afford 86 a yellowish-brown oil. Yield : 57% (m = 24 mg).

H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) : 7.24 (dt, J = 7.2, 3.6 Hz, 2H, Ar-H), 7.10 — 7.04 (m, 4H, Ar-H), 7.03-
6.97 (m, 2H, Ar-H), 5.41 (s, 2H, 2 x CH), 3.17-3.04 (m, 1H, NCHa), 2.84-2.71 (m, 1H, NCH,), 2.44 (td, J =
7.2, 1.8 Hz, 2H, CH,COOH), 2.09-1.93 (m, 2H, CH2CH,CH.).
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13C NMR (400 MHz, DMSO-d6): 5(ppm) = 173.31 (COOH), 133.12 (2 Car), 129.84 (2 Car), 129.14 (2 CarH),
127.72 (2 CaH), 127.53 (2 CarH), 124.65 (2 CarH), 53.49 (2 CH), 31.85 (NCH,), 31.85 (CH,-COOH), 14.17
(CH2CH,CH,).

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C1gH1sNO,S,* = 334.0773 [M+H]*, Found = 334.0774

= 1,3-dimethoxybenzene 90 :
/@\ Chemical Formula: CgH (0,
\O O/ Molecular Weight: 138.17 g.mol”

Resorcinol 89 (3.0 g, 27.3 mmol) and potassium carbonate (11.27 g, 81.9 mmol) were dissolved in 30

mL of acetone at 0°C. Then, iodomethane (4.21 mL, 68.2 mmol) was added dropwise and the mixture
was stirred at room temperature for 48 hours under argon. The mixture was evaporated and dissolved
with 50 mL of dichloromethane. The organic layer was washed with water (2 x 50 mL), with NaOH 1 M
(2 x 50 mL) and with saturated NaCl (2 x 50 mL), dried over MgSQ.. After filtration and evaporation, 90
was obtained as a yellow oil without further purification. Yield = 80% (m = 3.015 g)

H NMR (300 MHz, CDCls) : 5(ppm) : 7.23 (t, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.57 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Ar-H), 6.56 —
6.53 (m, 1H, , Ar-H), 6.52 (t, J = 2.3 Hz, 1H, , Ar-H), 3.83 (s, 6H, 2 x CHs). Data matched with literature.¢?

= 1,5-dibromo-2,4-dimethoxybenzene 91 :

Br Br
m Chemical Formula: CgHgBr,0,
~o o~ | Molecular Weight: 295.96 g.mol!

1,3-dimethoxybenzene 90 (3.015 g, 21.8 mmol) was dissolved with 20 mL of anhydrous

dichloromethane under argon at 0°C. Then, bromide (2.25 mL, 43.9 mmol) was added dropwise and
the resulting solution was stirred 1 hour. Then, an aqueous solution of Na,SO; was added to the
mixture. The aqueous layer was extracted with dichloromethane (3 x 20 mL). The reunited organic
layers were washed with water (3 x 80 mL) and dried over sulfate magnesium. After filtration and
evaporation, 91 was obtained as a white solid without further purification. Yield =93% (m = 5.96 g)

H NMR (300 MHz, CDCls) S(ppm) : 7.68 (s, 1H, Ar-H), 6.51 (s, 1H, Ar-H), 3.93 (s, 6H, 2 CHs). Data
matched with literature.®?

= 4,6-dimethoxyisophthalaldehyde 92 :

o~ ~o
Chemical Formula: C1oH1¢04
\O O/ Molecular Weight: 194.19 g.mol'1
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1,5-dibromo-2,4-dimethoxybenzene 91 (3.815 g, 12.8 mmol) were dissolved with 150 mL anhydrous
diethylether under argon at -50°C. Then, 20.5 mL of Buli 2,5 M in solution with diethylether (51.8
mmol) was added dropwise to the mixture, stirring one minute. Then mixture was stirred at room
temperature during another minute and then N-methylformanilide (9.50 mL, 76.9 mmol) was slowly
added dropwise. After 5 minutes stirring, 70 mL of a 3 M solution of HCl was added to the mixture and
stirred overnight. The mixture was filtered and the precipitated was washed with water (3 x 50 mL)
and with Et,0 (3 x 50 mL), to afford 92 as a white solid without further purification. Yield =92 % (m =
2.32¢g)

'H NMR (300 MHz, CDCls) : §(ppm) : 10.29 (s, 2H, 2 CHO), 8.36 (s, 1H, Ar-H), 6.48 (s, 1H, Ar-H), 4.05 (s,
6H, 2 CHs). Data matched with literature.'®?

= 4 6-dihydroxyisophthalaldehyde 93 :

o’
O/mo Chemical Formula: CgHgOy4
HO OH Molecular Weight: 166.13 g.mol™!
Anhydrous AICl; (9.87 g, 73.9 mmol) were dissolved with 100 mL of nitrobenzene refluxing at 120°C

under argon. After the dissolution, 4,6-dimethoxyisophtalaldehyde 92 (1.562 g, 8.05 mmol) were
added and the resulting mixture is stirred for 1 hour. After cooling to room temperature, 100 mL of

HCI 10% were added and the solution was extracted with 100 mL of Et,0. The organic layer is washed
with a 1M NaOH solution (3 x 50 mL). The resulting aqueous layer was acidified with a 1 M HCl solution
and extracted with CHCl; (3 x 100 mL). These organic layers were gathered and dried over MgSQ,,
filtered and evaporated. Purification by chromatography was performed (Eluent: AcOEt/Petroleum
spirit from 50/50 to 100/0) to give 4,6-dihydroxyisophtalaldehyde 93 as a yellow solid. Yield = 34% (m
=459 mg).

1H NMR (300 MHz, €DCls) : 5(ppm) : 11.81 (s, 2H, 2 x OH), 9.82 (s, 2H, 2 CHO), 7.86 (s, 1H, Ar-H), 6.50
(s, 1H, Ar-H). Data matched with literature.®?

=  (Q,0'-(4,6-diformyl-1,3-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 94 :

0 Chemical Formula: C44H1gN204S5

(0]
i -1
- /g )\ P Molecular Weight: 340.41 g.mol
(R

4,6-dihydroxyisophtalaldehyde 93 (459 mg, 2.76 mmol) and DABCO (1.23 g, 11.0 mmol) were dissolved
with 5 mL of DMA under nitrogen at 0°C. Then, dimethylthiocarbamoyl chloride (1.35 g, 11.0 mmol)
was dissolved with 3 mL of DMA under argon and added dropwise to the mixture at 0°C. After stirring
for 24 hours, cold water (50 mL) was added. The resulting precipitate was filtered off and washed with
cold water (3 x 20 mL) and dried under vacuum to afford compound 94 as a white-pink powder. Yield
=91% (m = 861 mg).

183

——
| —



H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) = 9.99 (s, 2H, 2 CHO), 8.37 (s, 1H, Ar-H), 6.95 (s, 1H, Ar-H), 3.40 (s,
6H, 2 NCHs), 3.36 (s, 6H, 2 NCH).

13C NMR (101 MHz, CDCls) : 6(ppm) = 186.52 (2 CaqHO), 185.77 (2 x CSON), 158.76 (2 Ca-0), 132.60
(CHar), 127.69 (2 Car-Caia), 121.44 (CHa/), 43.51 (2 CHs), 39.24 (2 CHs).

Melting point : 127,5-128,3 °C

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C14H16N2NaQ4S;* = 363.0444 [M+Na]*, Found = 363.0448

= §,S'-(4,6-diformyl-1,3-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 95:

IS Chemical Formula: C14H1gN204S,

S
/g %\ _ Molecular Weight: 340.41 g.mol"”
(@] (@) ITI

o

Compound 94 (715 mg, 2.10 mmol) was dissolved in 30 mL of N-methyl-2-pyrrolidinone in a sealed
tube. The mixture was heated at 210°C with microwave for 9 minutes. After cooling, water (20 mL)
were added and layers were separated. The aqueous layer was extracted with dichloromethane (2 x
20 mL) and the combined organic layers were washed with saturated NaCl (2 x 20 mL), dried over
MgS0,, filtered and evaporated. Purification by chromatography (Petroleum spirit/DCM/MeOH:
50/50/0 to 0/90/10) gave compound 95 as a yellow solid. Yield = 18% (m = 130 mg).

