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INTRODUCTION GENERALE

Les polymeres biologiques tels que ’ADN, I'ARN et les protéines sont des systémes
hautement organisées impliquées dans les fonctions essentielles au développement et au
fonctionnement des organismes vivants telles que la reconnaissance cellulaire, la biocatalyse
et le stockage de lI'information génétique. Leurs propriétés uniques sont fortement liées a
leur structure moléculaire, en particulier a I’agencement précis des séquences de monomeres

constituant leur chaine.! (Figure 1).

Controlled primary

siueturey Controlled secondary

and tertiary structures

Uncontrolled Random
sequences conformations

Figure 1. Importance de la régularité des séquences en synthése de polymeéres. Les structures
secondaires et tertiaires des biopolymeres dérivent d'une architecture primaire bien définie (haut)
contrairement aux structures souvent peu controlées des polymeéres synthétiques usuels (bas).

Réimprimé de la référence? avec la permission de Macmillan Publishers Ltd.

Les biopolymeres sont une source d’inspiration pour les polymeres synthétiques.
Cependant, le controle de la structure primaire des polymeres synthétiques est bien inférieur
a celui observé dans la nature pour les protéines et les acides nucléiques. En effet, les
techniques de polymérisation permettant la synthése de composés a séquences définies sont
encore tres peu explorées. Deux stratégies, I'une biologique et l'autre chimique, sont en
général utilisées pour le développement de nouveaux matériaux a séquences controlées.? Les
stratégies biologiques utilisent des outils de régulation de I'agencement des monomeres
développées par la nature comme les matrices d’ADN, les enzymes ou encore les bactéries
mais restent majoritairement restreints aux polymeres naturels. L’approche chimique est une

alternative a ces restrictions permettant aussi de contrdler I'agencement des monomeéres.
1



Méme si elles restent inférieures aux techniques employées par la nature, elles ont
néanmoins réduit l'écart qui existait entre les polymeéres issus des polymérisations

conventionnelles et les macromolécules biologiques.*

L’approche itérative est une technique communément utilisée pour la régulation des
séquences de monomeres. Par rapport aux polymérisations en chaine, elle promet un
meilleur contrdle de la structure primaire puisque chaque monomere est attaché I'un apres
'autre de maniere covalente a un support composé de polymere réticulé insoluble. Par cette
technique, la purification est effectuée par ringage, simplifiant ainsi le systeme et permettant
un gain de temps considérable par rapport aux méthodes en solution. Cette méthode a été
développée par Merrifield pour la synthese peptidique et a permis la préparation de longues

séquences d’oligopeptides comportant jusqu’a cinquante acides aminés, voire parfois plus.5¢

La synthese itérative en phase solide a été la technique principalement utilisée pour les
travaux constituant cette these. L'objectif a été d’élargir la variété d’oligomeres a séquences
contrdlées accessible par synthese supportée en phase solide en s’éloignant des acides
aminés afin de mettre en place des stratégies de synthése ne nécessitant pas de groupes
protecteurs. Le choix des unités de construction pour préparer ces oligomeéres a séquences
contrdlées a été dicté par I'approche de synthese choisie. Ce manuscrit s’intéressera a la
synthése d’oligo(triazole-amide)s par une approche de type « AB+CD » (Schéma 1A) et
d’oligonylons par une approche de type « AA+BB » (Schéma 1B) par syntheése itérative en
phase solide (les lettres A, B, C et D indiquent les groupements réactifs terminaux de chaque
composé qui pourront réagir ensemble). Une partie de cette thése sera également dédiée a
I'étude de méthodes permettant d’associer les oligomeéres entre eux soit par couplage soit

par polycondensation.

Les stratégies adoptées sont basées sur des approches ne nécessitant pas de groupements
protecteurs. La stratégie « AB+CD » repose sur deux réactions chimiosélectives successives
que sont la réaction d’amidification mettant en jeu les groupes fonctionnels terminaux A et
C et la réaction de cycloaddition 1,3 dipolaire catalysée par le cuivre (I) (CuAAC) impliquant
les groupes fonctionnels terminaux B et D.” L’approche « AA+BB » consiste a utiliser un
large excés de monomeres bifonctionnels afin de controler la croissance itérative en absence

de groupements protecteurs.8
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Schéma 1. Stratégie générale de synthese supportée d’oligomeres. A) Création d'une bibliotheque
d’oligo(triazole-amide)s contenant un code binaire (0,1) a partir d’acide alcynoique de type AB et de
la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en tant que monomere CD et de couplage de ces différentes
combinaisons sur un support soluble en présence de PyBOP/DIPEA (gauche). B) Synthese
d’oligonylons a partir de diacide carboxylique de type AA et de diamine de type BB et couplage de

ces derniers par réaction de condensation (droite).

Le chapitre I de cette these est une introduction aux polymeres a séquences controlées. Des
travaux sur la régulation de 1’agencement des monomeres seront décrits en considérant des
techniques de polymérisation optimisées pour le controle de la structure primaire des
polymeres et des approches itératives. Ce chapitre décrira ces dernieres de maniere plus

détaillée et comprendra une bréve comparaison de la synthese sur un support solide et de la
3



stratégie en phase liquide employant des supports polymeres solubles. Enfin, quelques
techniques de couplage de macromolécules seront présentées dans la derniere section de ce

chapitre bibliographique.

Le chapitre II est dédié a la synthese itérative en phase solide (résine Wang non modifiée)
d’oligo(triazole-amide)s encodés par un code numérique (0, 1) moléculaire. Si de
I'information peut étre stockée sur des biopolymeéres tels que 1’ADN, les polymeres
synthétiques par analogie, peuvent en principe également servir de support de stockage.10-11
Bien que tous types de codes moléculaires puissent potentiellement étre introduits au sein
d’un copolymere synthétique, la création d’'un code binaire employant deux monomeres
arbitrairement désignés 0 et 1 est probablement le niveau le plus simple d’encodage
moléculaire. Dans ce contexte, des pentameres ont été construits par assemblage itératif
selon une approche « AB+CD » mettant en jeu des réactions chimiosélectives que sont les
réactions d’amidification et de CuAAC (Schéma 1A (haut)) apres l'insertion du premier
monomere par une réaction d’estérification.!? Ces oligomeres sont composés d’acide
alcynoique AB (A = alcyne, B = acide carboxylique) et d’unités intercalantes CD (C =
azoture, D = amine). Chaque unité de construction AB est assimilée a un bit d'information
qui est I'unité la plus simple dans un systéme de numération ne pouvant prendre que deux
valeurs, désignées le plus souvent par les chiffres (0) et (1). Ainsi, I'encodage d’information
est représenté par 1'incorporation a un endroit précis sur la chaine de I'oligomere, d'un acide
alcynoique AB linéaire ou portant un groupement méthyle désignés respectivement comme
unités codantes (0) et (1). En prenant en compte du fait que deux monomeres AB différents
peuvent étre placés a trois sites différents, 23 c’est-a-dire 8 possibilités d’arrangements
moléculaires peuvent étre obtenues sur un pentamere. Ainsi une bibliotheque de huit
oligo(triazole-amide)s a été obtenue par cette approche. Grace a une collaboration avec
I'équipe de Stephan Rauschenbach de l'Institut Max Planck de Stuttgart, la structure
moléculaire des oligo(triazole-amide)s a été étudiée par microscopie a effet tunnel. Ces

études ont confirmé le caractére monomoléculaire des oligomeres synthétisés. Les résultats

de ce chapitre ont montré I'efficacité de I'approche « AB+CD ».

Le chapitre III est dans la continuité du chapitre précédent et décrit la préparation de
longues macromolécules par réactions de couplages successifs de trimeres encodés (Schéma
1A (bas)). Les macromolécules ciblées sont des systémes possédant 15 unités de construction

composées de 8 monomeres codantes (0) ou (1) et 7 unités intercalantes afin de créer un
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systéme qui pourrait étre assimilé a un octet (un regroupement de 8 bits codant une
information) par analogie avec l'informatique. En effet, si 8 possibilités sont accessibles en
placant a 3 sites différents 2 unités codantes (23) alors 256 possibilités pourraient étre
obtenues (28) en considérant 8 sites différents. Les couplages de trimeéres ont été réalisés sur
un support soluble a base de polystyrene linéaire. La stratégie est constituée de deux étapes :
(i) 'assemblage itératif sur un support soluble de tétrameres, et (ii) réactions alternant le
couplage avec des trimeéres encodés et celui avec la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en
tant qu'unité intercalante. Les méthodes de couplage par CuAAC et par amidification
employant différents agents de couplage tels que le PyBOP et le DCC ont été testées. Les
objectifs ont été atteints lorsque les réactions de ligation étaient effectuées par amidification
mettant en jeu le PyBOP. Les analyses de spectrométrie de masse MALDI-ToF ont confirmé

la pureté des polymeres contenant un octet moléculaire.

Le chapitre IV explore une méthode de synthese en phase solide d’oligonylons a séquences
controlées par une approche « AA+BB » préparés a partir de diacides carboxyliques et de
diamines utilisés en large exces (Schéma 1B). Les hexameres ciblés ont été obtenus par
I'’addition alternée de l'anhydride succinique et de I’'hexaméthylenediamine. Les méthodes
décrites par les groupes de Borner’> et de Rose® ont été testées. Dans cette derniere,
I"utilisation du carbonyldiimidazole (CDI) ainsi qu'un plus grand exces de réactifs a permis
d’obtenir les meilleurs résultats par rapport au systeme associant 1’'hexafluorophosphate de
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium (PyBOP) et la N,N-diisopropyléthylamine
(DIPEA) proposées par Borner et ses collaborateurs. Dans I'objectif de créer une bibliotheque
d’oligomeres a séquences controlées, la synthése d’hexameres de séquences différentes a
également été effectuée en variant la nature de la diamine. Ce chapitre décrit aussi la
préparation de ces oligomeres sur une plateforme automatisée ainsi que des tests de
couplage par condensation de ces derniers. Cependant, il est a noter que malgré les
optimisations effectuées, la présence de réactions indésirables reste inévitable et a ce jour,

des investigations sont encore nécessaires afin d’améliorer la pureté des composés ciblés.






CHAPITRE 1

Introduction aux polymeres a séquences

controlées






1. Les polymeres a séquences contrdlées

Le terme de polymeéres a séquences controlées désigne tous types de copolymeres possédant
un arrangement séquentiel de monomeres le long de leur chaine. Dans la nature,
I'importance de la régulation des séquences est illustrée au sein des biopolymeres tels que
I’ADN dont les propriétés remarquables de stockage de l'information génétique sont

fortement liées a I'agencement précis des unités constituant ses brins.? (Figure 2).
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Figure 2. Représentation de la structure en double hélice de ’ADN. Adapté avec l'autorisation de

Nature Education.

Si le controle des séquences de monomeres a été communément exploité dans les domaines
de la biologie comme la génétique depuis plus de cinquante ans, il n’a été percu que plus
tard comme une priorité dans le domaine de la science des polymeres synthétiques.* Durant
ces dernieres années, des progres considérables ont été réalisés concernant le controle de
l'architecture des polymeres synthétiques dont les parametres clés sont I'organisation des
monomeres, la topologie et la fonctionnalité. Les polymeres alternés, périodiques, a blocs, en
étoile et branchés ne sont qu'un apercu de la grande diversité structurale des polymeres

d’aujourd’hui (Figure 3).
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Figure 3. Représentation non exhaustive de la diversité architecturale des polymeres.

Actuellement, il est largement reconnu que la régulation des séquences de monomere est un
parametre crucial pour le contrdle de la structure, des propriétés et des fonctions des
polymeres synthétiques.’5>16 Cependant, malgré les efforts apportés, la complexité des
polymeres synthétiques restent inférieure a celle trouvée dans la nature. Toutefois, de
nouvelles stratégies basées sur des approches biologiques ou chimiques ont été proposées
afin de réduire I'écart existant entre les polymeres dérivant des techniques conventionnelles
et ceux produits par la nature.l” La régulation des séquences de monomeres dans les
stratégies biologiques a été optimisée par l'utilisation de techniques développées par la
nature telles que la réplication de I’ADN?8 et la polymérisation enzymatique. Malgré les
avantages qu’offre l'approche biologique pour la synthése de polymeres a longues
séquences, elle reste néanmoins majoritairement limitée a des polymeéres possédant des

structures chimiques tres proches de celles des polymeres naturels.

L’approche chimique permet de contourner cette limite en ciblant un choix plus large de
structures et de monomeres. Plusieurs méthodes ont été développées comme la synthese
itérative en phase solide pour laquelle les monomeres sont assemblés 'un apres l'autre.

Cette approche est de ce fait une méthode robuste mais beaucoup plus fastidieuse que les
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techniques conventionnelles de polymeérisation telles que la polymérisation par étapes et la
polymérisation en chaine.l%20 La synthese en phase solide a été utilisée pour la préparation
d’oligopeptides et d’oligonucléotides et pour la production de nombreux autres oligomeres
non-naturels tels que des oligoamides, des oligoesters, des oligourées, des oligocarbamates
et des oligosaccharides.?’ En revanche, controler la séquence de monomeres par des
techniques classiques de polymérisation comme la polymérisation radicalaire en chaine ou
par ouverture de cycle est en théorie plus délicat que par I'approche itérative. Les especes
impliquées sont de nature radicalaire ou ionique et de ce fait sont tres réactives. Par
conséquent elles sont difficiles a controler. Les copolymeéres résultants possedent
généralement une microstructure statistique ou aléatoire. Malgré ces difficultés, des
stratégies permettant d’atteindre un certain niveau de contréle de la microstructure ont tout

de méme été développées. Ces stratégies seront exposées dans la section 2.1 et 2.2.

2. Régulation des séquences de monomeéres dans les procédés chimiques
2.1. La polymeérisation par étapes

La polymérisation par étapes est une technique particulierement intéressante pour la
préparation de microstructures périodiques ot le design des monomeres est un parametre
clé pour la régulation des séquences. Cette importance est illustrée a travers les différents
exemples cités dans cette section. Ces dernieres ne représentent qu'un échantillon de toutes

les études effectuées dans la littérature.

En 2007, le groupe de Kamigaito a décrit la synthese des copolymeres a séquences [ABC]
périodiques par polyaddition radicalaire catalysée par un métal (Ru(Il), Fe(I) et Cu(l)) de
monomeres de type ABC comportant a une extrémité une liaison C=C et a l'autre une
liaison C-Cl réactive.22 Ces molécules jouent a la fois le role d’amorceur et de monomere. En
effet, les especes radicalaires issues de la rupture de la liaison C-CI catalysée par un métal
vont amorcer la polymérisation en réagissant sur la liaison insaturée C=C d’un autre

monomere vinylique ABC (Figure 4).
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Figure 4. Schéma de synthése de copolymeéres a séquences ABC périodiques préparés par
polyaddition radicalaire de monomere de type ABC fonctionnalisé a une extrémité par une liaison
insaturée et a l'autre par une liaison C-Cl réactive. Adapté de la référence?? avec l'autorisation de

Macmillan Publishers Ltd.