H NMR (400 MHz, CDCl3): 8(ppm) 10.29 (s, 2H, 2 CHO), 8.59 (s, 1H, Ar-H), 7.86 (s, 1H, Ar-H), 3.17
(broad's, 6H, 2 NCH3s), 3.04 (broad s, 6H, 2 NCH3).

13C NMR (400 MHz, CDCl3): 8(ppm) 189.51 (2 CHO), 163.83 (2 CNSO), 144.81 (2 Ca-S), 138.17 (CaH),
137.19 (CarH), 129.17 (2 Ca-CHO), 37.4 (4 NCHs).

Melting point: 128,8°C — 130,2°C.
HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C1aH16N2NaQ4S,* = 363.0444 [M+Nal*, Found = 363.0440.

B 4,6-dimercaptoisophthalaldehyde 88 :
e
O/mo Chemical Formula: CgHgO5S>
HS SH Molecular Weight: 198.25 g.mol"

95 (130 mg, 0,38 mmol) were dissolved with a degassed solution of NaOH 1,3 M (1,15 mL, 1,5 mmol).
The mixture was refluxing under argon for 3 hours. After cooling to 0°C, HCl 4 M was added until pH =

2. The resulting mixture was then extraction with dichloromethane (3 x 20 mL) and the combined
organic layers were washed with water (3 x 50 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and
evaporated to afford compound 88 as a white-brown powder. Yield = 72% (m = 54 mg).

H NMR (400 MHz, D,O + NaOD): §(ppm) : 10.49 (s, 2H, CHO), 7.89 (s, 1H, Ar-H), 7,62 (s, 1H, Ar-H).
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13C NMR (400 MHz, D,O + NaOD): §(ppm): 196.66 (2 CHO), 143.13 (CaH), 134.13 (Ca:SH), 130.45
(CarCHO), 128.55 (CarH).

Melting point: Decomposition 190°C.

HRMS (ESI -): m/z: Calcd for CsHs0,S,™ = 196.9736 [M-H], Found = 196.9738.

= 2 ,5-dihydroxybenzaldehyde 106:

HO OH Chemical Formula: C7H603
Molecular Weight: 138.12 g.mol™’!

o=

2-hydro-5-methoxybenzaldehyde 105 (1 mL, 8.01 mmol) was dissolved with dichloromethane (3 mL).
Boron tribromide 1 M in dichloromethane (32 mL, 32 mmol) were added dropwise at 0°C, and the
mixture was stirred for 3 hours under argon. Then, water was added at 0°C and the aqueous layer was
extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic layers were washed with brine (3
x 200 mL), dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated under vacuum to afford 106 as a
white powder without further purification. Yield : 54% (m = 602 mg).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : §(ppm) : 10.62 (s, 1H, OH), 9.82 (s, 1H, CHO), 7.10 (dd, J = 8.9, 3.1 Hz, 1H,
Ar-H), 7.02 (d, J = 3.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.91 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Ar-H), 3,84 (s, 1H, OH). Data matched with

literature.6®

= 0,0'-(2-formyl-1,4-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 107 :

Chemical Formula: C13H4gN>03S,

\N—{S
/ 0 0 / Molecular Weight: 312.40 g.mol™
N
o= s N

2,5-dihydroxybenzaldehyde 106 (570 mg, 4.13 mmol) and DABCO (1.86 g, 16.5 mmol) were dissolved
with 5 mL of dry DMA under argon at 0°C. Then, dimethylthiocarbamoyl chloride (1.80 g, 16.5 mmol)
was dissolved with dry DMA (5 mL) under nitrogen and added dropwise to the mixture at 0°C. The

resulting suspension was stirred for 16 hours at room temperature. After addition of a large amount
of water, the precipitate was filtered off, washed with water (3 x 30 mL) and dried under vacuum.
Compound 107 as a white solid was collected without further purification. Yield : 69% (m = 881 mg).

H NMR (400 MHz, CDCls) : 5(ppm) : 10.04 (s, 1H,CHO), 7.61 (d, J = 2.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.37 (dd, J = 8.7,
2.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.18 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Ar-H), 3.50 (s, 3H, NCHs), 3.48 (s, 3H, NCHs), 3.44 (s, 3H, NCHs),
3.38 (s, 3H, NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCls): §(ppm) : 187.31 (CHO), 187.12 (2 x CSNO), 152.82 (Ca0), 151.76 (CaO),
129.74 (CaCHO), 129.60 (Ca), 125.22 (Car), 123.13 (Car), 43.52 (NCHs), 43.39 (NCHs), 39.00 (NCH),
38.85 (NCHs).

Melting point: 144,8°C — 146,2°C
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HRMS (ESI +): m/z: Calcd for Ci3H1sN2Na10sS,* = 335.0495 [M+Na]*, Found = 335.0496.

= SS'-(2-formyl-1,4-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 108 :

Chemical Formula: C43H4gN>03S,

\N—{O
/ S s / Molecular Weight: 312.40 g.mol™
)N
o= o \

The reactant 107 (360 mg, 1.15 mmol) were dissolved with 4 mL of diphenylether under argon. The

mixture was heating at 200°C for 2 hours. Purification by chromatography (eluent: Petroleum
spirit/DCM/MeOH : 60/40/0 to 0/97/3) give 108 as a brown solid. Yield: 24 % (m = 87 mg).

1H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) = 10.29 (s, 1H, CHO), 8.11 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.72 (dd, J = 8.1,
2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.58 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 3.16 (broad s, 3H, NCHs), 3.11 (broad s, 3H, NCHs), 3.09
(broad s, 3H, NCHs), 3.03 (broad s, 3H, NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCI3) : §(ppm) = 190.29 (CHO), 165.47 (CSNO), 164.79 (CSNO), 140.27 (Ca,CHO),
137.83 (CaS), 137.46 (CaS), 135.11 (Car), 133.09 (Ca), 132.17 (Car), 36.78 (NCHs), 36.68 (NCHs), 36.53
(NCHs), 29.69 (NCH).

Melting point: 98,7°C—100,1°C

HRMS (ES' +): m/z: Calcd for C13H17N>03S," = 313.0675 [M+H]+, Found =313.0677.

=  0,0'-(4-formyl-1,3-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 112:

N,

Chemical Formula: C13HgN,03S,
Molecular Weight: 312,40 g.mol™’
.S

2,4-dihydroxybenzaldehyde 111 (1.0 g, 7,25 mmol) and DABCO (3.25 g, 29 mmol) were dissolved with
10 mL of dry DMA under argon at 0°C. Then, dimethylthiocarbamoyl chloride (3.58 g, 29 mmol) was
dissolved with dry DMA (10 mL) under nitrogen and added dropwise to the mixture at 0°C. The
resulting suspension was stirred for 16 hours at room temperature. After addition of a large amount
of water, the precipitate was filtered off, washed with water (3 x 30 mL) and dried under vacuum. A
white-beige solid was collected without further purification. Yield : 76% (m = 1,73 g).

H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) = 10.03 (s, 1H, CHO), 7.94 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.12 (dd, J = 8.5,
2.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.93 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 3.47 (s, 3H, NCHs), 3.45 (s, 3H, NCHs), 3.41 (s, 3H, NCHs),
3.35 (s, 3H, NCH3).