La polymérisation par étapes a également été utilisée par le groupe de Wang pour la

N

préparation de copolymeres périodiques a partir de dérivés a,a’-dibromés et de tert-
nitrosobutane (Figure 5).22 Le principe a reposé sur la formation in situ de radicaux
nitroxyles issus de I'addition sur leur liaison insaturée de radicaux générés par la réaction
redox entre des dérivés dibromés avec un complexe de cuivre/ligand. Ces radicaux
nitroxyles ont ensuite été couplés avec des radicaux (3) pour former des copolymeres
périodiques. En jouant sur la nature des groupements des dérivés bromés, les séquences ont

pu étre modulées donnant lieu a des copolymeres périodiques de type [ABAC], [ABCD] et
[ABCDBCAD].

\*/ Cqulgand
Br-R4-Br + N:;-O +R1 NO+

1. ¥

2
Br—.R.]. —— Br-R.l-NOO —_— Br"Rq-NO-RrBI'

k k
3 ; 4 2 5

Figure 5. Concept de préparation de copolymeres a séquences périodiques a partir de dérivés a,a’-
dibromés et de tert-nitrosobutane. Réimprimé de la référence?® avec l'autorisation de I’American

Chemical Society.

Meyer et ses collaborateurs ont aussi adopté une stratégie par étapes pour la synthese de
copolymeres a séquences répétées a base d’acide lactique (L) et d’acide glycolique (G). Ces
composés ont été construits par polycondensation de segments stéréopurs de différentes

longueurs (dimere, trimere et hexamere) et possédant des séquences spécifiques. Des
12



copolymeres de séquences de type LG, GLG et LLG ont été obtenus et ont présenté une
tacticité controlée.2+2 Par la suite, des copolymeres ont été préparés a partir d’acide lactique,
d’acide glycolique et d’acide caprolactique selon la méme stratégie c’est-a-dire par la

polymérisation de segments possédant une séquence définie (Figure 6).26

R=H for G, CH; for L

1) TBAF, AcOH, THF

(0] R (0]
i o B8 orepys 2 PYC: Ha E1OAC " o '?JC)LHOH DIC, DPTS, CH,Cl, o 4 JL(.,)«O
—_—
BnOJH/ }(\OJL('); _ HO)H’ o, Yo,
R (@] R (6] A

R O
Bn-LGC-SiR3, 70% LGC, 77% Poly LGC, 68%
Bn-GLC-SiR;, 68% GLC, 50% Poly GLC, 50%

Figure 6. Approche pour I'élaboration de copolymeres a base d’acide lactique (L), d’acide glycolique

(G) et d’acide caprolactique (C). Adapté de la référence? avec 'autorisation d’Elsevier.

Par la technique de polymérisation par métathése de diénes acycliques (ADMET), le groupe
de Li a décrit la préparation de polymeres périodiques contenant des groupements y-
butyrolactones (Figure 7). Ces composés ont été obtenus par polymérisation de
monomeres a base de dienes symétriques possédant deux groupements y-butyrolactones en
présence de catalyseurs de Grubbs. Les analyses de spectrométrie de masse MALDI-ToF ont
confirmé 1'intégrité des y-butyrolactones apres I'étape d’hydrogénation donnant lieu aux

polymeres saturés correspondants.

m

Hydrogenation

Sequenced Monomer Sequence-regulated
Carbon Chain Polymers

ADMET

_—
Hydrogenation

Figure 7. Polymérisation par ADMET de diénes symétriques contenant deux groupements vy-

butyrolactones. Réimprimé de la référence?” avec l'autorisation de I’American Chemical Society.

Outre les stratégies par étapes, les techniques de polymérisation en chaine permettent aussi

de réguler I'arrangement des monomeres. Celles-ci seront abordées dans la section suivante.
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2.2. La polymérisation en chaine

Les polymérisations en chaine (par exemple anioniques, cationiques ou radicalaires) sont
des procédés extrémement simples pour fabriquer des polymeres synthétiques. Toutefois,
ces techniques ne permettent en général, qu'un faible contréle des séquences de
comonomeres. Au cours de ces derniéres années, un grand nombre de stratégies décrivant
des séquences ordonnées formées par copolymérisation en chaine, ont été publiées. Ces
nouvelles approches sont résumées dans les paragraphes ci-dessous. Il est important de
noter que les exemples ci-dessous ne représentent qu'un échantillon de la littérature. Pour

plus d’information, des articles de revue récents sont conseillés au lecteur.1>

2.2.1. Régulation des séquences de polymeres par la stratégie de mono-insertion

La régulation locale des séquences de monomeres peut étre obtenue par des réactions de
mono-addition de monomere sur la chaine de polymeére. Quelques exemples sont décrits

dans cette section.

Initialement rapportée par Higashimura et ses collaborateurs, la stratégie de mono-addition
a été utilisée pour la synthese « one pot» d’oligomeres a séquences controlées a base de
dérivés d’éthers de vinyle en présence de HI et de Znl»2 Le principe a reposé sur
l'alternance d’addition et d’activation des monomeres mis en jeu. En effet, la réaction d"un
premier monomere M! avec une quantité équimolaire de HI forme des espéeces de type M!-
HI puis apres avoir été activées par Znly, ces dernieres vont pouvoir réagir avec un second
monomere M2 en quantité équimolaire a HI et ainsi de suite. Cependant, le succes de ces

travaux a reposé sur I'addition de monomeres possédant une réactivité décroissante.

Le groupe de Sawamoto a proposé un concept basé sur la mono-insertion d’éther de 2-
aminoéthyle et de vinyle protégé par deux groupements tert-butoxycarbonyle (BocVE) sur la
chaine en croissance de poly(éther de n-butyle et de vinyle). Le processus de polymérisation
a été temporairement stoppé apres 1'addition du BocVE car 'adduit issu de l'interaction
entre les deux fonctions carboxylates des groupements Boc et le carbocation terminal
empéche la polymérisation de se poursuivre par son encombrement stérique. Cette derniére
peut reprendre apres la déprotection de I'amine avec un nouvel apport en monomere et en

catalyseur SnCly (Figure 8).2
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Figure 8. Mono-addition de BocVE dans une polymérisation vivante d’éther de butyle et de vinyle.

Réadapté de la référence? avec l'autorisation de Wiley-VCH.

Plus tard, le groupe de Huang a proposé une méthode de controle de la séquence de
monomeres des polyacrylates (Figure 9).30 La stratégie adoptée a reposé sur la mono-
addition de l’alcool vinylique en bout de chaine du polymere. Cette mono-insertion a été
possible car le résidu hydroxyméthyle résultant est peu réactif a la polymérisation. La
régulation des séquences a résidé sur la mono-addition d’alcool vinylique qui a permis apres
son oxydation en fonction acide carboxylique, d'introduire différents groupements latéraux

via son estérification.
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Figure 9. Stratégie de polymeérisation a séquence contrdlée utilisant un alcool vinylique en tant que
monomere précurseur. Réimprimé de la référence® avec l'autorisation de 1’American Chemical

Society.

Le groupe de Junkers a utilisé la stratégie de mono-addition pour la synthése d’agents de
transfert de chaine RAFT (transfert de chaine réversible par addition-fragmentation) a base
d’oligoacrylates et de trithiocarbonate de dodécyle (Figure 10).3! La mono-insertion de
monomeres a permis d'incorporer individuellement chaque unité de construction et de ce

fait a permis de préparer deux séries d’oligoacrylates avec des séquences distinctes. Ces
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composés ont été isolés aprés une succession de phases de purification par un systéme de

SEC préparative.
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Figure 10. Stratégie de syntheése d’agents de transfert de chaine RAFT a séquences controlées.

Réimprimé de la référence3! avec I'autorisation de la Royal Chemical Society.

L'efficacité de la stratégie de mono-addition a été démontrée a travers les différents
exemples présentés dans cette section. Dans cette situation, des monomeres portant un
grand nombre de fonctionnalités sont introduites I'un apres l'autre et de ce fait, les
séquences formées sont régulées et variées. D’autres techniques ont également été explorées
pour la régulation des séquences telles que la polymérisation par ouverture de cycle ou les
copolymérisations utilisant des comonomeres donneurs et accepteurs. Ces concepts sont

décrits dans les paragraphes suivants.

2.2.2. Polymérisation périodique par ouverture de cycle

Les travaux de Hillmeyer et ses collaborateurs ont illustré cette importance. En effet, ils ont
montré que l'utilisation de cycloocténes trans-disubstitués a été déterminant pour la
synthese de copolymeres vinyliques comportant localement des séquences spécifiques par
polymérisation par ouverture de cycle par métathese (ROMP).32 Les polymeres régio- et
stéréosélectifs résultants ont été obtenus exclusivement par un processus de polymérisation

de téte a queue et possédent uniquement des substituants en configuration 1,2 syn (Figure
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11). Cette étude a démontré que la substitution des cyclocténes était un critere crucial dans la

régulation des séquences.

R R R
O ROMP W Hydrogenation - W
—_—

“OAc DAc n OAc n
R=Me: 13 R = Me: Poly13 R = Me: HP13
R=Ph: 14 R = Ph: Poly14 R =Ph: HP14

Figure 11. ROMP et hydrogénation de cycloocténes trans-disubstitués. Réimprimé de la référence

avec I'autorisation de I’American Chemical Society.

2.2.3. Concept de controle des séquences de copolyméres basé sur le caractére

donneur/accepteur des monomeres

L’utilisation de comonomeéres possédant des réactivités particulieres est un des concepts qui
a été mis en ceuvre avec succes pour la régulation des séquences de monomeres dans des
processus de polymérisation en chaine. Par exemple, des études ont montré que la
copolymérisation de monomeres donneurs tels le styréne et de monomeres accepteurs
comme les dérivés d’anhydrides maléiques et les maléimides N-substitués en quantité
équimolaire résultait en la formation de copolymeéres AB alternés.?® Dans certains cas, la
réactivité des monomeres peut étre ajustée in situ par 1'addition de réactifs spécifiques
interagissant avec les monomeres comme un solvant ou un ligand.?* Par exemple,
Matyjaszewski et ses collaborateurs ont montré que l'ajout d’acides de Lewis (Et2AICI et
Et;Al,Cls) permet de former des copolymeres alternés a base de méthacrylate de méthyle et
de styrene.® Cette stratégie a été testée dans plusieurs techniques de polymeérisations
radicalaires controlées. La polymérisation radicalaire contr6lée par transfert de chaine
réversible par addition-fragmentation (RAFT) s’est toutefois avérée la technique la plus
efficace pour controler la polymérisation radicalaire du styrene et du méthacrylate de

méthyle en présence d’acides de Lewis.

Les comonomeres donneurs et accepteurs peuvent également étre utilisés pour la synthese
de microstructures a séquences contrdlées plus complexes. Une telle situation peut étre
obtenue lorsque ces derniers sont employés en quantité non steechiométrique dans une
polymérisation radicalaire controlée. Hawker et Russell ont par exemple montré que des
copolymeéres a blocs pouvaient étre obtenus par copolymérisation de styréne et
d’anhydrides maléiques dans un rapport non équimolaire.? Les anhydrides maléiques ont

N

été sélectionnés car ces derniers présentent d’'une part une faible tendance a
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homopolymériser et d’autre part une différence de réactivité marquée avec le styréne. Notre
équipe a approfondi ce concept en proposant une stratégie de copolymeérisation séquentielle
dans laquelle les comonomeres sont employés avec un rapport stcechiométrique encore plus
déséquilibré (60:1).3” Cette technique est basée sur la copolymérisation radicalaire controlée
de comonomeres donneurs et accepteurs que sont les dérivés styréniques et d’anhydrides
maléiques ou de maléimides N-substitués respectivement. La régulation de la
microstructure repose sur des ajouts séquentiels controlés de maléimides N-substitués
durant la polymérisation radicalaire controlée du styréne. Cette approche a permis de
synthétiser des macromolécules avec un meilleur contréle de leur microstructure par
rapport aux polymérisations classiques.?’* Les maléimides N-substitués ont rapidement
remplacé les anhydrides maléiques car ils sont facilement fonctionnalisables par une grande

variété de substituants.

Le premier exemple illustrant ce concept a été rapporté par Pfeifer et al.? Ces travaux ont
décrit l'insertion précise d'une série de maléimides N-susbtitués sur une chaine de
polystyrene en croissance a des intervalles de temps contrélés. Les différentes additions ont
été suivies par RMN 'H qui a confirmé le succes de l'incorporation complete de ces
maléimides N-substitués (Figure 12).

(1) R=-CH,

(2) R=-CH,CH,-CH; (6) R=
(3) R=-CH,-CeH,

E:i 2 Zﬁﬁgms (7) R= —@— @
U
v

WVU
Voo

ty m—

?

= ———
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Figure 12. Insertion contr6lée de maléimides N-substitués a un temps t lors de la polymérisation
radicalaire par transfert d’atome (ATRP). Réimprimé de la référence®® avec l'autorisation de

I"’American Chemical Society.

18



Plus tard, une bibliotheque de vingt maléimides modéles N-substitués incluant par exemple
des chaines alkyles de différentes longueurs, des groupements aromatiques portant
différentes fonctions ou des chaines d’oligo(éthylene glycol) a été constituée.0 Un large
choix de fonctionnalisation de la chaine de polystyréne linéaire a été possible grace a
I'incorporation locale de ces différents maléimides le long de la chaine. Notre équipe a aussi
démontré I'efficacité de cette technique a travers la préparation de composés bioconjugués a
séquences controlées tels que les glycopolymeres (Figure 13). En effet, 'incorporation locale
controlée de trois maléimides N-substitués par une fonction propargyle protégée sur la
chaine de polystyréne a permis l'introduction précise d’hexoses variés (mannose, galactose
et N-acétylglucosamine).#? Le choix judicieux de groupements protecteurs silylés de
différente labilité (TMS, TES, TIPS) a permis une déprotection sélective des fonctions
propargyles portées par les maléimides et de ce fait I'insertion de sucres sur ces sites a pu
étre réalisée de maniere controlée. La reconnaissance des différents sucres par des lectines a
été effectuée par microbalance a cristal de quartz (QCM) et a démontré que 'insertion des

sucres sur la chaine de polymere n’a pas perturbé le processus de reconnaissance.

(Gle-NHACc) (Gal.)

Figure 13. Synthese de glycopolymeéres comportant des sucres incorporés de maniére controlée sur la

chaine de polystyréne. Réimprimé de la référence?! avec I'autorisation de Wiley-VCH.

Cette approche a aussi été exploitée pour 1'élaboration de copolymeéres ot des maléimides
fonctionnalisés par un groupement dendritique#? ou par des esters activés*> ont été insérés a

différentes positions le long de la chaine de polymere.

Les travaux de Chan-Seng et al. ont montré que l'insertion controlée de différents

maléimides N-substitués le long de la chaine de polystyrene pouvait étre effectuée sur une
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plateforme automatisée.#* L’automatisation du procédé a permis de synthétiser des
copolyméres monodisperses contenant jusqu'a huit sites de maléimides fonctionnels.
L’utilisation de quatre maléimides différents localement positionnés sur huit sites le long de
la chaine de polystyrene peut potentiellement donner 48 (c’est-a-dire 65 536) microstructures

possibles.

Srichan et al. ont également utilisé ce concept pour le design de copolymeres a

N

microstructures a

N

séquence controlée préparés a partir de copolymérisation de dérivés
styréniques et de maléimides N-substitués comprenant des chaines latérales de
poly(éthylene glycol) (PEG) hydrosolubles (Figure 14).45 Ces copolymeéres ont été obtenus
soit par l"utilisation directe de styréne-PEG en tant que macromonomere soit en passant par
des dérivés styréniques fonctionnalisés par un groupement alcyne terminal protégé puis
PEGylés par cycloaddition 1,3 dipolaire catalysée par le cuivre (I) (CuAAC) entre l'alcyne
présent sur le polymere et 'azoture terminal du PEG. La deuxiéme méthode a été la plus
efficace car elle a permis 1'obtention de copolymeres avec une distribution étroite de masses
molaires. La fonctionnalisation des copolymeres a été effectuée grace a I'insertion locale de

maléimides comprenant un large choix de groupements tels que des pyrenes, des

azobenzeénes ou encore des esters activés.
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Figure 14. Stratégies utilisées pour la synthése de copolymeres PEGylés préparés a partir de dérivés
styréniques et de maléimides N-substitués incorporés de maniére controlée sur la chaine de
polystyréne. La stratégie (a) a consisté en l'utilisation directe de styréne-PEG en tant que
macromonomere tandis que la voie (b) a employé des dérivés de styréne portant un alcyne terminal

protégé puis PEGylés par CuAAC. Réimprimé de la référence®® avec I'autorisation de Wiley-VCH.
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En variant la nature des dérivés styréniques, une grande variété de copolymeres a séquences
controlées a été synthétisée tels que des copolymeres en peigne semi-cristallins* ou encore
des polyélectrolytes a partir d’acide 4-vinylbenzoique protégé,*” de 4-vinylbenzylamine

protégée par un groupement phthalimide® et de 4-hydroxystyrene protégé.+

Comme précédemment évoqué, les propriétés des biomacromolécules sont fortement reliées
a leur structure. Si ce phénoméne est communément controlé dans la nature, cela releve
encore du challenge pour les polymeres synthétiques. Dans ce contexte, la formation de
structures globulaires compactes a partir de chaine de polymeére linéaire par réactions de
pontages intramoléculaires covalents5® ou non covalents®! a été effectuée. Par exemple, les
fonctions terminales peuvent aussi étre utilisées pour promouvoir la cyclisation
intramoléculaire de chaine de polymere.5253 Ces stratégies donnent lieu a des structures avec
un seul type de topologie dans le cas de la formation de macrocycles ou a des composés
dont larchitecture est guidée par l'aspect aléatoire des réactions de pontages
intramoléculaires. De ce fait, malgré 1'efficacité et I'élégance de ces stratégies, le controle de

I’architecture reste toutefois limité comparé a ce qui est présent dans la nature.

Cependant, Schmidt et al. ont démontré que des arrangements controlés de la chaine de
polystyrene donnant lieu a une variété de formes qui peuvent étre assimilées aux lettres et
chiffres P, Q, a et 8 pouvaient étre obtenus grace au controle de la position des sites réactifs
le long de la chaine de polymere combiné a la formation de liaisons covalentes avec les
fonctions complémentaires (Figure 15).54% Ces travaux ont démontré la précision de

I"approche ainsi que sa polyvalence.5”
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Figure 15. Représentation schématique de la stratégie adoptée par Schmidt et al. pour le repliement
controlé de la chaine polystyréne. La formation de chaines de polymeres linéaires et I'incorporation
locale de sites réactifs sont en premier lieu effectuées puis le repliement est réalisé par réaction
CuAAC entre les sites réactifs et les fonctions complémentaires. Réimprimé de la référence®” avec

I'autorisation de Macmillan Publishers Ltd.

La polyvalence de cette approche a été prouvée par les nombreuses possibilités de
modifications post-polymérisation des comonomeres (maléimides N-substitués et dérivés
styréniques) mis en jeu offrant ainsi I’accés a une grande variété de copolymeéres a séquences
controlées. Malgré l'amélioration récente du niveau du contrdle de l'incorporation de
maléimides,’® l'insertion de monomeres sur la chaine de polymere via ce concept reste
cependant encore localisée. L’approche itérative est une voie permettant la régulation
« parfaite » des séquences de monomeres pour la construction d’édifices moléculaires

monodisperses.

3. Régulation des séquences de monomeéres par I’approche itérative

L’approche itérative repose sur l'attachement successif dans un ordre donné de monomeres
portant des groupes fonctionnels réactifs. Cette approche est probablement la voie de
synthese la plus stire pour controler des séquences de monomeres. Méme si de nombreux
mécanismes de régulation existent, le plus commun reste l'utilisation d’'un monomere
bifonctionnalisé XY (ou AB) pour lequel un des groupes fonctionnels est actif tandis que

'autre est temporairement protégé, c’est-a-dire désactivé (Figure 16). Ainsi, la fonction X du
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support et la fonction Y du monomeére sont mises a réagir en présence d’agent de couplage.
Dans le cas des peptides, les agents de couplage activent en général la fonction acide
carboxylique ce qui va faciliter le couplage avec la fonction amine de l'acide aminé a
coupler. Suite a la réaction de couplage, l'espéce résultante requiert une étape de
déprotection afin de pouvoir réaliser I'étape d’addition suivante en réactivant le groupe

fonctionnel.

kX + YO — @Ox @, O

I
= Initiator n ¥{-X
(d) cycles -
@l In a given order
= Monomer ;

(d) = Deprotection

Figure 16. Principe de l'approche itérative. Réimprimé de la référence!” avec la permission de

I’ American Association for the Advancement of Science.

Un des travaux pionniers en synthese itérative de polymeéres fut les travaux de Katsoyannis
et al. en 1954. Ces derniers ont démontré I'obtention d'un nonapeptide possédant une
activité hormonale comparable a celle de 1'ocytocine via la condensation successive en
solution de séquences d’acides aminés plus courte.5¢0 En effet, ce dernier a été formé apres
le couplage d"un didpeptide avec un heptapeptide qui est lui-méme issu du couplage entre
un tripeptide et un tétrapeptide. Ces investigations ont par la suite ouvert la voie a
I"amélioration et a 1'élaboration d’analogues de cette hormone®!, de peptides plus longs®? et

de polymeres de nature variée.

Malgré leur efficacité, ces travaux ont présenté une limite en ce qui concerne le temps
nécessaire pour 1’obtention de ces oligomeéres car ils impliquent des étapes intermédiaires de
purification rendant cette approche longue et fastidieuse. Merrifield a révolutionné la
syntheése peptidique en 1963 grace au développement des supports solides.563-6¢ Ces travaux
décrivent la synthese itérative d"un tétrapeptide reposant sur des cycles répétant des étapes
de déprotection et d’amidification en présence d’acides aminés qui sont attachés de maniere
covalente a des billes de polystyrene réticulé. Cette approche a été par la suite étendue a la

préparation de nombreux types de composés a séquences controlées.s>
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3.1. Synthese sur un support solide : généralités

Initialement développée pour la synthése peptidique, la synthése en phase solide a ensuite
été étendue a la préparation de composés synthétiques. Cette technique repose sur
I'utilisation d"une résine (c.a.d. une microbille de polymeére réticulé) sur laquelle sont greffés
I'un apres l'autre des monomeres possédant des fonctions terminales réactives. Afin d’éviter
les réactions secondaires, les fonctions qui ne sont pas directement impliquées dans la
réaction de couplage, sont laissées protégées. L'utilisation d’agent de couplage permet de
faciliter cette étape par l'activation de ces fonctions qui se traduit généralement par la
formation d’esters activés. Le cycle de couplage/déprotection alterné par des lavages est
répété jusqu'a I'obtention du composé désiré, qui est ensuite séparé du support par clivage
en milieu acide (acide trifluoroacétique (TFA), acide fluorhydrique (HF)...). Dans certaines
conditions, la déprotection des groupements latéraux (Y1, Y2) a lieu en méme temps que le
clivage (Figure 17). Un premier avantage de cette approche est que les réactifs restés en
solution apres couplage, sont éliminés par simple lavage et filtration puisque le composé

intermédiaire d’intérét est greffé sur le support solide (Figure 18).
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Figure 17. Schéma général de synthése peptidique en phase solide.
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Figure 18. Purification par filtration permettant d’éliminer les composés en solution.

L’attachement du premier acide aminé est déterminant pour le rendement final de la
réaction et c’est pourquoi le choix du point d’ancrage ou d’attache est crucial. En effet,
I'extension de la chaine d’oligomere dépend du succes de cette étape. Les résines sont
classées en fonction de la nature de leur point d’ancrage et avec l'essor de la synthése en
phase solide, un large choix de points d’ancrage a vu le jour. Les plus communs sont de type
hydroxyméthyle, aminométhyle et chlorotrityle (Figure 19). En fonction des besoins, les
résines HMPA ou encore SASRIN sont aussi disponibles. Ces dernieres sont a base de
polystyrene auquel sont greffées des fonctions acide 4-(hydroxyméthyl)-phénoxyacétique et
4-hydroxy-2-méthoxybenzaldéhyde respectivement. Les liaisons au point d’attache de type
SASRIN sont connues pour étre trés sensibles aux conditions acides par rapport aux autres
résines de type hydroxyméthyle et de ce fait sont tres labiles.® L'utilisation des résines de

type chlorotrityle est aussi trés répandu.®”

Dans le cas de la résine chlorure de 2-chlorotrityle, 1’activation du premier résidu n’est pas
nécessaire et ce type de résine s’avere utile lorsque les conditions de clivage par l'acide
trifluoroacétique (TFA) ne sont pas compatibles comme dans le cas ott une étape de
déprotection sélective est requise. Un traitement en milieu acide plus doux avec le
trifluoéthanol (TFE) suffit a cliver les especes ciblées de la résine chlorure de 2-chlorotrityle
et serait dans certains cas plus adapté. Les résines de type aminométhyle représentent aussi

une importante classe. Elles ont été développées pour répondre aux besoins de synthese de
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peptides carboxamides qui sont plus souvent délicats a préparer par résine hydroxyméthyle.
En effet, pour générer un carboxamide primaire, un clivage avec I’ammoniac est requis et
peut conduire a une racémisation lorsque le traitement est de longue durée. Les points
d’attache de type Rink amide sont plus sensibles aux conditions acides que ceux de type
BHA (hydrochlorure de benzhydrylamine) développés par Pitta et Marshall®8 ou un

traitement par I'acide fluorhydrique (HF) est nécessaire.

Hydroxymeéthyle Aminométhyle Chlorotrityle

O_Q_/O_O_\OH O_/O O E;’fe (| O a®

Rink amide OMe

SASRIN

Q_/OMe BHA

Rink acide O

Figure 19. Principales familles de point d’ancrage communément utilisées pour la synthese

supportée.

Pour étre employée, la résine doit étre stable et inerte vis-a-vis de la chimie employée,
insoluble tout en conservant un bon degré de gonflement dans les solvants utilisés pour la
synthese. Elle doit comporter un point d’ancrage permettant le greffage des unités pour la
synthese de I'oligomere et le clivage de la liaison entre la chaine de I'oligomere et le support
solide en fin de synthése. Le choix du point d’ancrage n’est pas uniquement déterminé par

la facilité d’attachement des monomeres. D’autres facteurs influant aussi le rendement final
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doivent étre pris en compte tels que la solubilité, les conditions de clivage qui peuvent
souvent étre drastiques (clivage a I'acide trifluoroacétique) et ne pas étre compatibles avec la
nature du composé désiré. Comme toute technique, la synthese sur un support solide
présente aussi des limites. Pour une efficacité optimale, le rendement de chaque étape doit
étre quasi quantitatif afin d’éviter la présence d’espéces secondaires et afin d’obtenir un
rendement final convenable. Un autre inconvénient de cette technique est 1'utilisation de
groupements protecteurs de la chaine principale impliquant des étapes de déprotection
supplémentaires rallongeant le temps de synthese. Malgré ces différents points, la synthese
supportée a tout de méme prouvé son efficacité. En effet, la répétitivité, 1'efficacité des
réactions mises en jeu et aussi le fait que ces derniéres sont effectuées dans un seul et méme
réacteur ont facilité son automatisation. Ce potentiel a déja été percu par Merrifield dés les
années 60 lorsqu’il a développé le premier systéme de synthese automatisée® pour la
préparation de la bradykinine composée de neuf acides aminés et connue pour son effet
vasodilatateur.”07! La synthese automatisée a été réalisée sur un systeme comprenant deux
valves circulaires motorisées connectées a des réservoirs contenant séparément les solvants,
les acides aminés et les agents de couplage. Le systéme est controlé par un appareil

programmateur précisément réglé sur le temps de chaque étape du cycle (Figure 20).

Figure 20. Instrumentation utilisée pour la synthése automatisée de peptides mise au point par
Merrifield. Réimprimé de la référence®® avec l'autorisation de l’American Association for the

Advancement of Science.

La synthése en phase solide est ainsi rapidement devenue une méthode robuste et

polyvalente permettant la construction d'un large spectre de composés allant de structures
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bio-inspirées a des structures synthétiques. Les oligoamides?”?, les oligourées”® ou encore les
oligothiophenes™ peuvent étre cités parmi eux. La synthése de ces composés a été
développée en suivant des stratégies de couplage modeéles de monomeres de type
« AA+BB », « AB+AB » et « AB+CD » ou chaque lettre désigne une fonction réactive. Ces

stratégies seront discutées dans la section suivante.

3.2. Synthese supportée d’oligomeéres a séquences contrdlées
3.2.1. L’approche « AB+AB »

La stratégie « AB+AB » décrit conventionnellement des réactions entre des monomeres de
type AB (ou XY sur la Figure 16) possédant deux fonctions terminales A et B différentes
mais pouvant réagir ensemble du fait de leur affinité chimique. Par conséquent, I"utilisation
d’un groupement protecteur est nécessaire. Cette approche est communément utilisée en
synthése itérative en phase solide pour la préparation de peptides dont le profil
bifonctionnel des monomeres, les acides aminés (A = acide carboxylique, B = amine),
correspond parfaitement a ce schéma. En effet, minimiser les réactions secondaires pouvant
intervenir en présence des groupes fonctionnels est crucial en synthese peptidique. Les
principaux prérequis d'un groupement protecteur sont la simplicité et I'efficacité de son
incorporation ainsi que celles de son élimination. De plus, sa stabilité vis-a-vis des réactions

chimiques utilisées est un critére essentiel.”>

La méthode initialement utilisée par Merrifield repose sur I'utilisation des groupes
carboxybenzyle (Cbz) et tert-butoxycarbonyle (Boc)7¢ pour la protection des chaines latérales
et principales respectivement. Dans ces conditions, la sélectivité des étapes de déprotection
repose uniquement sur le degré de leur labilité en milieu acide et de ce fait, ces groupes
protecteurs n’assurent pas toujours une protection orthogonale optimale. Les groupes
Cbz/Boc ont été remplacés par les groupements protecteurs fluorenylméthyloxycarbonyle
(Fmoc)7778 et tert-butyle (tert-Bu) devenus majoritairement utilisés pour la synthese
peptidique en phase solide (SPPS). En effet, le retrait du Cbz nécessite I'emploi d’un acide
fort, I'acide fluorhydrique (HF), et peut potentiellement causer des réactions indésirables
comme le clivage de la liaison reliant la chaine peptidique au support solide tandis que celle
du groupe Fmoc s’effectue dans des conditions basiques douces permettant en association
avec le groupement tert-Bu une déprotection sélective car ce dernier est éliminé en milieu

acide (Figure 21).7
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Figure 21. Représentation de la stratégie employant dans le cas A des groupements protecteurs
Cbz/Boc et dans le cas B les groupes tert-Bu/Fmoc. Les conditions de retrait de chaque groupement
protecteur sont illustrées ici. Le clivage des groupements protecteurs par le TFA et HF s’effectue par
acidolyse. L’élimination des groupes Fmoc est réalisée en présence de pipéridine et celle du t-Bu par

le TFA.