13C NMR (400 MHz, CDCls) : (ppm) = 187.34 (CHO), 186.73 (CSON), 186.22 (CSON), 158.38 (Ca0),
155.78 (Ca0), 130.38 (CaCHO), 127.02 (Car), 121.38 (Car), 119.55 (Car), 43.51 (NCHs), 43.36 (NCHs),
39.10 (NCHs), 39.03 (NCHs).
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Melting point: 133,5-134,6 °C
HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C13H16N,03S;Na* = 335.0495 [M+H]*, Found = 335.0494

= S,S'-(4-formyl-1,3-phenylene) bis(dimethylcarbamothioate) 113 :

N\,

Chemical Formula: C43H1gN>03S,
Molecular Weight: 312,40 g.mol"
< A

Compound 112 (643 mg, 2,06 mmol) were dissolved with 5 mL of diphenylether under argon. The
mixture was heating at 200°C for 3 hours. Purification by chromatography (Eluent : Petroleum
spirit/AcOEt : 80/20 to 100/0) gave 113 as a brown oil. Yield : 10% (m = 63 mg).

H NMR (400 MHz, CDCls) : 6(ppm) = 10.32 (s, 1H, CHO), 8.03 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.75 (d, J = 1.6
Hz, 1H, Ar-H), 7.69 (ddd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 3.16 (broad s, 6H, 2 x NCH3), 3.04 (broad s, 6H, 2 x
NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCl;) : §(ppm) = 190.61 (CHO), 185.08 (CSON), 184.95 (CSON), 143.04 (CA.CHO),
137.60 (CarS), 136.39 (CarS), 135.88 (Car), 132.72 (Car), 128.67 (Car), 37.18 (2 NCH3), 36.99 (2 x NCH3).

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for C13H17N,05S," = 313,0675 [M+H]*, Found = 313,0676.

= 2 4-dimercaptobenzaldehyde 104 :

SH

Chemical Formula: C;HgOS,

HS Molecular Weight: 170.24 g.mol"
—

)

Compound 113 (40 mg, ) is dissolved with 480 mL of degassed 1,3 M of NaOH in water/ethanol 1/1
refluxing for 3 hours under argon. After cooling to 0°C, 5 mL of HCl 1 M was added and the resulting
precipitate was filtered, washed with water and liophilised. Compound 104 appeared as a brown solid.
Yield = 72% (m = 17 mg).

'H NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) =9.95 (s, 1H, CHO), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 7.18 (d, ) = 1.6 Hz,
1H, Ar-H), 7.13 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H, Ar-H), 5.82 (s, 1H, SH), 3.64 (S, 6H, SH).

13C NMR (400 MHz, CDCls) : §(ppm) = 191.71 (CHO), 140.41 (CaCHO), 139.13 (Ca/S), 136.60 (Ca/S),
129.26 (Car), 128.28 (Car), 124.46 (Car).

HRMS (ESI -): m/z: Calcd for CsHsO,S, = 168.9787 [M-H], Found = 168.9788
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= 4-bromo-2-methoxybenzaldehyde 117 :

o)

N

~ Chemical Formula: CgH;BrO,
Molecular Weight: 215.05 g.mol!

Br

4-bromo-2-hydroxybenzaldehyde 116 (1.482 g, 7.3 mmol) and potassium carbonate (4.0 g, 29.0 mmol)
were dissolved with 30 mL of DMF. Then, Mel (1.407 mL, 18.25 mmol) were added dropwise and the
mixture was stirred at 40°C for 16 hours. After cooling, dichloromethane (50 mL) and water (50 mL)
were added. The layers were separated, and the aqueous layer was extracted with dichloromethane
(3 x 50 mL). Combined organic layers were washed with brine (7 x 100 mL), dried with anhydrous
sodium sulfate and concentrated under vacuum. 4-bromo-2-methoxybenzaldehyde 117 was obtained
as beige solid without further purification. Yield : 45% (m = 704 mg).

H NMR (300 MHz, CDCls) : 8(ppm) 10.38 (s, 1H ,CHO), 7.69 — 7.63 (m, 1H, Ar-H), 7.19 — 7.13 (m, 2H,
Ar-H), 3.92 (s, 3H, OCHs). Data matched with literature.!%

= 2-methoxy-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzaldehyde 118 :

O\

Chemical Formula: C44H19BO4
Molecular Weight: 262.11 g.mol"

4-bromo-2-methoxybenzaldehyde 117 (350 mg, 1,63 mmol), bis(pinacolato)diboron (458 mg, 1,81
mmol), NaOAc (405 mg, 4,94 mmol) and (PPhs),PdCl; (22 mg, 0,032 mmol) were dissolved with 5 mL
of dioxane and degassed under nitrogen for 30 minutes and heated at 130°C for 24 hours. Then, the
mixture was filtered and the resulting insoluble was washed with AcOEt. The filtrate was concentrated
under vacuum and dissolved with AcOEt. Charcoal activated was added to the mixture, refluxing for
15 minutes, followed by a hot filtration on Celite®. The remaining filtrate was concentrated under
vacuum. Hexane was added, and the mixture was concentrated again under vacuum. A yellow solid
has been obtained for 118 without further purification. Yield : 86% (m = 389 mg).

1H NMR (300 MHz, €DCls) : §(ppm) : 10.52 (s, 1H, CHO), 7.83 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.48 (d, J = 7.6
Hz, 1H, Ar-H), 7.42 (s, 1H, , Ar-H), 4.00 (s, 3H, OCHs), 1.38 (s, 12H, CCHs). Data matched with
literature.'®
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= 3,3'-dimethoxy-[1,1'-biphenyl]-4,4'-dicarbaldehyde 119 :

—0
O\ Chemical Formula: C1gH1404
O Q \O Molecular Weight: 270.28 g.mol™
O_

Compounds 118 (369 mg, 1,41 mmol) and 5-bromo-2-methoxybenzaldehyde 117 (303 mg, 1,41 mmol)
were dissolved in 15 mL of dioxane/water mixture (2/1). Then, CsF (643 mg, 4,23 mmol) and

PdCly(dppf) (52 mg, 0,07 mol) were added and the resulting solution was stirred and heating at 90°C
refluxing for 24 hours. After cooling to room temperature, water was added (20 mL) and extractions
with dichloromethane (3 x 30 mL) has been performed. The combined organic layer was washed with
a saturated solution of NaCl (2 x 50 mL), dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated, and
concentrated under vacuum. Purification by chromatography (Petroleum spirit/ethyl acetate: 100/0
to 0/100 ) was performed and gave 119 as a brown powder. Yield : 41% (m = 154 mg).

1H NMR (300 MHz, €DCls) : §(ppm) : 10.51 (s, 2H, CHO), 7.93 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.29 — 7.24 (m,
2H, Ar-H), 7.17 (d, J = 1.4 Hz, 2H, Ar-H), 4.03 (s, 6H, CHs). Data matched with literature.®®

= 3,3'-dihydroxy-[1,1'-biphenyl]-4,4'-dicarbaldehyde 120 :

HO

\ O O Chemical Formula: C44H4¢O4
\O Molecular Weight: 242.23 g.mol™’!
OH

o]

Compound 119 (154 mg, 0.57 mmol) were dissolved with 5 mL of anhydrous dichloromethane under
argon at 0°C. Then, a 1 M solution BBr3 in dichloromethane (2.28 mL, 2.28 mmol) was added dropwise
to the mixture. After 3 hours stirring at room temperature, water (10 mL) was added at 0°C and
extraction with dichloromethane (3 x 15 mL) was performed. The combined organic layer was washed
with brine (2 x 40 mL), dried with anhydrous sodium sulfate, filtrated, and concentrated under vacuum.
Compound 120 was obtained as a brown solid without further purification. Yield: quantitative (m =
135 mg).

1H NMR (300 MHz, CDCls) : 8(ppm) : 11.10 (s, 2H, OH), 9.96 (s, 2H, CHO), 7.67 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar-H)
and 7.29 — 7.22 (m, 4H, Ar-H). Data matched with literature.'®®

=  0,0'-(4,4'-diformyl-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl) bis(dimethylcarbamothioate) 121 :
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O Q / Chemical Formula: CyqHyoN>0O4S,
g Molecular Weight: 416.51 g.mol"'
o)
s~
N_
/

Coumpoud 120 (134 mg, 0,53 mmol, 1 eq.) and DABCO (229 mg, 2,05 mmol, 4 eq.) were dissolved with
5 mL of anhydrous DMA under argon at 0°C. Then and carbamoyl chloride (250 mg, 2,05 mmol) with 5
mL of anhydrous DMA was added to the mixture, which was stirred overnight at room temperature.
Then, water was added and a precipitated was collected after filtration. The solid was washed with
water (3 x 20 mL) and dried under vacuum. Compound 121 was obtained as a beige solid. Yield: 69%
(m =161 mg).