Afin de répondre aux besoins de synthése de composés de plus en plus complexes
nécessitant une chimie toujours plus sélective, d’autres groupements protecteurs ont été
employés tels que I'allyloxycarbonyle (Alloc)® ou encore le monométhoxytrityle (Mmt)s!
dont le clivage est catalysé par le palladium et réalisé a de trés faibles concentrations en

acide respectivement.

Depuis 'utilisation de 'approche « AB+AB » pour la synthése supportée d'un tétrapeptide
par Merrifield>, cette stratégie est amplement utilisée pour la production de peptides
d’intérét thérapeutiques? tels que les lipopeptides cycliques a propriété antimicrobienne.®
Développés par Planas et al., ces composés sont constitués de décapeptide cyclique construit
par assemblage itératif en phase solide et dont la séquence est (Lys®-Lys-Leu-Lys-Lys®)-
Phe-Lys-Lys-Leu-Glu) (Figure 22). Trois stratégies de synthese du lipopeptide cyclique ont
été explorées. La plus satisfaisante a reposé sur 'insertion d’acide gras par acylation directe
de I’amine en position € de la lysine® du peptide cyclique. La cyclisation a été effectuée par
la réaction entre l'acide carboxylique de l'acide glutamique terminale et I'amine de la
lysine®. L’association entre le peptide et I'acide gras a permis de moduler I'hydrophobicité

des composés induisant ainsi de meilleures interactions entre la chaine peptidique et la
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membrane cellulaire. En effet, ces critéres ont permis d’améliorer leur passage a travers cette

derniére.

P
c(Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Lys(Boc)” Phe-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Leu-Glu(Rink-MBHA))

1a R =Mt
1b R=ivDde
NHR ;

1) Mt or ivDde removal

Strategy A | 2)RCO.H coupling
| 3) Cleavage

N A

clLys-Lys-Leu-Lys™ 7Y "Phe-Lys-Lys-Leu-Gin)

HN \I&O
R

Figure 22. Schéma réactionnel de synthése de lipopetides cycliques visés. Adapté de la référence®

avec l'autorisation de la Royal Society of Chemistry.

La synthése en phase solide est également une méthode robuste pour synthétiser des
oligonucléotides. Dans ce cas, les couplages de type phosphoramidite introduits par
Caruthers et Beaucage en 1981 sont trés pratiques.8* Cette chimie a été utilisée pour préparer
une large gamme d’acides nucléiques synthétiques. Par exemple, le groupe de Di Fabio a
proposé une méthode de préparation d'une bibliotheque de quadruplex
d’oligodéoxynucléotides de séquence d(TG;AG) liés a des groupements hydrophobes via
leur liaison phosphodiester a 1'extrémité terminale 5 (Figure 23).855 Ces composés ont été
assemblés sur support solide (verre a porosité controlée) selon une stratégie basée sur la
chimie des phosphoramidites et ont été étudiés pour leur activité anti VIH potentielle par
rapport aux oligonucléotides non modifiés de séquence d(TG;AG) qui n’en possedent pas.
Ces travaux ont montré que ces oligodéoxynucléotides présentaient une activité anti VIH
mais avec une préférence pour le VIH-1 (majoritairement responsable de la pandémie) et

une faible cytotoxicité.

Le groupe de Van der Marel a développé des conditions de synthése de fragments de
ribonucléoprotéines retrouvés dans les picornavirus, classe de virus a laquelle appartient le

poliovirus humain (Figure 24).86 Leur stratégie a consisté en la synthése sur une plateforme
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automatisée d'une chaine de peptides composée de 5 acides aminés liée au groupement

phosphate de la chaine d’ARN dont la synthese a également été automatisée.
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p = phosphodiester bridge. CE: 2-cyanoethyl; Bz: benzoyl; Ac: acetyl.
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Figure 23. Schéma synthétique pour la préparation en phase solide d’oligonucléotides conjugués I-V.

Réimprimé de la références’ avec la permission d’Elsevier.
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Figure 24. Stratégie de synthése des nucléopeptides. Réimprimé de la référencedé avec la permission

de la Royal Society of Chemistry.

L’approche en phase solide a aussi été utilisée pour la synthese d’oligosaccharides d’intérét

thérapeutique.’” Dans ce contexte, Wong et al. ont décrit la préparation en phase solide de
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I'antigéne Lewis X-Lewis Y (Lex-Ley) a base de nonasaccharides présent sur des cellules
tumorales (Figure 25). Le succes de cette synthéese a reposé sur le choix judicieux et le retrait
sélectif des groupements protecteurs Fmoc et Levulinoyle (Lev) lors de I'addition successive
des différents sucres.888° L’automatisation du procédé a permis de réaliser la synthese en

moins de 24 h comparée a période de plus d'un an avec des synthéses en solution.

b s
e TN
- e [ Monosaccharide
U\T RN \ / building blocks 2-6
o) 7
Coupling
=5 o g
TN TN W
O o -~/ Q. o~
5 o

Deprotection

Cleavage
and
purification

Product 1
Figure 25. Schéma de synthese automatisée de I'antigene Lewis X-Lewis Y. a) Rétrosynthese basée sur
5 unités de construction différents 2-6 et une résine fonctionnalisée par un groupe hydroxyle 7. b)
Synthese automatisée d’oligosaccharides en utilisant des hexoses fonctionnalisés par un groupement
phosphate. Le nonasaccharide 1 est obtenu apres des cycles itératifs de couplage et de déprotection
employant les unités de construction 2-6 et par clivage de la résine. Réimprimé de la référence®® avec

l"autorisation de Macmillan Publishers Ltd.

Les glycopeptides représentent aussi une classe importante de biopolymeres de grand
intérét biologique. En effet, ces derniers sont impliqués dans de nombreux processus tels

que celui de I'inflammation et ont joué un role crucial dans I'élucidation et la compréhension
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des fonctions des glycanes dans la nature. Dans ce contexte, Jansson et al. ont décrit dans les
années 90 la synthese d'unité de construction a base de thréonine O-glycosylée a un
dimannopyranose pour l'assemblage en phase solide d’heptadécapeptides O-glycosylés
représentant un fragment de la chaine du facteur de croissance 1 ressemblant a 1'insuline
(IGF-1).% La formation de l'unité de construction par condensation directe entre la thréonine
et les dimannopyranoses a pu étre effectuée grace a une judicieuse utilisation du groupe
pentafluorophénol (Pfp) qui a permis d’une part I'activation du groupe acide carboxylique
pour 'assemblage d’acides aminés et d’autre part de protéger cette derniere lors de la

glycosylation avec les disaccharides (Figure 26).

4

PFpOH 1. AgOTF
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Figure 26. Synthese de la O-glycosylation de la thréonine par un résidu dimannoside. Adapté de la

référence® avec 'autorisation d’Elsevier.

Plus récemment, Haginoya et al. ont démontré que des séquences de peptides glycosylés a
un résidu de chitobiose (disaccharide) pouvaient étre assemblées de maniére itérative en
phase solide et couplées entre elles par condensation de segments peptidiques afin d’obtenir
des segments plus longs. Ces séquences peptidiques sont inspirées de celles de

métalloprotéases matricielles retrouvées sur la surface de cellules cancéreuses.!

Comme précédemment évoqué, la synthése en phase solide a permis de considérablement
simplifié la synthese peptidique, elle a aussi été utile pour la préparation de composés non
naturels tels que les pseudo-peptides. Dans ce contexte, le groupe de Liskamp a développé
la synthese d’oligopeptidosulfonamides pour le développement potentiel d’anticorps et
d’inhibiteurs de protéase du VIH (Figure 27).929% Ces composés sont issus de couplages
successifs entre des acides aminés et des analogues d’acides aminés modifiés par un
groupement chlorure de sulfinyle. Ces analogues ont été préparés a partir d’acides aminés
dont la fonction acide carboxylique a été réduite en alcool et d’acide thioacétique puis le

dérivé résultant a été chloré par du chlorure de sulfuryle.
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Figure 27. Représentation structurale d’oligopeptidosulfonamides. Réimprimé de la référence avec

'autorisation de I’American Chemical Society.

Plus tard, ces auteurs ont également décrit une procédure générale pour la synthese
d’oligourées préparés a partir d’acides aminés transformés en dérivés carbamate de 4-
nitrophényle correspondants (Figure 28).73% Ces oligourées sont des peptidomimétiques de
neurotensine composée de tridécapeptides et leur construction a reposé sur la répétition de
cycles alternant couplage de dérivés de carbamate de 4-nitrophényle et déprotection des

amines protégées par les groupements Fmoc.
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Figure 28. Représentation de la neurotensine (haut) et des oligourées peptidomimétiques

correspondants. Réimprimé de la référence” avec I'autorisation de I’American Chemical Society.

Schultz et ses collaborateurs ont quant a eux synthétisé des oligocarbamates monodisperses
par l'addition successive de dérivés d’acides aminés N-protégés dont le groupement acide
carboxylique a été réduit en alcool puis remplacé par un carbonate de para-nitrophényle
(Figure 29).9697 Ces composés ont présenté une résistance plus importante aux protéases ce

qui en font des candidats intéressants dans le domaine d’administration de médicament.
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Figure 29. Structure d’un oligopeptide et de l'oligocarbamate correspondant. Réimprimé de la

référenced3 avec I'autorisation de I’American Association for the Advancement of Science.
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La synthese en phase solide s’est aussi révélée efficace pour la préparation d'une grande
classe de peptidomimétiques, les peptides 3.8 Ces derniers sont des analogues d’acides
aminés dont la fonction amine est liée au carbone en position f de la fonction acide
carboxylique. Les travaux pionniers de Seebach-102 et Gellman!® ont démontré le potentiel
des peptides P et ont encouragé l'exploration d’autres voies de synthése permettant
d’accéder a ces peptidomimétiques. Dans ce contexte, le groupe de Marti a employé la
réaction d’Arndt-Eistert pour la construction de peptides P par réaction entre des

diazocétones d’acides a-aminés et la fontion amine libre de la chaine de peptide  en

croissance (Figure 30).104

R
ancﬂJ\n/“Nz
0

R O R
1 (4 equiv.) repeat a), b
HX-Linker—() FmocHJ\)LX-Linker-. tepeata)b) . oo-in XH
Ag benzoate/NEt; Cleavage H
DMF/THF, 0 °C, 4h L
p-Peptide

Conditions; a) 20% Piperidine in DMF. b) Fmoc-Xaa-CHN 5 1, Ag benzoate/NEt;, THF/DMF, 4h, 0 °C.
Linker-X: Wang-O or Rink-NH. PG = H, Acetyl, or Fmoc

Figure 30. Stratégie générale utilisant la réaction d’Arndt-Eistert pour la préparation de B-peptides.

Réimprimé de la référence!™ avec 'autorisation d’Elsevier.

Fiilop et al. ont élaboré une voie de synthése en phase solide de tétrapeptides contenant des
acides aminés P cycliques.l%> Ces composés ont été incorporés a la chaine peptidique par
ouverture de cycle de p-lactames sous l'action de cyanure de potassium (Figure 31). Les
peptides y présentent aussi des propriétés d’intéréts thérapeutiques intéressantes. En effet,
des études ont montré leur potentielle activité antibiotiquel®® ou encore leur grande
résistance a la dégradation protéolytique.l” Wu et ses collaborateurs ont décrit une méthode
de synthese de AApeptides y (acide aminé N-acylé-N-aminoéthyle) employant comme
composés de départ des acides aminés dont l'acide carboxylique a été modifié en
aldéhyde.1%8 La stratégie repose sur la répétition alternée d’étapes d’amination réductrice,
d’acylation et de déprotection. Une bibliotheque de composés issus de 1'association aléatoire
d’unité de construction provenant d'une série d’acides aminés modifiés en aldéhyde et

d’acide carboxylique a été créée par chimie combinatoire.
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Figure 31. Stratégie de synthése d'une chaine de tétrapeptide contenant des acides aminés P

cycliques. Réimprimé de la référencel® avec "autorisation de I’American Chemical Society.

Breipohl et ses collaborateurs se sont penchés sur 1'élaboration d’acides nucléiques
peptidiques (PNAs).109 Ces composés possedent des caractéristiques remarquables qui font
d’eux de bons analogues d’oligonucléotides. En effet, ils présentent une reconnaissance
spécifique du brin complémentaire de I’ADN ou de I’ARN. De plus, ils forment des
complexes ADN/PNA plus stables que ceux avec les oligonucléotides naturels.110-111
Contrairement aux méthodes employant précédemment le groupement Boc pour la synthese
de PNAs!12, Breipohl et al. ont utilisé une méthode plus douce associant les groupements
Fmoc et méthoxyphényldiphénylméthyle pour la préparation d’heptameres et octameres de
PNAs.10 Kinsel et al. ont proposé plus tard une voie de synthese de bis-PNAs conjugués a
des dérivés dendritiques a base de polylysines portant des mannoses dans le but de
développer des anticorps (Figure 32).113 Leur méthode a consisté en la synthese en phase
solide des dérivés dendritiques et des bis-PNAs individuellement. Ces composés ont été

ensuite couplés en solution pour former les bis-PNAs conjugués voulus.
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On bis-PNA 8, polyamide 9,
R peptide 10

11 (conjugate 2 + 8)
12 (conjugate 2 + 9)
13 (conjugate 2 + 10)

Figure 32. Formation de conjugués de PNAs et de dérivés de mannosides. Adapté de la référence3

avec l'autorisation de Wiley-VCH.
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Inazu et al. ont développé la synthese d’analogues de lysine (n=1, 2, 3) liés a un groupement
propane-1,3-diol. Ces analogues de lysine ont été incorporés aux peptides assemblés en
phase solide via la stratégie du Fmoc. Ces pseudo-peptides ont été couplés a des complexes
d’oligosaccharides pour former des pseudo-glycopeptides (Figure 33).114 Cette réaction de
transglycosylation de N-glycane a été réalisée de maniere enzymatique via cet analogue de

lysine.

Le groupe de Yaghi a démontré la polyvalence de la synthese en phase solide a travers le
design de complexes métal-peptides (Figure 34).115 L’approche a reposé sur l'addition
successive de tyrosine métallée avec différents métaux tels que le platine (II), le rhodium (II)
et le ruthénium (II). La métallation a été effectuée via le groupement terpyridine de la
tyrosine. Cette méthode a permis la synthese de triade, tétrade, pentade et hexade

comportant différents métaux.
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Figure 33. Schéma réactionnel de synthese de pseudoglycoacide aminé. (a) PyBOP, EtNs, DMF, TA,
(b) atmosphere H,, Pd/C, AcOH, TA; (c) FmocOSu, Na>COs, dioxane-eau (1:1), TA. Adapté de la

référencell4 avec ’autorisation d’Elsevier.
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Figure 34. Stratégie de synthése en phase solide de complexes métal-peptides. Réimprimé de la

référence’ avec 'autorisation de I’American Chemical Society.
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Dans la perspective de préparer de nouvelles classes de peptidomimétiques, le groupe de
Kitamura ont mis au point une voie de synthese en phase solide permettant d’accéder a des
oligomeres a base d’acide a-aminophosphoniques'’¢, d’autres travaux sur la préparation de
triazolomeres!'” ou d’oligomeres a partir de phénylacétylene ont également été réalisés.118

La synthese en phase solide par I'approche « AB+AB » a offert 'accés a un large spectre de
composés reposant sur le choix de groupements protecteurs appropriés permettant la
protection et la déprotection de ces derniers de fagon sélective. Cependant, trouver ce panel
de groupements protecteurs reléve parfois du défi. Par conséquent, une approche alternative
de type « AA+BB » a été développée ou l'utilisation de groupements protecteurs n’est pas

toujours requise.

3.2.2. L’approche « AA+BB »

La viabilité de cette méthode a été démontrée par le groupe de Borner et de Rose lors de la
synthese sur un support solide de polyamides a séquences controlées. La clé de ce succes
repose sur 'utilisation d'un grand exces d’agents de couplage et de monomeres permettant
un rendement approchant du quantitatif a chaque étape de couplage. L'utilisation de tests
de Kaiser permettant la détection d’amine primaire en association avec le test du vert de
malachite pour la détection d’acide carboxylique libre a permis de suivre I'avancement de
chaque couplage.1120 Dans ce contexte, par 'approche « AA+BB », Rose et Vizzavona ont
décrit la préparation en phase solide de polyamides monodisperses sans employer de
groupements protecteurs.® Leur stratégie a reposé sur des cycles successifs d’acylation en
employant 1'anhydride succinique comme source de diacide carboxylique et de diamines
variées (hexaméthylenediamine ou a,o diamino PEG) (Figure 35). Cette méthode comprend
trois étapes qui sont l'acylation réalisée avec I'anhydride succinique en présence
d’hydroxybenzotriazole (HOBt) suivie par l'activation du diacide carboxylique par le
carbonydiimidazole (CDI) et de I'étape d’aminolyse qui est effectuée avec une diamine en

présence d’HOBL.
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Figure 35. Schéma réactionnel de synthese de polyamides décrit par Rose et al. La stratégie a consisté
en la répétition de trois étapes qui sont I'acylation avec de diacide carboxylique, I’activation avec le
carbonyldiimidazole et 'aminolyse en présence de diamine. Réimprimé de la référence® avec

I'autorisation de I’American Chemical Society.

Ces polyamides ont été ensuite couplés a des peptides afin de former une nouvelle classe de
polymeres biocompatibles (Figure 36). En effet, les auteurs ont voulu par ce couplage
combiner les avantages de biocompatibilité des peptides avec la flexibilité et le caractere
hydrosoluble des diamines de type 4,7,10-trioxa-1,13-tridécanediamine. Ainsi des tétrameres
de polyamides et de peptides ont été isolés. Par la méme approche, le groupe de Borner a
décrit la synthese automatisée de poly(amidoamine)s (PAA) monodisperses
biocompatibles.”2 Ces derniers ont été construits par condensation alternée d’anhydride

succinique en tant que source de diacide carboxylique et de diamines variées (Figure 37).

Figure 36. Représentation de tétrameéres de polyamides et de peptides. Flu : fluorescéine, Cy : point
d’ancrage cystéamine, K : lysine diacétylée, Ox : point d’ancrage oxime, s : -COCH>CH>CO-, p : -NH-
CH2CHoCHo-(OCH2CHp)3-CHo-NH. Réimprimé de la référence® avec autorisation de I’American

Chemical Society.
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Des composés de type PEG-b-PAA ont pu étre préparés selon cette stratégie.’> L’approche a
consisté a assembler les PAA sur une résine fonctionnalisée avec du PEG. Ces polymeres
modeles PEG-b-PAA sont potentiellement intéressants en thérapie génique pour le transport
intracellulaire de I’ADN et comportant des liaisons disulfures précisément positionnées sur
la chaine de PAA grace a I'utilisation de la cystamine en tant qu'unité de construction.121-122
Ces études ont démontré le potentiel de formation de complexes entre le PEG-b-PAA et

I’ADN (Figure 38).
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Figure 37. Synthese itérative de segments de PAA monodisperses. La synthése a été réalisée sur une

plateforme automatisée. Réimprimé de la référence’?? avec I'autorisation de Wiley-VCH.
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Figure 38. Représentation simplifiée de la complexation de I’ADN avec le support de polymere.

Adapté de la référence’® avec la permission de I’ American Chemical Society.

En suivant la méme stratégie, des segments de PAA contenant des centres chiraux ont été
obtenus grace a l'insertion précise de Boc-L-alanine modifiée en Fmoc-diamine comme
source de chiralité.’’® Des glycopolymeéres ont également été préparés a partir de dérivés de
mannose et de PAA. Ces composés ont pu étre isolés par réaction de cycloaddition 1,3
dipolaire entre un alcyne et un azoture (CuAAC) en présence de CuSOs et d’ascorbate entre
des dérivés de 2-azidooéthyl-mannoside et des segments de PAA préparés a partir

d’anhydride succinique et de diamines possédant un groupement alcyne et de 2,2'-
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(éthylénedioxy)bis(éthylamine) (Figure 39).12 Une autre possibilit¢é de préparer des

glycopolymeres a été de lier des PAAs a des dérivés d’hexose par réaction thiol-ene.124
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Figure 39. Représentation des segments de glycopolymeres obtenus par synthese en phase solide.

Réimprimé de la référence’?? avec "autorisation de I’American Chemical Society.

3.2.3. L’approche « AB+CD »

Les couplages de monomeéres suivant la méthode « AB+CD » représentent une autre
alternative offrant 1'acces a des polyméres monodisperses a séquence controlée. Cette
approche itérative met en jeu des réactions chimiosélectives permettant ainsi de se passer de
groupements protecteurs. En effet, les fonctions terminales des monomeres impliqués ont
été choisies de telle sorte que chaque monomere ne peut réagir avec lui-méme mais induire
des réactions orthogonales avec le comonomere. L'approche « AB+CD » est une méthode
efficace pour le controle des séquences de monomeres et offre ainsi de nombreuses
possibilités dans le design de séquence des macromolécules telles que les peptoides.125-128
Ces analogues de peptides ont a la différence des acides aminés, leur chaine latérale localisée
sur l'azote de 'amide, devenue par conséquent tertiaire. Ces composés sont habituellement

synthétisés en phase solide par addition alternée de I'acide 2-bromoacétique et de la fonction

amine primaire du monomere mis en jeu (Figure 40).
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Figure 40. Stratégie de synthese des peptoides décrite par Zuckermann et al. Réimprimé de la

référence'? avec I'autorisation de I’ American Chemical Society.
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Dans ce contexte, le groupe de Zuckermann a proposé la synthese en phase solide de
pentaglycines N-substituées obtenues a partir d’acide bromoacétique et de diamines variées
telles que l'aniline et la cyclohexylamine, créant ainsi une bibliotheque de peptoides

monodisperses.’?? Etant donné que l'approche est analogue a celles des peptides, cette

derniere a pu étre automatisée.!30

Schroder et al. ont testé le potentiel d’absorption cellulaire des oligo(glycine)s N-substitués
en synthétisant ces derniers par assemblage itératif et en les couplant a des fluorophores
(Figure 41).131 Ces études ont montré que les peptoides a séquence plus longue présentent

une meilleure insertion au sein de la cellule.
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Figure 41. Attachement de fluorescéine et de rhodamine B Isothiocyanate en tant que fluorophores.
a) piperidine, DMF, b) acide Fmoc-aminohexanoique, PyBOP, DIPEA, DCM, c) 5(6)-
carboxyfluorescéine, HOBt, DIC DMF/DCM, d) hydrochlorure de rhodamine B isothiocynanate, €) 2-
mercaptoéthanol/DBU, f) TFA/TIS (95:5).

L’assemblage itératif d’oligomeres a séquences controlées via I'approche « AB+CD » a aussi
été explorée par notre équipe dans le cadre de la préparation d’oligo(triazole-amide)s
monodisperses sur une résine Wang dont la fonction terminale hydroxyle a été transformée
en azoture.” La stratégie de synthese a été basée sur la répétition alternée de deux réactions
chimiosélectives qui sont la CuAAC entre des alcynes terminaux (A) et des groupements
azotures (D) et I'amidification entre des acides carboxyliques (B) et des amines primaires
(©). Afin de remplir ces critéres, les monomeres choisis ont été 1’acide 6-heptynoique et la 11-

azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine. Ainsi des oligo(triazole-amide)s a séquences controlées
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ont été synthétisés sans 1'utilisation de groupements protecteurs (Figure 42). Ces travaux ont
aussi démontré que des résultats comparables pouvaient aussi étre obtenus via des supports

macromoléculaires solubles. Ces études seront détaillées dans la section 3.2.4.
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Figure 42. Schéma réactionnel de synthese d’oligoméres monodisperses par un mécanisme de

couplage de type « AB+CD ». Trois possibilités de support sont représentées ici: a) résine Wang
modifiée, b) support soluble de polystyréne fonctionnalisée avec un point d’ancrage clivable, c)
support soluble a base de polystyréne o-fonctionnalisé non clivable. Réimprimé de la référence” avec

'autorisation de I’ Amercian Chemical Society.

D’autre part, notre équipe a récemment développé une voie de synthése sur une résine
Wang préfonctionnalisée avec une glycine permettant d’accéder a des oligo(alcoxyamine
amide)s monodisperses par une approche « AB+CD ».132133 Ces composés ont été obtenus
par couplage itératif entre 'anhydride 2-bromoisobutyrique en présence de DIPEA dans le
DCM et l'amino-TEMPO ((2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxidanyle) en présence de
bromure de cuivre (I) (CuBr) et de tris[2-(diméthylamino)éthyl]lamine (MesTREN) (Figure
43). La puissance et I'efficacité de cette stratégie repose sur la rapidité et la chimiosélectivité
des réactions mises en jeu. En effet, quelques minutes pour chaque couplage ont suffi pour

que la réaction de couplage mise en jeu soit compléte.
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Figure 43. Stratégie de synthese d’oligo(alkoxyamine amide)s par une approche « AB+CD ». (i)
DIPEA, DCM, (ii)) CuBr, MesTREN, DMSO. Ces composés ont été synthétisés en alternant les étapes

(i) et (ii). Réimprimé de la référence’32 avec I'autorisation des auteurs.

3.2.4. Les autres approches

Récemment, le groupe de Meier a proposé une approche itérative qui met en jeu la réaction
multicomposants de Passerini’?* impliquant des dérivés d’acide carboxylique, d’aldéhyde et
d’isonitrile en combinaison avec la réaction thiol-ene!35 pour la construction de tétrameres a
séquences controlées et de copolymeres a blocs monodisperses comportant quatre chaines
latérales de type alkyle et cyclique (Figure 44).13¢ La fonctionnalisation des dérivés isonitriles
a permis par le biais de la réaction de Passerini d'introduire ces groupements latéraux a une
position précise sur la chaine du polymere. La réaction thiol-ene entre l'intermédiaire
vinylique issu de la réaction de Passerini et un composé fonctionnalisé aux extrémités par
des fonctions thiol et acide carboxylique a permis de relancer la réaction de Passerini
suivante. L’utilisation de groupements protecteurs n'a pas été nécessaire grace a la

chimiosélectivité des réactions impliquées.

D’autre part, la préparation sans l'intervention de groupements protecteurs d’oligomeres
multifonctionnalisés a base de thiolactones a été effectuée par 1'équipe de Du Prez grace a
I'utilisation alternée de deux réactions itératives d’aminolyse par une variété d’amines sur la
thiolactone terminale de l'oligomere en croissance et de l'extension de chaine par le
couplage de ce dernier avec un autre dérivé de thiolactone (Figure 45).137-138 Les thiolactones
mises en jeu sont des thioesters cycliques de I'homocystéine. IIs présentent I'avantage d’étre
fonctionnalisés par une grande variété de fonctions via l'acylation de leur groupement
amine et d’autre part de réinitier 1'étape de couplage suivante par la formation d'une

fonction thiol suite a I'ouverture de la thiolactone lors de I'étape d’aminolyse
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Figure 44. Synthese de tétrameres a séquences controlées ou de copolymeres a blocs monodisperses
par assemblage itératif basé sur la réaction de Passerini et la réaction thiol-éne. Réimprimé de la

référence’® avec la permission de Wiley-VCH.
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Figure 45. Méthode itérative pour la synthese d’oligomeres fonctionnalisés en phase solide employant
deux étapes itératives d’aminolyse alternant avec une réaction d’extension de chaine par couplage

avec un autre dérivé de thiolactone. Réimprimé de la référence'® avec l'autorisation de Wiley-VCH.

La synthese en phase solide a aussi été explorée par Chan-Seng et al. dans le cadre de la
préparation d’oligomeres monodisperses construits a partir d'unités de construction
naturelles et synthétiques (Figure 46).13% Cette stratégie a reposé sur l'addition alternée
d’acides aminés, d’acides azidocarboxyliques et d'unités intercalantes, 1’amine

propargylique. Ces différentes unités de construction ont été liées les unes aux autres de
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maniere covalente par réaction d’amidification et de CuAAC. Ces travaux ont démontré la

possibilité de moduler la composition et la structure primaire des oligomeres visés.

0
NH(Fmoc] J\ N3

RAA
TFEICH,CI,
x — —= Hooc 9000008 N

\,Nm

Figure 46. Approche synthétique pour la préparation d’oligomeres a base d'unités de construction
naturelles et synthétiques. Réimprimé de la référence!® avec l'autorisation de I’American Chemical

Society.

La puissance et la polyvalence de la technique en phase solide ont été démontrées par la
grande variété de composés a séquences contrdlées obtenus a partir de réactions de nature
diverse telles que les réactions de couplage croisé. En effet, le groupe de Fréchet a démontré
que des couplages de Stille pouvaient étre réalisés en phase solide pour la synthése de
pentameres monodisperses a base de thiophene.” Cependant, la synthese en phase solide ne
peut pas toujours apporter une solution a certains problemes comme les facteurs stériques
pouvant rendre 1'utilisation de cette technique difficile. Dans ce contexte, la synthese sur un

support soluble peut étre considérée comme une alternative dans ces cas-la.

3.2.5. Syntheése sur un support soluble

Les supports a base de polymeéres solubles sont une alternative a I'approche conventionnelle
en phase solide employant des billes de polystyrene réticulé insoluble. En effet, développée
en 1965 par le groupe de Shemyakin, la synthese supportée d’oligonucléotides en phase
liquide a été présentée comme une méthode pouvant se défaire des inconvénients que
pouvait engendrer une réaction en phase solide c’est-a-dire dans des conditions
hétérogenes.1#0 En effet, remplacer le polymere réticulé par un support soluble a permis
d’éliminer les facteurs stériques souvent a I'origine de réactions incompletes lors de synthése
en phase solide. Les supports solubles partagent les mémes prérequis que les supports
solides en termes d’inertie aux conditions employées et de possibilité de fonctionnalisation.
IIs doivent cependant remplir, a I'inverse des matrices réticulées insolubles, d’autres criteres

comme une bonne solubilité dans les solvants utilisés, une distribution de masse molaire
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étroite et une récupération aisée du support. En effet, les étapes de purification ne sont pas
effectuées par simple ringage et filtration comme dans le cas des supports solides mais sont

réalisées par précipitation (Figure 47).