H NMR (400MHz, CDCls): 8(ppm) : 10.11 (s, 2H, 2 x CHO), 8.00 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.66 (dd, J =
8.1, 1.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.41 (d, J = 1.6 Hz, 2H, Ar-H), 3.50 (s, 6H, 2 x NCH3), 3.46 (s, 6H, 2 x NCH3).

13C NMR (400 MHz, CDCls): 5(ppm) : 187.82 (CHO), 187.00 (CSNO), 155.72 (Car), 145.26 (Car), 130.24
(Car), 128.89 (Car), 125.23 (Car), 123.42 (Car), 43.56 (2 NCH3), 39.07 (2 NCH).

Melting point: 216,5 — 217,2°C.
HRMS (ESI +): m/z: Calcd for CooH20N2Na104S,* = 439.0757 [M+H]+, Found = 439.0751

= S5,5'-(4,4'-diformyl-[1,1'-biphenyl]-3,3'-diyl) bis(dimethylcarbamothioate) 122:

N_

o~

S
O\
Q O A Chemical Formula: CooHoN204S,
(0]
S

Molecular Weight: 416.51 g.mol""
-

—N
\

Compound 121 (85 mg, 0.20 mmol) was dissolved with 3 mL of diphenylether and the resulting mixture
was stirred at 215°C under argon. Purification by column chromatography (Petroleum spirit/ Ethyl
acetate, 100/0 to 25/75) gave 122 as a white-pink powder. Yield = 53% (m = 45 mg).

1H NMR (400 MHz, CDCls) : 8(ppm) : 10.40 (d, J = 0.7 Hz, 2H, CHO), 8.14 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.84
(d,J = 1.5 Hz, 2H, Ar-H), 7.81 (ddd, J = 8.0, 1.8, 0.7 Hz, 2H, Ar-H), 3.14 (d, J = 57.2 Hz, 12H, NCHs).

13C NMR (400 MHz, CDCls) : 5(ppm) : 190.69 (CHO), 164.95 (CSNO), 144.19 (CaCHO), 137.33 (CarS),
136.23 (CarS), 133.18 (Car), 129.36 (Car), 128.89 (Car), 53.43 (2 NCH3), 37.28 (2 NCHs).

Melting point = 210,0 — 211,5°C.

HRMS (ESI +): m/z: Calcd for CaoH20N2Na104S,* = 439.0757 [M+H]+, Found = 439.0759
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= 3 3'-dimercapto-[1,1'-biphenyl]-4,4'-dicarbaldehyde 115:

HS
0
O Q / Chemical Formula: C14H10,S,
g Molecular Weight: 274.35 g.mol"!
SH

Compound 122 (38.0 mg, 0.09 mmol) was dissolved with 700 uL of a degassed 1.3 M solution of KOH
with ethanol/water 1/1, refluxing under argon for 3 hours. After cooling, HCl 4 M was added (5 mL).

Extraction with dichloromethane (2 x 10 mL) was performed and the combined organic layers were
washed with water (10 mL) and NaCl saturated (10 mL), dried over MgSQ,, filtered off and evaporated.
Compound 115 was obtained as a yellow solid. Yield = 63% (m = 16 mg).

H NMR (300 MHz, CDCls) : §(ppm) = 10.13 (s, 2H, CHO), 7.85 (d, J = 7.9 Hz, 2H, Ar-H), 7.58 — 7.48 (m,
4H, Ar-H), 5.84 (s, 2H, SH).

HRMS (ESI -): m/z: Calcd for C14Hs0,S, = 273.0049 [M-H]', Found = 273.0051.

) ITC experiments

1) General procedures

ITC experiments have been performed with a microcal calorimeter Malvern ITC200.
Temperature was set to 298 K. In every experiment, the host solution is at concentration [Host] in a
Tris buffer (200 mM) and placed in the cell (200 pL), and the guest at the concentration [Guest] and is
placed in the syringe (40 pL). Then, successive aliquots of guest solution were added thanks to a
computer-automated injector with 2 min intervals. Heat changes were recorded after each addition.
The first injection was discarded from each dataset to remove effect of guest diffusion across the
syringe tip during the equilibration process. For the following tables, thermodynamic parameters were
obtained from binding model of the MicroCal ITC Origin software. Concentration [Guest] and [Host]
are expressed in mM, Stoichiometry (n), the association constant (K) in M and the enthalpy of binding
(AH) cal.mol? were obtained. Other thermodynamics parameters were calculated from the equation
AH - TAS = -RTInK with T the temperature and R = 8.314 J.mol2.K. AS in cal. molL.K? Cis the Wiseman
parameter : c = n [host] K. All the corresponding thermograms is presented in the appendix C.

2) Results

A) Macrocycle 43
TRIS buffer used at pH = 8.3. [Guest] is ten times more concentrated than [Host]. 2 uL was added for
each measurement. Therefore, 20 points were plotted to get 2 equivalents. If the number of
equivalents is different, concentration has been modified using the same method.

a) With diamine
Thermodynamic parameters were obtained from 1:1 binding model of the MicroCal ITC Origin
software. Only hexanediamine was able to give a correct modelisation. For the other diamine, only
dilution was observed for [host] = 1.0 mM and [Guest] = 10.0 mM.
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Host Vs

[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) | AS n c
Guest
4;VS 67
# 1.0 15.0 1.2210* | 8.7410% | 0.07 | -2599 | 52.26 | 9.98 | 0.55 | 7
4;VS 65
# 1.0 10.0 1.6910% | 2.9810% | 0.18 | -2091 | 87.79 | 12.3 | 0.51 | 8
4;VS 6,
43 1.0 10.0 1.6910% | 3.2410° | 0.19 | -1984 | 77.27 | 12.7 | 0.54 | 9

b) With spermidine and spermine

= 4;VS spermidine 7 :
Host Vs

[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) | AS n c
Guest
4;VS 7 1.0 10.0 8.7010° | 1.0410° | 0.12 | -714 | 1193 | 165 | 0.88 | 8

= 4; VS spermine 8 : 45 was in the cell and spermine in the syringe. Thermodynamic parameters

were obtained from the “two set of sites” fitted but only integration was collected for further

analysis.

43VS 8 #1: cell [43] = 0,5 mM et syringe [8] = 6,25 mM
4;VS 8 #2: cell [45] = 0,5 mM et syringe [8] = 6,25 mM

4;VS 8 #3: cell [43] =1 mM et syringe [8] = 10 mM (40 injections)

= Spermine 8 VS 4; (reverse titration) : Spermine was in the cell and dyn[3]arene in the syringe

Host
Vs [Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) AS n
Guest
8VS4; 8.85 | 1.85
0.50 5.0 0.21 -2187 57.60 15.3 0.70
#1 10% 10*
8VS4; 7.26 | 1.34
0.25 5.0 0.18 -2560 65.85 13.7 0.69
#2 10* 10*
8VS4; 8.54 | 6.66
0.25 5.0 0.07 -2995 40.24 12.5 0.77
#3 10* 103

B) Macrocycle 44
TRIS buffer used at pH = 7.4. [Guest] is fifteen times more concentrated than [Host] in the initial
procedure, but optimisations could have been done. 1uL was added for each measurement. Therefore,
26 points were plotted to get 2 equivalents. If the number of equivalents is different, concentration
has been modified using the same method.