De plus, les différentes approches itératives présentées précédemment peuvent aussi étre
appliquées a ces supports liquides. Dans ce contexte, Pfeifer et al. ont développé des
supports macromoléculaires solubles a base de polystyrene pour la construction
d’oligo(triazole-amide)s monodisperses selon l'approche « AB+CD ».7141 Des résultats
comparables ont été obtenus via les deux méthodes c’est-a-dire sur une résine Wang et sur
un support de polystyrene soluble possédant une fonction d’ancrage clivable. La synthese
de ces derniers a été mentionnée dans la partie 3.2.3.

L’utilisation de supports solubles pour la synthese d’oligopeptides a été décrite au début des
années 1970 par Mutter et al.142143 Par la suite, un grand nombre de supports solubles ont été
étudiés pour la synthese peptidique.#+14> Par exemple, notre équipe a récemment décrit la
synthese de supports optimaux permettant de préparer des structures bio-hybrides.!4¢ Ces
polymeres bioconjugués sont constitués d’hexapeptide préparé de maniére itérative sur un

support soluble a base de polystyrene possédant une fonction clivable de type Wang (Figure

48).
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Figure 47. Méthodes de purification utilisées en synthese en phase solide et en phase liquide.
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Figure 48. Schéma réactionnel de synthése de conjugués polymere-peptide selon plusieurs voies de

synthése. Sur un support soluble fonctionnalisé avec un point d’ancrage de type Wang (a), sur un
support soluble non clivable (b), sur une résine Wang fonctionnalisé avec une glycine protégée par un

groupement Fmoc. Réimprimé de la référence’ avec I'autorisation de la Royal Chemical Society.

Ces supports macromoléculaires solubles ont aussi été efficaces pour la préparation de
pentapeptides N-PEGylés.1#7 Basée sur une stratégie alternant les étapes de protection et
déprotection avec le Fmoc, les acides aminés ont été I'un apres l'autre liés de maniere
covalente au support soluble a base de polystyrene puis une fois assemblé, le peptide a été
couplé a des PEG de masse molaire de 2000 ou 5000 g-mol-! (Figure 49). La PEGylation a été
effectuée par réaction d’amidification entre les fonctions amine et acide carboxylique
terminales du peptide et du PEG en présence de PyBOP et de DIPEA pendant cinq jours.
Elle a été plus efficace avec le PEG a 2000 g-mol-! (95%) qu’avec celui a 5000 g-mol- (35%).
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Figure 49. Stratégie de N-PEGylation d’oligopeptides sur un support soluble. Adapté de la

référence’®” avec I'autorisation de I’ American Chemical Society.

Lors de la synthése de tétrapeptide modele (Glycine-Lysine-Serine-Arginine), les travaux

d’Amrane et al. ont permis de réaliser une étude comparative entre les approches itératives
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sur une résine de type Rink et sur support soluble possédant le méme type de point
d’ancrage. Ainsi les avantages et inconvénients de chaque technique ont pu étre ciblés.14¢ Les
résultats obtenus sur support solide et soluble sont comparables en termes de rendement et
de pureté des peptides synthétisés. L’approche en phase liquide permet de suivre les étapes
intermédiaires contrairement a la voie en phase solide. De plus, le support soluble peut
rentrer dans la composition du matériau final alors que la résine est rarement réutilisée, une

fois clivée.

Récemment, le groupe d’Alabi a montré que des polymeéres a séquences controlées
pouvaient étre préparés a partir d’acrylamide d’allyle N-substitué et de dithiol comme
unités de construction et sans l"utilisation de groupements protecteurs. Dans cette approche,
les monomeres sont alternativement assemblés par deux réactions de type addition de
Michael catalysée par des phosphines et de type thiol-éne sur un support de polymere fluoré
soluble (Figure 50). Ces réactions ont été choisies en raison de leur cinétique rapide de
I'ordre de 90 secondes et de 300 secondes. De plus, I'utilisation d’acrylamides d’allyle N-
substitués offrent de nombreuses possibilités de variations des groupements latéraux.
L’emploi de support soluble fluoré permet a la fois de combiner les avantages des réactions
en solution et en phase solide c’est-a-dire pouvoir se défaire des contraintes liées aux

facteurs stériques tout en bénéficiant d"une purification facile par extraction rapide en phase

solide fluorée (FSPE).14
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Figure 50. Synthése de polymeres a séquences contrdlées par 'intermédiaire de support de polymeres

fluorés. Réimprimé de la référence’*® avec I'autorisation de I’American Chemical Society.
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4. Couplage de macromolécules

Les différentes techniques de controle des séquences de polymeres évoquées précédemment
ont démontré leur efficacité a travers la préparation d’une grande variété de polymeres a
séquences bien définies. Le couplage d’oligomeres a séquences controlées peut aussi offrir
I'acces a des macromolécules monodisperses. Deux types de ligation sont distingués. Les
ligations chimiques natives sont celles ot une liaison peptidique (amide) est formée tandis
que les non natives donnent lieu a d’autres types de liaisons telles que des liaisons de type

triazoles, thioesters ou encore thioéthers.

4.1. Ligation chimique native

Les protéines sont une grande source d'inspiration et nombreux sont les travaux portant sur
le sujet. En effet, elles sont impliquées dans de nombreux processus biologiques et leur
étude a permis d’apporter une meilleure compréhension de ces mécanismes. La synthése en
phase solide a simplifié la préparation de petits peptides comparée aux méthodes classiques
en solution et son application a la synthese totale de protéines a été rendue possible dans
certains cas!® mais n’est toutefois pas toujours adaptée a tout type de séquence peptidique
comme les séquences peptidiques dites « difficiles ».6 La ligation chimique native (NCL)
proposée par le groupe de Kent est une alternative a ces limitations et a été une avancée
majeure pour la synthese de peptides comportant plus de 50 résidus. Elle consiste a
condenser en milieu aqueux et de facon chimiosélective des fragments peptidiques non
protégés spécifiquement fonctionnalisés. La ligation chimique native se traduit par un
échange intermoléculaire entre un thioester situé en position C-terminale d"un peptide et le
thiol d'une cystéine situé en position N-terminale d'un autre peptide suivie d'un
réarrangement intramoléculaire par transfert d’acyle (Figure 51). La puissance de cette
technique repose sur la facilité de sa mise en ceuvre pour la préparation d'une grande
variété de protéines telles que la synthése de l'interleukine 8, une protéine de 72 acides
aminés, obtenue par ligation entre le fragment 1-33 (peptide 1) et le fragment 34-72 (peptide
2).151
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Figure 51. Ligation chimique native faisant intervenir une cystéine en position N-terminale et un

thioester a l'extrémité C-terminale de deux segments peptidiques non protégés. Réimprimé de la

référencelS! avec 'autorisation de 1’American Association for the Advancement of Science.

Similairement, des glycopeptides ont été préparés par réaction de ligation native entre la
fonction thioester d’un segment peptidique et la cystéine de 1'autre. Ces peptides ont été
simultanément fonctionnalisés par des résidus de N-acétylgalactosamine via une réaction de
CuAAC mettant en jeu leur fonction azoture terminale et le groupement propargyle des
sucres. (Figure 52).152 La chimiosélectivité des réactions impliquées a permis la préparation

« one pot » des composés désirés.

Le groupe de Tolbert a aussi combiné la ligation chimique native et la CuAAC pour la
synthése de dimeéres ou de triméres formés par la liaison entre deux segments protéiques.15
L’'introduction de fonctions terminales alcyne et azoture a été effectuée via une ligation
chimique native entre la cystéine terminale des segments protéiques et la fonction thioester
de petits composés fonctionnalisés a l'autre extrémité par soit un alcyne soit un azoture.
Cette méthode a servi pour la synthese d’homodimere de protéine G de masse molaire de
13637,5 g-mol? issu de la liaison entre deux segments du domaine protéique C2 d’une

protéine liant I'immunoglobuline trouvée chez les streptococcus du groupe G.
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Figure 52. Stratégie employant la combinaison de deux réactions efficaces que sont la ligation

N

chimique native et la CuAAC pour la préparation de glycopeptides obtenus a partir de N-
acétylgalactosamine possédant par un azoture terminal et de peptides comportant un groupement
propargyle et soit un thioester ou soit une cystéine. Réimprimé de la référence avec 1'autorisation de

I’ Amercian Chemical Society.

La puissance de la ligation native chimique a également été démontrée pour la préparation
d’érythropoiétines synthétiques de 51 kDa constituées de deux polymeres branchés
monodisperses liés de maniére covalente a une chaine peptidique de 166 acides aminés.?>*
Dawson et al. ont aussi exploité cette méthode pour la synthése de phospholipases

composées de 124 acides aminés.15

La ligation de Staudinger, récemment utilisée par Bertozzi'> et Raines,!57-15 est une méthode
alternative pour former une liaison amide au site de ligation par réaction entre un peptide
possédant un groupe phosphinothioester a une extrémité et un peptide ayant a une
extrémité une fonction azoture.’® Cette approche a été utile pour la synthése de ribonucléase
A (RNAse A) composée de 124 acides aminés'® (Figure 53) et de peptides ne contenant pas
de résidu glycyle au site de ligation.16!
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Figure 53. Formation de liaison peptidique via la réaction de Staudinger. Réimprimé de la référence’#

avec I'autorisation de I’American Chemical Society.
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Malgré l'efficacité des techniques présentées dans cette section, ces derniéres restent
cependant limitées aux polymeéres naturels et nécessitent la présence d"une cystéine dans la
méthode de ligation proposée par le groupe de Kent soit d'un groupe phosphinothioester
dans la méthode de Staundinger. D’autres méthodes de ligation dites non natives ont été

explorées afin de contourner ces limitations et seront présentées dans le paragraphe suivant.

4.2. Ligation non native

Cette méthode a été utilisée pour la construction d’édifices moléculaires reliés par une
liaison de nature non peptidique et a permis de cibler a la fois des macromolécules

synthétiques et naturelles.

Ainsi d’autres alternatives aux méthodes de Kent et de Staundinger ont été étudiées afin de
lier des segments peptidiques. Parmi elles, une approche consiste a coupler les fragments
peptidiques via la formation d’une liaison thioéther au site de ligation. Ces méthodes font
intervenir un bromoacétate N-terminal avec des thiocarboxylates ou des thiols pour
conduire, apres une substitution nucléophile, a une liaison thioester ou thioether. La ligation
par liaison thioéther a été employée pour la synthese de la protéase du VIH-1 composée de
99 acides aminés.162 Le site de liaison se trouve au niveau de la région centrale c’est-a-dire
entre deux glycines adjacentes en position 51 et 52. En effet, le fragment 1-50 a été
fonctionnalisé a I'extrémité C-terminale par une fonction thiol et a été condensée avec le
fragment 53-99 fonctionnalisé a I'extrémité N-terminale par un bromoacétate pour former
respectivement au site de ligation une liaison thioéther (Figure 54). Cette approche a aussi

été exploitée pour le design de protéines transmembranaires.163

52

Br—CH,-CO-HIV PR 53-99 Liaison thioéther
HIV PR 1-50— Gly—CH,CH,SH = (HIV PR 1-50— Gly—CH,CH,S=CH,~CO—{HIV. PR 53-99
51 51 52

Figure 54. Synthése d’analogues thioéther de 'HIV protéase proposée par Englebretsen et al. Adapté

de la référencel62 avec I’autorisation d’Elsevier.

Une autre maniéere de coupler des peptides entre eux par une liaison thioéther est par
addition de Michael entre un peptide possédant une fonction thiol et un autre fonctionnalisé

par un maléimide (Figure 55). Nefzi et al. ont employé ce type de ligation pour la synthése
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de TASP (Template Assembled Synthetic Protein).16* Par cette approche, des peptides 11-mer
de séquence Ac-(Ala-Ser)s-Cys ont pu étre liés de maniére sélective a quatre dérivés
maléimides reliés a des peptides cycliques par I’amine des quatre résidus lysine. La présence

des maléimides a permis d'induire une conformation définie au peptide final.

Peptide 1—S
Peptide 1—SH + N-Peptde2 ———» N- Peptide 2

o

Figure 55. Formation de liaison thioéther entre un peptide thiol et un peptide maléimide. Adapté de

la référence’6> avec 'autorisation de ’auteur.

D’autres méthodes de ligation non natives ont aussi été étudiées pour lier des fragments
peptidiques. La réaction de CuAAC est une réaction efficace permettant de lier des

fragments moléculaires soit naturels soit synthétiques.166-168

Dans ce contexte, le groupe de Guan a proposé une approche de synthese de polymeres a
séquences périodiques a base d’hexapeptides bifonctionnels (azoture a l'extrémité N-
terminale et alcyne a l'extrémité C-terminale) polymérisés par étapes par réaction de
CuAAC (Figure 56).1¢° L’azidopeptide a été préparé en phase solide tandis que la partie
peptidique comprenant 1'alcyne a été synthétisée en solution. Afin de prévenir la formation
prématurée d’agrégats durant la polymérisation, un groupement 2-diméthoxybenzyle a été
incorporé par amination réductrice de I’alanine. Des polymeres de 11500 g-mol" avec un
indice de polymolécularité de 1,89 ont été obtenus par cette approche. La périodicité des
microstructures découle de la régulation des séquences de monomeres des segments

impliqués dans le couplage.

Lutz et ses collaborateurs ont utilisé la réaction CuAAC pour préparer des copolymeres
périodiques  synthétiques assemblés a partir de segments de copolymeéres
hétérotéléchéliques fonctionnalisés a leurs extrémités par une fonction alcyne et un
groupement azoture. Ces fragments a séquences controlées ont été préalablement
synthétisés a partir de styrene et de maléimide N-substitué localement incorporé sur la
chaine de polymere. (Figure 57) La périodicité des séquences a résidé sur la polymérisation

de segments possédant une séquence de monomeres controlée.170
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Figure 56. Stratégie de synthese de polypeptides a partir d’hexapeptides par réaction de CuAAC.

Adapté de la référence’® avec I'autorisation de Wiley-VCH.

Figure 57. Stratégie générale de synthése de copolymeres périodiques fonctionnels: synthese de
copolymeres hétérotéléchéliques (haut) suivie d'une polymérisation par étapes des précurseurs par

CuAAC (droite). Réimprimé de la référence’”® avec I'autorisation de I’ American Chemical Society.