a) With diamines

——
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[Host] | [Guest] | K AK | AK/K | BH  [ABH)| as | n | c
4, VS 6,
i1 1.2 20 3.0710* 3.5910° 0.12  -1037 1548 17.1 08 27
4, VS 6,
i 1.1 20  3.3210* 4.5710° 0.4  -951.8 17.09 17.5 0.8 29
4,4 VS 6,
ia 1.3 20 2.8310* 2.2410° 0.09  -1028  10.56 169 0.9 33
4, VS 63 1
i 0.07 3.0010° 3.7010*° 0.12  -1449  26.42 202 0.8 17
4, VS 63
i 0.30 75  15310° 7.7010° 0.05  -1251 723 195 0.7 33
4, VS 63
ia 0.40 75 12710° 6.6110° 0.05  -1173 637 194 09 45
4,4 VS 64 8.30 10°
i 0.02 03  8.6510° 0.09  -4811 3417 156 09 131
4, VS 64 , 8.8010°
i 0.02 03  1.2410 0.07  -5444 2491 142 09 193
4, VS 64 1.07 106
42 0.02 03  1.04107 010  -6112 4566 11.6 10 183
4,VS 65
i1 0009 01  3.3210" 53110° 0.6  -6171  52.12 132 1.0 283
44 VS 65
i 0016 03  3.64107 3.8810° 0.11  -5691  26.45 155 09 534
44 VS 65
i 0016 03 236107 2.0210° 009  -6530 3051 11.8 09 316
4,VS 66 , ]
i1 0.02 03 338107 29410° 008  -6580  23.09 132 11 570
4, VS 66
i 0.02 03 519107 4.3210° 013  -5937 3459 142 10 570
44 VS 66
42 0.01 01  4.04107 2.6110° 006  -6557  20.01 12.8 1.1 458
4, VS 6,
i1 0.02 03 531107 1.1210°7 021  -7482 6025 102 09 892
4,VS 6,
i 0.01 02 527107 129107 024  -7616 66.80 9.78 10 557
4, VS 6,
i 0.01 02 201107 3.2410° 016  -7440 67.97 846 11 320
44 VS 65
i1 0.008 0.1 202107 3.1210° 0.15  -9257 9428 237 09 147
44 VS 65
i 0.018 03 162107 1.4910° 009  -8392 4504 4.84 09 260
44 VS 65
42 0018 02  2.68107 2.0210° 0.07  -9027 4497 371 08 390
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b) With FITC-spm 15

Host Vs
[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) | AS n c
Guest
44VS 15 ]
1 0.10 1.50 1.64 10 1.44 10> 0.09 -5689 32.34 935 1.13 169
4,VS 15
. 0.10 1.50 1.0710° 1.2410° 0.11 -5996 53.14 7.49 1.06 113
4,VS 15
43 0.10 1.50 2.3010° 3.1210° 0.13 -5688 44,79 10.0 1.11 346
¢) Interaction with metals
Host Vs
[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) AS n C
Guest
4, VS
1.1 15.0 416 10* 1.6210° 0.04 3372 13.66 32.4 1.18 54
CaCl, #1
4, VS
1.0 15.0 3.7510* 2.4610° 0.06 6040 58.28 41.2 0.72 40
CaC|z#2
4, VS
1.0 15.0 6.9010° 4.9910® 0.07 4966 38.87 38.8 0.79 54
CaCl; #3
4, VS
Eucl 0.22 3.0 5.0110° 4.2910* 0.09 6335 41.39 47.3 1.19 131
ucClis
4, VS
7nCl 1.1 15.0 2.3010* 1.9110° 0.08 3759 47.54 32.6 0.89 21
2
4, VS
Nicl 0.5 7.5 1.3710* 1.7710® 0.13 2228 100.9 264 0.73 5
1C12
4, VS
1.0 15.0 42110* 1.4710° 0.03 5068 23.98 38.1 0.76 32
MnC|z
4, VS
1.0 15.0 1.3110* 1.0210° 0.08 3390 67.60 30.2 0.69 9
CoCl;
4, VS
Lacl 1.0 15.0 1.3610° 2.9110* 0.21 8165 1479 509 0.76 115
3
4, VS
1.0 15.0 6.9810°> 2.8910° 0.19 9140 174.6 574 0.66 274
SmCI3
4, VS
1.0 15.0 4.7110° 1.1910° 0.25 8546 121.7 54.6 0.71 334
NdCls
( |
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d) Interaction with other amines (HistNH; 10 et 4- aminobutanol 12)

Host Vs
[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) AS n c

Guest
4,VS10 1.0 7.0 6.8310° 1.7810° 0.26 -442.8 43.11 16.1 054 4

4,Ca Vs
12 1.0 15.0 5.4710° 6.1510®> 0.11 -4219 2771 296 046 3

-1.08
4,VS 12 0.10 1.50 2.2310° 1.6710* 0.07 10° 1274 -11.7 094 21
C) Substitution from dynaréne-ethylénediamine complex 44-6;

Host Vs
[Host] | [Guest] K AK AK/K AH A(AH) | AS n c

Guest

4,-6, VS
741 0.20 3.0 1.8710° 1.9710° 0.10 -3427 22.17 17.2 0.69 260

4,-6, VS
742 0.050 0.750 6.8310° 5.9210° 0.09 -4656 25.43 15.7 0.68 231

4,-6, VS
743 0.050 0.750 1.34107 1.8510° 0.13 -4842 31.78 16.4 0.72 483

4,-6, VS
8 #1 0.20 3.0 7.1510° 1.1410° 0.16 -4178 59.08 12.8 0.66 98

4,-6,VS
8 #2 0.20 3.0 2.5610° 4.8510° 0.19 -4475 59.98 143 0.69 174

4,-6, VS
8 #3 0.20 3.0 3.2410° 5.7810° 0.17 -4730 51.92 139 0.78 252

IV)  Combinatorial libraries — HPLC analysis

1) Methods

Analysis was carried out with an HPLC Agilent 1260 Infinity system equipped with a quaternary
pump, an auto-sampler and a diode array detector. Runs were performed at 30°C. The wavelengths
for the detection were 210 and 250 nm.
Method A: Agilent Eclipse Plus Cg, 3.5 um, 4.6 x 150 mm, Vinj = 3 uL, flow 1 mL/min. Gradient water +
0.05 % TFA / MeCN + 0.05 % TFA in 25 min method (to 80/20, ts 60/40, ts 0/100).

Method B: Phenomenex Kinetex C13 100 A 2.6 um 100 x 2.1 mm Vin; = 10 L, flow 0.5 mL/min. Gradient
water + 0.1 % formic acid / MeCN + 0.1 % formic acid in 19 min method (to 100/0, t; 100/0, t;5 40/60,
t17 0/100, t19 0/100)

Method C: Restek Raptor Biphenyl, 2.7 um, 3.00 x 50 mm, Vinj = 5 pL, flow 0.8 mL/min. Gradient water

+0.1 % formic acid / MeOH + 0.1 % formic acid in 17 min method (to 70/30, t15 0/100, t;7; 0/100)
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2) Procedures

A) Dynamic combinatorial libraries with building block 4, 5 or 4 and 5 with or
without template

Dynamic combinatorial screening was conducted as follows: a solution of building block (4
mM) and a chosen template Tx (1 mM) was dissolved in water. The pH was adjusted to 7.4 with aliquots
of NaOH and building blocks could form cycles through the formation of disulfide bridges in presence
of air and are analysed until equilibrium. Studies on dynarenes 4, were performed with method A,
studies on 5, and 4,5, were carried out with method B. All template tested for the chemical library
with 5 alone and 4 and 5 together are summed up in the appendix A.

B) Sulfur extrusion analysis
Direct substitution reactions: Dynamic chemical libraries was conducted as follows: a solution of
building blocks (each 1 mM, except if there is modification) were dissolved with water. pH was adjusted
to 7.4 with aliquots of NaOH. Method A was used for the analysis until equilibrium.

Extrusion with phosphorous reagent : Dynamic chemical libraries were conducted as follows: a
solution of building block 1ImM and the corresponding equivalent of phosphine was dissolved with
water. The pH was adjusted to 7.4 with aliquots of NaOH. Method A was used for the analysis until
equilibrium.