N 2

Ce chapitre est une introduction aux polymeéres a séquences controlées ou les progres
réalisés dans ce domaine et les méthodes pour réguler les séquences de monomeres ont été
abordés. Cet apercu de I'état de I'art a servi d’inspiration pour la réalisation de mes travaux

qui seront présentés dans les chapitres suivants.
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CHAPITRE II

Synthese itérative d’oligo(triazole-amide)s
moléculairement encodés par une approche

« AB+CD »






1. Introduction

Comme cela a été précédemment évoqué, les propriétés des biomacromolécules sont
fortement liées au controle de la structure primaire.3 Dans le cas de I’ADN, ses propriétés de
stockage de I'information génétique résident dans 1'agencement précis des acides nucléiques
constituant ses chaines. Ces propriétés sont d’une part essentielles a la vie mais représentent
d’autre part une source d’inspiration en termes d’encodage moléculaire. Avec I'expansion
mondiale des communications numériques, combinée a un accroissement de la puissance
informatique, le stockage de données est devenu primordial et captive l'attention dans tous
domaines confondus allant des sciences aux techniques. Les besoins en stockage
d’information ont augmenté de maniére drastique avec 1’'expansion de I'informatique. On
estime actuellement que plus d'un zettabyte (10> MB) de données digitales sont générées
par an.’”! Par conséquent, les supports de stockage classiques tels que les disques durs
commencent a atteindre leur limite. A titre d’exemple, une surface de 'ordre de plusieurs
milliers de metre carré est requise pour le stockage de telles données ainsi que des controles
rigoureux de l'atmospheére environnante (humidité et chaleur).’”2 Pour répondre a ces
contraintes d’espace et d’environnement, I'idée a été de changer la nature de ces supports,
c’est-a-dire d’encoder des informations a I'échelle moléculaire ou atomique. Effectivement,
cela permettrait une augmentation considérable de densité de stockage. Si nous nous
intéressons seulement depuis ces derniéres années a changé nos systemes de stockage
d’information, la nature, a travers 1’ADN, a résolu le probléme depuis fort longtemps. La
richesse et la diversité du monde vivant repose sur un code a quatre acides nucléiques
judicieusement placés sur les brins d”ADN. La capacité de stockage de données dans ces
biomacromolécules devance largement les systemes synthétiques de stockage développés
jusqu’a présent. En effet, seuls quelques grammes d’ADN sont nécessaires pour stocker un
zettabyte de données. Si ce concept est possible pour les biocopolymeres comme 1"’ADN, il
n'y pas de raison, en principe, pour que les polymeres synthétiques ne puissent pas étre

utilisés dans le méme but.

L’objectif de ce travail s’inscrit au cceur de ce contexte. De ce fait, des investigations dans
I’élaboration de stratégies de synthese axées sur I'encodage moléculaire ont été effectuées.
Bien que tous types de codes moléculaires puissent potentiellement étre incorporés au sein
d’un polymere synthétique comportant deux comonomeres et plus, le niveau le plus simple

d’encodage moléculaire est probablement la création d’un code binaire utilisant deux
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monomeres arbitrairement dénommés 0 et 1. L’approche « AB+CD » est une méthode qui
repose sur l'utilisation de réactions chimiosélectives c’est-a-dire des réactions dont les
fonctions terminales ont été choisies de telle sorte que chaque monomere ne peut réagir avec
lui-méme mais induire des réactions orthogonales. De ce fait, 1'utilisation de groupement
protecteur sur la chaine principale n’est pas requise puisque la fonction A réagit
exclusivement avec la fonction C tandis que D réagit uniquement avec B. Elle a démontré
son efficacité pour le controle des séquences d'une grande variété d’oligomeres. Dans ce
cadre, le groupe de Zuckermann a exploité cette approche pour I'élaboration sur phase
solide de peptoides a séquences controlées.’3 Notre équipe a quant a elle employé cette
méthode pour la synthése d’oligoamides monodisperses préparés a partir d’anhydride de 2-
bromo-2-méthylpropanoique et de nitroxides (TEMPO-NH>).132 Cependant, peu d’études!!
sont dédiées a la synthése d’oligomeres synthétiques portant sur leur squelette un code
moléculaire et c’est pourquoi l'application de cette approche itérative a été étendue a la

préparation d’oligomeres moléculairement encodés.

Ainsi, par une approche « AB+CD » sur la base de deux réactions chimiosélectives que sont
la cycloaddition 1,3 dipolaire entre un alcyne et un azoture catalysée par le cuivre (I)
(CuAACQ) et I'amidification, des oligo(triazole-amide)s moléculairement encodés ont été
synthétisés (il est a noter que l'insertion du premier monomere sur le support solide met en
jeu une réaction d’estérification). Cette approche a été précédemment exploitée par notre
groupe dans le but de construire par lintermédiaire de supports macromoléculaires
comportant des fonctions azotures, des oligomeres basés sur deux monomeres différents qui
sont l'acide 6-heptynoique en tant qu'unité de construction AB (A = alcyne, B = acide
carboxylique) et la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en tant qu'unité CD (C = amine, D
= azoture) (Figure 58).” Dans le cadre de cette étude, deux unités de construction modeles
AB de type acides alcynoiques linéaires et substitués par un méthyle ont été utilisées et ont
été dénommeées arbitrairement (0) et (1) par analogie avec le code binaire. Chaque unité de
construction AB est assimilée dans le cadre de ce travail a un bit d"information qui est 'unité
la plus simple dans un systéme de numération ne pouvant prendre que deux valeurs,

désignées le plus souvent par les chiffres (0) et (1) (Figure 59).
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A) Description de I'approche « AB+CD »

(A) Alcyne (B) Acide carboxylique (C) Amine primaire (D) Azoture
2 oV v v
MOH HZN/\/O\/’\D/'\/O\/\N:’
| [ )

M, (Monomére AB) M, (Monomére CD)

B) Etude menée par Pfeifer et al.

o
Multi-ét; --
Support-N, u—tl-eap—%bSupport- =M, M,M,M,M, 'l’N‘WQ{\’O%/L
N=N
(i), (ii)

Oligo(triazole-amide)s a séquence définie

C) Travaux effectués dans ce chapitre : encodage des oligo(triazole-amide)s

. (o] (o]
(9)= HOJ\/\\\ = HOH/\Q —_ = HZN»{\IO;;/\M

Acide 4-pentynoique Acide 2-méthyl-4-pentynoique unité intercalante
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HOM Hoﬂ\r\/\{\
Acide 6-heptynoique Acide 2-méthyl-6-heptynoique
o 0
Support-OH " 28%% Support-i{ 0 =0 7 ) wof Sy "Vo’;/\ulukf\/\i*
(), (i) " 2

Pentameére encodé

Figure 58. Description de A) 'approche « AB+CD » et B) des études menées par Pfeifer et al. qui ont

servi de point de départ C) aux travaux effectués dans ce chapitre.

De ce fait, en utilisant ces unités de construction AB ainsi que la 11-azido-3,6,9-
trioxaundécan-1-amine comme unité intercalante CD, des pentameéres monodisperses ont
été obtenus sur un support solide. Chaque pentameére constitue une triade d’information
contenant trois unités AB soit 3 bits et deux unités intercalantes CD. L’encodage
d’information est ici représenté par l'incorporation d'un acide alcynoique linéaire ou portant
un groupement méthyle a une position précise sur la chaine de I'oligomére. En prenant en
compte le fait que deux monomeres AB différents peuvent étre placés dans trois sites
différents, 23 (c’est-a-dire 8) possibilités d’arrangements moléculaires peuvent étre créées sur
un pentamere. Pour démontrer la faisabilité du concept, toutes ces possibilités ont été

synthétisées et caractérisées.!2
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Figure 59. Stratégie générale pour la synthese d’oligomeéres a séquences controlées via une approche
itérative « AB+CD ». Conditions expérimentales : (i) PyBOP, DIPEA, DCM; (i) CuBr, dNbipy, THEF;
(iii) TEA/DCM (9/1).

2. Préparation de I'unité intercalante 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine

Pour les besoins de cette étude, la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine qui a été utilisée
pour la syntheése de tous les oligomeres décrits dans ce chapitre, a été préparée selon la

littérature.173-174 Sa synthese comprend 5 étapes décrites ci-dessous.
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Schéma 2. Schéma réactionnel de synthese de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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En premier lieu, le tétraéthylene glycol est monoactivé par le chlorure de tosyle en présence
de triéthylamine pour donner le composé 1 avec 84 % de rendement apres purification par
chromatographie sur colonne (gel de silice). Ce composé a été ensuite caractérisé par RMN
1H et 13C dans le chloroforme deutéré. La présence des protons du cycle aromatique du
tosyle (f, g) a 7,80 et a 7,35 ppm ainsi que celle du signal caractéristique du carbone en
position a du groupement tosyle (d) a 4,16 ppm montrent que le composé désiré a bien été

obtenu (Figure 60).
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Figure 60. Spectre RMN 'H et 3C du composé 1 dans le CDCls.

Une fois activé, le composé 1 subit une substitution nucléophile d’ordre 2 (SN2) pour former
I'azoture 2. La disparition des signaux caractéristiques aux protons aromatiques initialement
présents dans le composé 1 confirme bien que la SN» a bien eu lieu. De plus, le déplacement
chimique des protons en position a au groupement tosyle initialement situés a 4,17 ppm
vers 3,36 ppm lorsque le groupe partant est substitué par I'azoture démontrent que le

composé 2 a bien été formé (Figure 61).
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Figure 61. Analyse par RMN 'H et 3C du composé 2 dans CDCls.

Apres la formation de l'azoture, la fonction alcool du composé 2 est activée par le chlorure
de mésyle. Le déplacement chimique des protons (a) aux environs de 3,5 ppm a 4,46 ppm

confirment quant a eux l'activation de l'alcool par le chlorure de mésyle (Figure 62).
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Figure 62. Spectres RMN H et 13C dans le CDCl3 du composé 3.

La SN2 avec le phthalimide de potassium sur le groupement alcool activé conduit au

composé 4 avec un rendement de 85 % apres purification par chromatographie sur colonne.
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En effet, les signaux caractéristiques des carbones du groupement phthalimide (e, £, g et h)
en RMN 13C attestent la formation du composé 4 (Figure 63). Le composé 4 a été déprotégé
avec I'hydrazine hydratée donnant lieu au composé final, la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-
amine, obtenue avec un rendement de 94 %. En effet, la présence du signal caractéristique de

la fonction amine (f) a 132,35 ppm confirme 1'obtention du composé désiré (Figure 63).
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Figure 63. Spectres RMN H et 13C dans le CDCl3 du composé 4.
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Figure 64. Spectres RMN H et 3C dans le CDCl3 du composé 5.
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3. Synthese d’oligo(triazole-amide)s par une approche itérative « AB+CD »

3.1. Synthese d’oligo(triazole-amide)s préparés a partir d’acide 6-heptynoique
(AB) et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (CD)

Les études de Pfeifer et al. sur la synthese itérative d’oligo(triazole-amide)s a base d’acide 6-
heptynoique (monomere AB) et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (monomere CD)
par une approche « AB+CD » a servi de point de départ a ce travail.” Dans un premier
temps, 1'objectif a été de reproduire la synthese de ces oligo(triazole-amide)s a travers des
cycles utilisant successivement des réactions d’amidification et de cycloaddition 1,3
dipolaire entre un alcyne et un azoture catalysée par le cuivre (I) (CuAAC). Cependant,
contrairement au travail décrit par Pfeifer et al. ot1 la synthese a été réalisée sur un support
soluble de polystyréne linéaire préparé par polymérisation radicalaire par transfert d’atome
(ATRP) et fonctionnalisé par un groupement azoture, le travail mené ici a considéré une
résine Wang non modifiée comme support solide (Figure 65). Par conséquent, apres
I'incorporation du premier acide 6-heptynoique par une réaction d’estérification, ce
monomere est ensuite additionné par réaction d’amidification et I'unité intercalante par

réaction de CuAAC et non inversement comme dans I’étude de Pfeifer et al.

o o
//\/\/U\OH HoN"TS SN0 NN N

M, (monomere AB) M; (monomeére CD)

A) Stratégie employée par Pfeifer et al.

Ns

) . 0 ) /\Lrﬂ (\/\O Z\/Na

Support solide Support soluble
M, i M, i TNPLIPN
Support-N; ——> Support—N"S H — 3 Support—N"> N " NH,
CuAAC N=N Amidification N=

B) Stratégie utilisée dans ce chapitre
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Figure 65. Stratégie de synthese d’oligomeres a séquences contrdlées via une approche « AB+CD » :
A) approche décrite par Pfeifer et al. employant des supports fonctionnalisés par un groupement

azoture et B) approche utilisée dans ce travail employant une résine Wang non modifiée.
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L’étape d’amidification ou d’estérification consiste a utiliser un acide alcynoique ici I’acide 6-
heptynoique, en présence de la diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le dichlorométhane
(DCM) alors que I'étape de CuAAC s’effectue en utilisant la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-
amine en présence de bromure de cuivre (CuBr) et de 44' di-n-nonyl-2,2"-bipyridine

(dNbipy) dans le tétrahydrofurane (THF) anhydre.

Cette partie a permis d'une part de confirmer les résultats obtenus par Pfeifer et al. et d"autre
part d’établir une base pour les études ultérieures. Ainsi a partir d'une résine Wang non
modifiée possédant 0,7 mmol de groupements fonctionnels par gramme de résine, ces
oligomeres téléchéliques ont été préparés apres une réaction d’estérification, deux réactions
d’amidification et deux réactions de type CuAAC suivies par le clivage dans un mélange
TFA/DCM (9/1). Les composés obtenus ont été caractérisés par RMN !H dans le
diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-ds), par spectrométrie de masse MALDI-ToF et par
chromatographie d’exclusion stérique (SEC) dans le THF. Les résultats de ces analyses ont
confirmé 1’obtention de ces oligo(triazole-amide)s avec un bon rendement (en moyenne 80%,
déterminé par gravimétrie) et une bonne pureté. En effet, il est possible d’identifier sur le
spectre RMN du proton réalisé dans le DMSO-ds, les signaux caractéristiques des fonctions
terminales acide et alcyne a 9,52 et 2,72 ppm respectivement (Figure 66) ainsi que les
signaux des protons des triazoles et des amides (f, 1) a 7,83 ppm.
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Figure 66. Spectre RMN 'H effectué dans DMSO-ds d"un pentameére a séquences contrdlées obtenu a

partir d’acide 6-heptynoique et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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De plus, la RMN 3C a révélé des signaux spécifiques au carbone (f) situé a 123,79 ppm, aux
carbones des fonctions tétra(éthyléne glycol) dans la zone allant de 69,31 a 70,59 ppm ainsi
que celui de l'alcyne terminal (p) a 68,59 ppm (Figure 67). Cette attribution des pics a pu étre
faite grace a la RMN DEPT 135. En effet, les signaux des carbones (p) et (f) sont facilement
identifiables car ce sont des carbones tertiaires et de ce fait, leurs signaux sont inversés par
rapport aux signaux des groupements -CHb»-. La présence des fonctions acide carboxylique
et amide situées respectivement a 176,64 ppm et a 174,75 ppm a été confirmée par leur

disparition en RMN DEPT 135 étant donné que ces derniers sont quaternaires.
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Figure 67. Spectres RMN 13C et DEPT 135 effectuées dans le CD2>Cl, d'un pentamere a séquences

controlées obtenu a partir d’acide 6-heptynoique et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.

L’oligomere a été également caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-ToF. L'unique
présence de pics correspondant aux especes [M+H]* et autres adduits formés avec des
cations de nature variée (Na*, K*, Cu*) a permis de déterminer la pureté du composé, ce qui
a été corroboré par SEC o1 I'indice de polymolécularité (M,, /M,) obtenu était de 1,003
(Figure 68). Il est a noter que I'indice de polymolécularité apparente des oligoméres ne peut

étre égale a 1 en SEC en raison des phénomenes de dispersion axiale et d'étalement de pic.7>
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Figure 68. Analyses du pentameére synthétisé a partir d’acide 6-heptynoique et de 11-azido-3,6,9-
trioxaundécan-1-amine par 1) SEC dans le THF (étalons : polystyrénes linéaires a faible indice de

polymolécularité) ; 2) spectrométrie de masse MALDI-ToF.