Spontaneous extrusion : Chemical libraries were made with building block 4 (1 mM) and 47 or 48 (1
mM) in water. pH was adjusted at 7.4. Method A was used for the analysis with LC/MS.

Optimisation of spontaneous extrusion: Dynamic chemical libraries were conducted as follows: a
solution of building blocks (each 1mM). Method C was applied for those applications.

V)  Cristallographic structure

X-ray quality crystals were obtained using hanging drop vapor-diffusion method in 24-well Linbro-
style plates. The drops were equilibrated against 500 pl of crystallisation reagent in the reservoir. X-
ray diffraction data were collected using Rigaku FRX micro-focus rotating anode (2.9kW) and PILATUS
200K hybrid pixel detector, at the IECB X-ray facility (UMS 3033). Diffraction data were processed using
the CrysAlisPro package. The structure was solved with Shelxt1 and refined by full-matrix least-squares
method on F2 with Shelx/-20142 within the Olex2 suite. Non-hydrogen atoms for the host and guest
molecule were refined with anisotropic displacement parameters. Hydrogen atoms were added for
the host and guest in idealised positions using HFIX and refined with riding models. For few of the
solvent molecules, positions of hydrogen were determined. DFIX, DELU, SIMU and ISOR instructions
were used in order to model displacement parameters and geometry of molecules. FVAR function was
used during the refinement of occupancy factors of disordered parts. The final cif files were examined
using IUCR’s checkcif algorithm. The B-level alerts (PLAT306_ALERT_2_B) Isolated Oxygen Atom (H-
atoms Missing?) corresponded to hydration water molecules. The thermal nature of water molecules
and the level of apparent electron density assured their modelling. Structures have been deposited in
the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC).
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Experimental reagent for crystallisation and crystallographic datas :

Crystallogenesis
Crystallization reagent
Duration Crystal size
4, 2M Ammonium sulfate 1 day (0.15 x 0.05 x 0.05) mm
2.5M 1,6-Hexanediol (14)*, 0.1M tri-
4, lexanediol (14) " 3days | (0.40x0.10x0.05) mm
sodium citrate (pH 5.6)
4, - LysNH,
1.2M Ammonium sulfate, 0.1M HEPES (pH
i 1lda 0.07 x0.03 x 0.03) mm
(Racemic 7.5), 2% w/v Polyethylene glycol 400 y ( )
mixture)
Structures 4, 4,-14 4, - LysNH;

Chemical Formula

C32 H18 030 S8

C19 H27 Na3 019

C38 H23 N3 026 S8

sS4
Formula weight 1138.94 757.89 1194.07
Temperature 100 K 100 K 100 K
Wavelength 1.5418 A 1.5418 A 1.5418 A
Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Space group P2; P2/n Pn

Unit cell dimensions

a=10.248 (3) A

a=12.130(2) A

a=11.058 (10) A

b=23.721(5)A

b=10.737(2) A

b=10.713 (10) A

c=11.087 (3) A

c=23.764 (4) A

c=21.643(3) A

B =115.082 (3)°

B =97.864 (3)°

B =91.862 (10)°

3066.22 (9) A3

2562.87 (5) A

Volume 2441.25 (12) A®°
z 2 4 2
Density g cm? 1.549 1.642 1.547
u/mm 4.241 4.021 4.028
Total reflections 17120 22003 36980
Unique data [Fo > 20F0] 8784 6046 8551
Rint 0.0329 0.0177 0.0343
Parameters/restraints 669/43 489/18 661/31

R1, wR2 0.0594, 0.1776 0.0396, 0.1665 0.0633,0.1818
Goodness-of-fit 1.064 1.615 0.987
CCDC number 1554744 1554745 1554746
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VI) NMR Titration

A solution of the host (1 mM in 600 uL of D,0, adjusted pD at 7.4 with NaOD) was prepared. A solution
of TMSP used as a calibrant was prepared in D,0 at 0.6 M and 1 plL was added to the tube (1 eq.). The
NMR spectrum was recorded (64 scans). A solution of guest (15 times more concentrated, adjusted pD
at 7.4 with NaOD) was also prepared. Subsequently small portions of the guest were added to the
solution in order to reach different equivalents between host and guest. After each addition of the
guest, NMR spectra were recorded. The shift of the signal of host’s proton was followed. The additions
of guests were done in order to reach a large excess of guests. Binding constants were obtained by
curve-fitting of (A8=f([Guest])) where A is the variation of the chemical shift, using Origin software of
Bindfitt. The methodology followed for the curve-fitting was developed by Dr. Septavaux using
empirical equation described by Fielding. Fitting are reported in the appendix D.

VII) RTCA experiments

1) General procedure for Cell Cycle Analysis with a single molecule: ICsg
measurement
Hela cells were grown in 16-well plates, 1 x 10° cells per well. Cells were kept in an incubator containing
5% CO,, at 37 °C during the experiment and the Cell Indexes of the wells were recorded from the
beginning (0 hours) continuously with Real Time Cell Analyzer Method (RTCA). Molecules used as a
drug was dissolved in the cell culture medium before the experiment (range from 1 uM to 2 mM). After
19-20 hours the cells were treated with the sample solutions and incubated for further 72 hours. The
Cell Index of all samples were normalised to the time of treatment (black line), thus at this time point
the normalised cell index of each sample is 1. The normalised cell index is expressed in the function of
time. The inhibitory concentration corresponding to the 50% proliferation inhibitions (ICso) was
calculated approx. 12 hours after treatment (red line). ICso value is calculated by the RTCA’s Software.

For macrocycle 44 :

Time of injection | Time of analysis I1Cso value
20 hours 32 hours 72.6 uM (r? =0,981)
27 hours 39 hours 84.7 uM (r* =0,961)
21 hours 33 hours 78.9 uM (r?= 0.946)
27 hours 39 hours 77.3 uM (r? = 0.995)

For macrocycle 45 :

Time of injection | Time of analysis ICso value
24 hours 36 hours 2.68 mM (r?=0,921)
24 hours 36 hours 1.64 mM (r?2 = 0,964)
21 hours 33 hours 2.46 mM (r?= 0.946)
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For macrocycle CB[7] :

Time of injection

Time of analysis

ICso value

For building block 4 :

24 hours 36 hours 24.5 mM (r?> = 0,859)

21 hours 33 hours 3.36 M (r’=0.931)

20 hours 32 hours Undefined
Time of injection | Time of analysis 1Cso value

24 hours 36 hours 0.570 mM (r? = 0.940)
22 hours 34 hours 0.452 mM (r?= 0.980)
22 hours 34 hours 0.601 mM (r?= 0.964)

For terephtalic acid 14:

Time of injection | Time of analysis | ICso value
24 hours 39 hours Undefined
For the complex dynarene 4 — spermine 8:
Time of injection | Time of analysis | I1Cs value
19 hours 31 hours 304 uM (r? = 0.938)
22 hours 34 hours 128 uM (r*= 0.931)
24 hours 36 hours 178 uM (r*= 0.996)

2) General procedure for Cell Cycle Analysis with precomplexed 44

Hela cells were grown in 16-well plates, 1 x 10° cells per well. Cells were kept in an incubator containing
5% CO,, at 37 °C during the experiment and the Cell Indexes of the wells were recorded from the
beginning (0 hours) continuously with Real Time Cell Analyzer Method (RTCA). 44 and the ligand
(Spermine, spermidine, putrescine) were dissolved in the cell culture medium before the experiment.
19-20 hours the cells were treated with the sample solutions and incubated for further 72 hours. Two
wells contained no drug, two well contained 45 1 mM without any ligands and nine wells containing
complexes with 44 1 mM and ligands (3 wells for each ration 1/0.5; 1/1 and 1/2). Comparative analysis
has been performed 12 hours after the injection and normalisation. Data were obtained as duplicate
or triplicate.

VIIl) Microscopy

Hela cells were seeded on a coated cover glass in a 12-well plate at a density of 5.10* cells per well in
medium containing DMEM medium and incubated in a humidified 5% CO, atmosphere at 37°C for 24
h. The culture medium was replaced with 600 pL of the sample solution (FITC-spm 15 or A4-FITC-spm
4,-15 at 10 uM in buffer hanks balanced). The cells were incubated for 1 h at 37 °C. The incubated cells
were washed three times with washing buffer (Buffer Hanks Balanced salts). A solution with Hoescht
33342 (0.1 pg/mL) was added to detect the nucleus. The incubated cells were washed three times with
washing buffer (Buffer Hanks Balanced salts). Then, they were fixed with 1% (w/v) para-formaldehyde
solution and examined with a microscope Zeiss Axio Scope Al (HBO 100 lamp). Different filters were
used (for FITC spm or the complex): Excitation BP 470 + 40 nm, emission 525 + 50 nm, for Hoescht
33342: excitation 365 nm, emission 445 + 50 nm). Data were obtained at least as triplicate.
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IX) Human Spermine Synthase KIT ELISA
HelA cells treated with macrocycle 44 for 48 h. Analysis at O hours, 24 hours and 48 hours were
performed. The concentration of intracellular spermine synthase was detected according to the
manufacturer’s instructions. Data were obtained as triplicate. Calibration curve is available on the

annexe part.

X)  Protein Assay Kit
HelA cells treated with macrocycle 44 for 48 h. Analysis at 0 hours, 24 hours and 48 hours were
performed. Pierce™ BCA Protein assay kit was used. The number of proteins was detected according
to the manufacturer’s instructions. Data were obtained as triplicate. Calibration curve is available in
the annexe part.
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Annexe A : HPLC

Proportions des especes générées dans la chimiotheque de 5 seul selon le template Tx :

Template Pic injection 53 54 53/54
No template 6 10 84 0.12
T1 14 8 78 0.10
T, 17 8 75 0.11
T3 4 10 86 0.12
Ts 3 11 86 0.13
Ts 23 8 69 0.11
Ts 9 9 82 0.11
T7 9 9 81 0.11
Ts 10 9 81 0.11
To 14 10 76 0.13
T1o 12 5 82 0.06
T 15 4 80 0.05
T2 4 11 85 0.13
Tis 13 9 78 0.11
T1a 10 10 80 0.12
Tis 6 6 86 0.07
Tis 2 8 90 0.08
T17 20 9 69 0.13
Tis 8 10 81 0.12
Tio 9 10 81 0.12
Tao 2 12 86 0.14
T 10 9 81 0.11
T 3 10 86 0.12
T2z 6 11 83 0.13
T 11 9 79 0.11
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Proportions des espéces générées dans la chimiothéque de 5 avec 4 selon le template Ty:

Template | 4,5 | 435 | 4,5, +45, | 453 | 5, | 4, + solvant
No template | 8 | 15 14 28 | 1 34
Ta 17 | 19 26 16 | 1 20
T2 0 | 33 42 710 18
Ts 4 |20 37 25 | 2 12
Ts 5 0 34 22 | 5 36
Te 4 0 11 12 | 1 72
T7 9 4 28 27 |11 21
Ts 2 |12 59 27 1 0 14
To 3 8 18 5 |22 45
T1o 0 | 34 44 710 15
Ti1 3 19 41 24 | 1 11
T3 0 2 57 16 | O 27
T 1 9 56 15| 0 18
Tis 0 17 59 7 0 16
T 4 4 55 24 | 0 13
Tis 6 4 34 25| 0 20
Tio 8 0 48 22| 0 22
Tao 3 |17 46 6 |13 14
Ta 3 | 18 40 23 | 2 13
T2 0 | 40 40 10| 0O 10
Tas 11 | 2 38 25| 0 23
Toa 3 11 57 10| O 19
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Annexe B : LCMS

Bibliotheque 4 et 47 :
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Bibliotheque 4 et 48 :
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Annexe C : thermogramme ITC

Avec le dyn[3]aréne 4s.
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43 VS Heptanediamine 6;:
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8 VS spermine 4s:
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4, VS Propanediamine 63:
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4, VS Butanediamine 64:
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4, VS Heptanediamine 6;:
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4, VS CaCly:
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4, VS LaCl3:

4, VS NdCls3 :

4,VSSmCls :
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4,Ca VS 4-aminobutanol 12 :

4, VS 4-aminobutanol 12 :
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Annexe D : Titration en RMN :

e Titration de 4, VS Histidine 9:

Hote : [44) =1 mM, D,O pD = 7.4 + 1 eq. de TMSP et invité [9] =15 mM, D,0 pD =7.4.

Modélisation 1:1 sur Origin :
Ka=851.6 +21.7 M, r2=0.978

m  dDe
NMR_HG_11_ol

0.08

0.06
& 0.04
T

0.02 4

0.00

T T
0.000 0.002 0.004
GO

Modélisation 1:1 sur Bindfitt :
Ka=929,7 +16.7 M*

8.08 ppm
v 7.9945

8.07 ppm

8.06 ppm

8.05 ppm

< 8.04 ppm

8.03 ppm

8.02 ppm

8.01 ppm

8 ppm
05 1 15 Z 25 3 35 4 45 5 55
Equivalent total [Gle/[H]e

0.0015 ppm
- 7.9945 residuals

0.001 ppm

0.0005 ppm

0 ppm

-0.0005 ppm .

-0.001 ppm
05 ] 15 2 25 3 35 4 45 5 5
Equivalent total [GleH]e
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e Titration of Histidine 9 VS (44 + CaCl,):

Hote : [9] =1 mM, D,0O pD =7.4 + 1 eq. de TMSP et invité : [44-CaCl;] = 15 mM, D,0 pD =7.4.

Modélisation 1:2 (1 Histidine 9 pour 2 complexes 44-CaCl,) sur Origin :
K.1=9.8.10'+8.4.10'M™ et K,2 =2.0.10° + 1.6.10°M™*

= B
—— NMR_
|
0.2+
[ ]
m
0.1+
0.04
T T T T T
0.000 0.002 0.004
A

. Titration Histidine 9 VS CaCl..

Hote : [9] =1 mM, D,0 pD = 7.4 + 1 eq. de TMSP et invité: [CaCl;] = 15 mM, D,0 pD = 7.4.

Modélisation 2:1 (2 Histidine 9 pour 1 CaCl,) avec Bindfitt :
Kal=1.57 102+ 0.04 10> M et Ka2 =4.72 10% £ 0.12 10> M

0.02 ppm
0.015 ppm
0.01 ppm
0.005 ppm
0ppm
-0.005 ppm
-0.01 ppm
-0.015 ppm

-0.02 ppm
Z 3 4 5 6 7 8

Equivalent total [GloH]e
0.0005 ppm
0.00025 ppm
0ppm
-0.00025 ppm

-0.0005 ppm

-0.00075 ppm
2 3 4 5 i} T 8

Equivalent total [Glo[H]e
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e Titration 4,4 + CaCl, VS 4-aminobutanol 12 :
Hote : [4s-CaCly] = 1 mM, D,O pD =7.4 + 1 eq. de TMSP.
Guest solution: [12] = 15 mM, D,O pD = 7.4.

Modélisation 1:1 (1 complexe 44-CaCl, pour un 4-aminobutanol 12) avec Origin :
Ka=2.10 10* + 0.21 10* M, r> =0.988

' = |B
—— NMR_HG_11
0.10 W = .
- L
-
v
m 0.05 J
"
/
]
0.00 - -Z
0.000 ' 0.002 ' 0.004 ' 0.006

A

Modélisation 1:1 (1 complexe 44-CaCl, pour un 4-aminobutanol 12) avec Bindfitt:
Ka=1.1010*+0.17 10*M™*

8.14 ppm
+ 8.022

8.12 ppm

8.1 ppm

© 808 ppm

8.06 ppm

8.04 ppm

8.02 ppm
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H

Equivalent total [Glo/[H]e

0.01 ppm
8.022 residuals

0.0075 ppm

0.005 ppm

0.0025 ppm

0 ppm

-0.0025 ppm
0 1 2 3 4 5 [l 7 8 9 10 "

Equivalent total [Clo/[H]e
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Annexe E : Droite de calibration pour le test ELISA :

log(A-AO0) = f(log[C])

0,6 y =0,8188x - 0,5103
R?=0,9829...*""

-1,2

Annexe F : Droite de calibration pour la détermination du nombre de protéines

1,2
c'.‘
1

A '
c 0,8 y =0,0006x
o a R2=0,9913
0 .
8 0,6 ‘
c
©
2 °..
2 04
o]
< 0.

0,2 o

>
o
0 500 1000 1500 2000
Concentration (pg/ml)
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif de ce manuscrit était d’étudier en profondeur les propriétés de reconnaissance de
composés d’intérét biologiques par des récepteurs macrocycliques auto-assemblés en milieu aqueux.

Une nouvelle famille de macrocycle, présentant des ponts disulfures, appelée dyn[n]aréne a
été obtenue au sein de chimiothéque combinatoire dynamique. Des dy[n]arénes polycarboxylates
hydrosolubles (n = 3, 4) ont ainsi été isolées dans le but d’effectuer de la reconnaissance moléculaire
d’invités cationiques. Le dyn[3]aréne polycarboxylate a été décrit comme un récepteur capable
d’effectuer des complexes hors cavité, avec différents modes d’association selon la polyamine
biogénique invitée. Le dyn[4]arene polycarboxylate a été étudié premierement avec une série d’a,w-
alkyle-diamines de longueur variable, formant des complexes d’inclusion. Les sélectivités observées
pour les plus longues ont été interprétées en prenant en compte le réle crucial de I'eau lors des
processus de solvatation/désolvatation. Des modes d’association originaux ont été mis en évidence
avec des acides aminés et des métaux. Le dyn[4]aréne polycarboxylate est enfin capable de
reconnaitre sélectivement les polyamines (spermine et la spermidine) modulant la prolifération
cellulaire. Les constantes d’association correspondantes ont été mesurées en modifiant les
méthodologies précédemment publiées et ont révélé que ces constantes avaient été sous-estimées,
puisque supérieures a 10'° M. Des applications en biologie cellulaire ont par la suite été développées,
mettant en évidence un effet anti-prolifératif cytostatique transitoire du dyn[4]arene polycarboxylate
sur les cellules cancéreuses. Une preuve de l'internalisation a été effectuée, montrant une action au
sein du cytoplasme des cellules. L’hypothése la plus probable du caractére transitoire serait la fragilité
des ponts disulfures des dynarenes face aux oxydants et nucléophiles du milieu cellulaire.

Dans le but d’allier chimie combinatoire dynamique et post-modification en édifice robuste,
I’étude du processus d’extrusion de soufre a partir de disulfure a été initiée au cours du second
chapitre. Ces réactions, étudiées depuis les 70, ont été peu décrites dans I'eau et en présence d’acide
carboxylique. Dans le but de rendre les dyn[n]rénes polycarboxylate plus robustes, nous avons tenté
d’étudier les divers processus d’extrusion de soufre sur des disulfures linaires modeles, mais aucun
produit présentant des liens thioéthers n’a été isolé. Nous avons mis en évidence un intermédiaire
particulierement stabilisé dans I’'eau généré a partir d’aminosphophine et de disulfure dibenzylique.
Nous avons néanmoins mis en évidence, lors d’assemblage entre des briques dithiophenols
dicarboxylates et benzenedithiol dipyridinium par pont disulfures, qu’un phénoméne de
monoextrusion de soufre spontanée avait lieu quantitativement. De nouveaux macrocycles
zwittérioniques a lien thioéther, potentiels récepteurs a acides aminés, ont été identifiés au sein de
ces chimiothéques devenues statiques. Les perspectives sont donc axées autour de la compréhension
de ce phénomene d’auto-extrusion dans I'espoir de I'appliquer aux dynarénes.

Enfin, dans le but de synthétiser des nouveaux cavitands ayant une géométrie et des modes
d’interactions différents des dynarénes avec des partenaires moléculaires potentiels, la conception
poly-iminodithiocine a été envisagée. Les travaux antérieurs effectués dans le laboratoire avaient déja
montré la possibilité de synthétiser des iminodithiocines fonctionnalisées par des ainsi que des oligo-
dithiocines linéaires. Nous nous sommes focalisées sur la conception d’iminodithiocine hydrosolubles
dans un premier temps, et nous avons montré qu’il était possible d’obtenir ces objets par une réaction
d’échange de I'amine pontante a partir d’'une dithiocine substrat. Nous avons aussi développé la
synthése de nouveaux précurseurs de poly-iminodithiocines, qui n‘ont jamais été décrits dans la
littérature. Les premiers essais de synthése de polydithiocines ont permis de mettre en évidence la
présence formation de macrocycles bis-dithiocines. De nombreuses perspectives sont donc a
développer pour allier hydrosolubilité et synthése de nouveaux récepteurs poly-iminodithiocines.
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Récepteurs auto-assemblés pour des molécules d’intérét
biologique

Depuis la fin du XX¢siecle, la chimie combinatoire dynamique permet de synthétiser sous contréle
thermodynamique des récepteurs macrocycliques pour des molécules invités cibles. Ainsi, de
nombreux hotes supramoléculaires capables d’effectuer de la reconnaissance de molécules d’intérét
biologique dans I'eau ont été reportés dans la littérature. Nous avons décrit une nouvelle famille de
récepteurs macrocycliques hydrosolubles appelés dyn[n]arénes polycarboxylates. Leur propriété de
reconnaissance moléculaire vis-a-vis des polyamines, des métaux et des acides aminés ont permis
d’envisager des applications biologiques. D’'un point de vue fondamental, le réle des divers
parameétres, dont le solvant, a été étudié pour identifier les forces motrices responsables des
associations. Des expériences in cellulo ont permis de démontrer un effet cytostatique anti-prolifératif
transitoire du dyn[4]arene sur les cellules cancéreuses Hela. Dans le but de moduler leurs propriétés
de reconnaissance moléculaire, des réactions d’extrusion de soufre ont été envisagées pour
synthétiser des dérivés plus robustes des dyn[n]arénes. Enfin, une famille d’objets macrocycliques
apparentée a été envisagée basée sur le motif imino-1,5-dithiocines. Des études synthétiques et
physico-chimiques pour I'élaboration de ces nouveaux cavitands laissent entrevoir de possibles
applications biologiques similaires a celle de leurs analogues, les bases de Troger.

Mots-clés : chimie combinatoire dynamique, dyn[n]aréne, extrusion de soufre, imino-1,5-dithiocines,
reconnaissance moléculaire.

Self-assembled receptors for biologically relevant
molecules

Since the end of the 20 century, dynamic combinatorial chemistry under thermodynamic control has
enabled the synthesis of macrocyclic receptors towards targeted guest. So, many supramolecular hosts
have been reported to be efficent in the molecular recognition of biologically relevant molecules in
water. We describe a new family of hydrosoluble macrocycles called polycarboxylated dyn[n]renes.
Their molecular recognition properties with polyamines, amino acids and metals allow biological
studies. From the fundamental view, the role of each parameters, including the solvent, has been
deeply studied to identify the strength of the association. In cellulo experiments have shown an
antiproliferative and cytostatic effect of the dyn[4]arene on Hela cancer cells for several hours. In
order to modulate their molecular recognition properties, sulfur extrusion process has been carried
out to synthesize more robust derivatives of dynarenes. Finally, a new family of similar macrocycles
has been studied, based on imino-1,5-dithiocines. Syntheses and physico-chemical studies for the
design of futurs cavitands pave the way for similar biological applications as described for Troger’s
bases.

Mots-clés : Dynamic combinatorial chemistry, dyn[nlarene, sulfur extrusion, imino-1,5-dithiocine,
molecular recognition.
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