Ces résultats ont permis de montrer que l'approche itérative « AB+CD » pour la synthese
d’oligo(triazole-amide)s peut étre aisément réalisée sur une résine Wang non modifiée. Les
sections suivantes de ce chapitre visent a explorer I'emploi de différents acides alcynoiques

afin de synthétiser une bibliothéque d’oligomeres et d’introduire la notion de codage.

3.2. Synthese d’oligo(triazole-amide)s préparés a partir d’acide 4-pentynoique
(AB) et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (CD)

Afin d’étendre la bibliotheque d’oligo(triazole-amide)s, un acide alcynoique plus court,
'acide 4-pentynoique a été utilisé. La synthése de ces oligomeres a été conduite en utilisant
des conditions similaires a celles employées précédemment en remplacant 1'acide 6-
heptynoique par l'acide 4-pentynoique. Cependant, les oligomeéres obtenus avec ces

conditions de synthese n’étaient pas monodisperses.

En effet, la cinquiéme étape demeurait incompléte lorsque 1'acide 4-pentynoique était utilisé
en tant que monomere AB. Cette constatation a été faite grace a la spectrométrie de masse

MALDI-ToF ot les pics caractéristiques d’oligomeres plus courts ont été observés en plus du
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signal des oligomeres désirés a 695,049 uma (Figure 69). Ces especes plus courtes
correspondent a des oligo(triazole-amide)s comportant 4 unités qui sont des espeéces issues
de I'étape précédant la derniere amidification puisque si celle-ci avait été complete, seule la

présence de pics a 695,049 uma aurait été observée.
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Figure 69. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF du pentameére synthétisé a partir d’acide

4-pentynoique et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.

Ces difficultés ont pu étre surmontées lorsque la derniéere étape d’amidification a été répétée
trois fois. Les composés ainsi formés, sont obtenus sans contamination par des oligomeres
plus courts. Ceci a été confirmé par le spectre de RMN 'H ot des signaux caractéristiques
des fonctions terminales alcyne et acide (a, m), triazoles (d) et tétra(éthylene glycol) (e, £, g,

h, i) ont été identifiés (Figure 70).

De plus, les analyses de spectrométrie de masse MALDI-ToF et SEC dans le THF confirment
également la formation d’oligoméres monodisperses (Figure 71). Cette derniére technique

met en évidence une courbe Gaussienne unimodale avec une distribution de masse molaire

étroite (M,, / M,=1,004).
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Figure 70. Spectre RMN 'H réalisé dans le DMSO-ds du pentamere a séquences controlées synthétisé a
partir d’acide 4-pentynoique et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en tant qu’unités de

construction AB et CD respectivement (Tableau 1, entrée 1).
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Figure 71. Caractérisation du pentamere préparé a partir d’acide 4-pentynoique et de 11-azido-3,6,9-
trioxaundécan-1-amine (Tableau 1, entrée 1) par 1) SEC dans le THF et 2) spectrométrie de masse

MALDI-ToF.
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4. Encodage des oligo(triazole-amide)s

4.1. Encodage des oligo(triazole-amide)s a partir de dérivés de l'acide 4-

pentynoique (AB)

Comme évoqué précédemment, le codage binaire des oligomeres a été réalisé a I'aide d’une
unité AB non substituée, considérée comme unité (0) et d'une unité AB substituée par un
groupement méthyle en a de I'acide carboxylique, considérée comme unité (1). L'encodage
des oligomeres requiert que les monomeres portant I'information doivent étre insérés a une
position précise sur la chaine de I'oligomere. Ainsi, le couple acide 2-méthyl-4-pentynoique
et acide 4-pentynoique, unités de construction AB, a été employé en tant que monomeres (0)
et (1) respectivement. Etant donné que l'acide 2-méthyl-4-pentynoique n’était pas un
composé commercial, sa synthese a été préalablement effectuée par Laurence Oswald, en

adaptant des conditions de synthése trouvées dans la littérature (Schéma 3).177-178

Schéma 3. Schéma réactionnel de I'acide 2-méthyl-4-pentynoique.

Dans ces conditions, le diisopropylamidure de lithium (LDA) a été préparé in situ. Celui-ci
permet la déprotonation de l'acide propionique situé en position a de la fonction acide
carboxylique suivie d’une substitution nucléophile avec le bromure de propargyle pour
former apres purification, I'acide 2-méthyl-4-pentynoique avec un rendement de 47%. Ce

composé a été caractérisé par RMN 'H et 13C (Figure 72).

Le travail décrit dans cette section considere la création d"une bibliothéque d’oligo(triazole-
amide)s préparés a partir d’acide 4-pentynoique (0) et d’acide 2-méthyl-4-pentynoique en
tant qu'unité AB et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (CD). L’ensemble des

oligomeres synthétisés est présenté dans le Tableau 1.
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Figure 72. Caractérisation de I'acide 2-méthyl-4-pentynoique par RMN 'H et 13C dans le CDCls.

Tableau 1. Oligomeres a séquences controlées synthétisés a partir d’acide 4-pentynoique (0) et d’acide
2-méthyl-4-pentynoique (1) en tant qu'unités de constructrion AB, et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-
l-amine en tant qu’unité de construction CD. a) Oligomeres synthétisés a travers des cycles de
réactions d’amidification/estérification (acide alcynoique, PyBOP, DIPEA, DCM) et de CuAAC (11-
azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine, CuBr, dNbipy, THF) ; b) en uma, obtenu par spectrométrie de

masse MALDI-ToF.
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L’encodage des oligomeres a débuté par le remplacement précis de I'acide 4-pentynoique (0)
par l'acide 2-méthyl-4-pentynoique (1) pour former les combinaisons 100 et 010 (Tableau 1).
Ces syntheses ont été effectuées sur une résine Wang (0,7 mmol-g?) selon les procédures
précédemment décrites pour I’oligomere non substitué. Cependant, d’apreés les analyses de
spectrométrie de masse MALDI-ToF, la derniére étape c’est-a-dire la derniére amidification
reste incomplete. Cette difficulté a pu étre surmontée en utilisant une résine Wang moins
fonctionnalisée c’est-a-dire possédant 0,22 mmol de groupements fonctionnels par gramme

de résine.

Prenons en exemple le cas de la combinaison 010 (Tableau 1, entrée 3), les analyses des
spectres RMN 'H confirment l'insertion de l'acide alcynoique méthylé sur la chaine de
I'oligomere par la présence du signal caractéristique de son groupement méthylé (1) a 1 ppm
et par la disparition du signal a 2,4 ppm (Figure 73). Ce signal correspond aux protons (k)
du pentamere de combinaison 000 or il n’est plus observé dans le cas du pentameére de
combinaison 010 puisque ce signal est affecté par la présence du groupement méthyle et ne
présente par conséquent plus le méme aspect ni le méme déplacement chimique que dans le
cas de la combinaison 000 (Tableau 1, entrée 1).
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Figure 73. Caractérisation par RMN 'H dans le CDCl; de I'oligomere 010 (Tableau 1, entrée 3).
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Figure 74. Comparaison des massifs de signaux localisés entre 3 et 2 ppm en RMN 'H des pentameres

000 (cas A) et 010 (cas B).

Dans ce cas, I'analyse du spectre RMN du carbone confirme aussi I’obtention des oligomeres
désirés par la présence de signaux tels que les carbones de la fonction acide carboxylique et
des fonctions amides a 173,44 et a 175,44 ppm respectivement (Figure 75). De méme pour les
carbones (d) des noyaux triazoles visibles a 125,29 ppm. En associant, le spectre DEPT 135,
les signaux des carbones (o) et (d) sont aisément identifiables car ce sont tous deux des
carbones tertiaires et de ce fait leurs signaux sont inversés par rapport aux signaux des
groupements -CH»-. De plus, les signaux des carbones quaternaires des fonctions amides et

acide carboxylique disparaissent sur le spectre DEPT 135.
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Figure 75. Spectres RMN 13C et DEPT135 dans le CDCl3 de I'oligomeére 010 (Tableau 1, entrée 3).
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De plus, les résultats de la spectrométrie de masse MALDI-ToF sont en accord avec ceux de
la RMN 'H. En effet, seuls les pics correspondant a 1'oligomere 010 et a ses adduits avec
différents ions sont présents (Figure 76). En diminuant la fonctionnalisation de la résine de
0,7 mmol par gramme a 0,22 mmol, une nette amélioration a été observée lorsqu’une
comparaison est effectuée entre les spectres de masse MALDI-ToF obtenus pour la synthese
d’oligomeres 010 en utilisant ces deux résines. En effet, le pic correspondant aux especes
issues de la 4¢ étape n’a pas été observé lorsque la synthese a été réalisée avec la résine ayant
le plus faible taux de greffage.
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Figure 76. Spectres de masse MALDI-ToF de I'oligomere 010 (Tableau 1, entrée 3). Les spectres sont
issus de conditions expérimentales employant une résine Wang ayant un taux de greffage de 0,7

mmol-g? (en haut) et de 0,22 mmol-g! (en bas).

La caractérisation par RMN H s’est révélée tres intéressante. Une comparaison des spectres
des combinaisons 000, 100, 010 et 001 a été effectuée (Figure 77). Celle-ci a permis de mettre
en évidence le changement d’aspect et le déplacement chimique des différents groupements
méthylenes (marqués par un symbole) des unités acides alcynoiques en fonction de

I'emplacement de l'unité (1) sur la chaine de l'oligomere. Prenons en exemple la
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combinaison 001, le signal du groupement méthylene (-CH>-) de l'unité alcynoique
substituée (*) donne lieu a deux massifs de signaux situés a 2,16 ppm et a 2,32 ppm
respectivement alors que dans la combinaison 000, en absence de groupement méthyle, ce
signal donne lieu a un seul massif de signal a 2,27 ppm. Le méme phénomene est aussi
observé pour le groupement méthyléne () en comparant les combinaisons 000 et 100. Ainsi
par comparaison entre les spectres RMN, les différents groupements méthylenes des unités

alcynoiques ont pu étre identifiés.

Les spectres RMN sont caractéristiques pour chaque combinaison et représente par

conséquent, une réelle « empreinte digitale » propre a chacune d’elle.
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Figure 77. Comparaison de spectres RMN 'H dans le CDCl; des oligomeéres possédant un monomere

substitué (1) sur la chaine.

L’insertion de deux monomeres substitués (1) dans le cas de la combinaison 110 a aussi été
réalisée avec succes. En effet, les signaux caractéristiques tels que les groupements méthyles
() ou la fonction alcyne terminale (o) ont été observés en RMN 'H (Figure 78). Le spectre
obtenu par spectrométrie de masse MALDI-ToF pour I'oligomere 110 a permis de confirmer
I’obtention de 1'oligomeére visé car seul le pic a 723,442 uma correspondant a la masse du

composé formé avec un proton est observé (Figure 79).
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Figure 78. Spectre RMN 'H dans le CDCI; de I'oligomere 110 (Tableau 1, entrée 5).

[M+H]"
723,442
Il . T I — ‘I T Il . I T I A T 1
640 660 680 700 720 740 760

m/z

Figure 79. Caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-ToF de 1'oligomere 110 (Tableau 1,

entrée 5).
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Une comparaison des spectres RMN 'H a été aussi effectuée pour les combinaisons
comprenant deux unités (1). Ainsi la position du groupement méthylene en a du
groupement carbonyle a pu également étre tracée. En effet, 'aspect des spectres differe en
fonction de I'emplacement des monomeres substitués (1) sur les oligomeres (Figure 80). Par
exemple, le signal du groupement méthyléne (-CHz) représenté par le symbole (%) a pu étre
identifié lors de la comparaison entre les différents spectres. En effet, il correspond a un
massif de signal en absence de groupement méthyle dans la combinaison 011 alors que pour

les combinaisons 101 et 110, son signal correspond a deux massifs de signaux.
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Figure 80. Comparaison de spectres RMN 'H dans le CDCl; pour des oligomeéres possédant deux

monomeres substitués (1).

Concernant la combinaison 001 ainsi que toutes les combinaisons pour lesquelles 'acide
alcynoique méthylé a été introduit en derniére position c’est-a-dire pour les combinaisons
101, 011 et 111 les trois répétitions de la derniere réaction d’amidification et 1'utilisation
d’une résine Wang moins fonctionnalisée (0,22 mmol-g?) se sont avérées insuffisantes. En
effet, on retrouve la présence d’'un mélange comprenant les oligoméres désirés avec des

oligomeres plus courts provenant de la 4¢ étape.

Face a ces résultats les conditions d’amidification ont été modifiées de plusieurs manieéres.
Une premiere phase a été de rallonger le temps de réaction c’est-a-dire 24 h au lieu de 3 h

initialement. Cependant, les analyses de spectrométrie de masse n’ont révélé aucune
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N

différence. La deuxiéme approche a consisté a chauffer la réaction grace a la plateforme

automatisée Chemspeed® SLT II.

La plateforme a permis de chauffer et d’agiter la réaction sans endommager le support
solide via un agitateur vortex contrairement a un systéme avec agitation magnétique.
Différentes températures allant de 39 °C a 80 °C ont été testées. Toutefois, ni le
prolongement du temps de réaction et ni 'augmentation de la température de réaction ont

permis d’obtenir une nette amélioration (Figure 81).
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Figure 81. Comparaison de spectres de masse MALDI-ToF de I'oligomeére 111 (Tableau 1, entrée 8)

pour différentes conditions expérimentales pour la derniere réaction d’amidification.

Au vu de ces résultats, le systéme semble atteindre ses limites lorsque la chaine d’oligomere
en croissance atteint 5 unités, par conséquent une répétition de la derniere réaction

d’amidification apporterait peut étre une amélioration. Le remplacement de l'acide 2-
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méthyl-4-pentynoique par l'acide 2-méthyl-6-heptynoique serait éventuellement une

alternative.

Ainsi la derniere réaction d’amidification a été répétée trois fois et six fois. Seule une
répétition de cette derniére étape six fois s’est avérée étre efficace. Ceci a été confirmé par les
différentes analyses effectuées en RMN 'H et spectrométrie MALDI-ToF. En effet, la
présence de signaux caractéristiques aux fonctions alcyne terminale (0), aux protons en a du
méthyle (n) en RMN 'H a permis de confirmer 1'obtention des oligomeres désirés (Figure

82).
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Figure 82. Spectre RMN 'H dans le DMSO-ds de I'oligomeére 111 (Tableau 1, entrée 8).

L’absence des signaux correspondant aux oligomeéres provenant de la 4e étape en
spectrométrie de masse MALDI-ToF a permis de corroborer le fait que répéter six fois la
derniére réaction d’amidification a été efficace et est déterminant pour obtenir les oligomeres

pour lesquels I'unité (1) est introduite en derniére position (Figure 83).

L’analyse par SEC dans le THF (Figure 84) a été réalisée pour cette combinaison et a indiqué
I'obtention d’un oligomere monodisperse car l'indice de polymolécularité était de 1,01.

L’ensemble des analyses effectuées (SEC, spectrométrie de masse MALDI-ToF, RMN 'H) a
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conduit a la conclusion que la répétition de la derniere réaction d’amidification six fois était

nécessaire a 1’obtention des oligomeéres ayant pour derniere unité un monomere substitué

(D).
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Figure 83. Spectre de masse MALDI-ToF de l'oligomeére (Tableau 1, entrée 8). Les spectres ont été

obtenus sans optimisation (haut) et avec optimisation des conditions expérimentales c’est-a-dire avec

6 répétitions de la derniere étape (bas).
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Figure 84. Chromatogramme de 1'oligomére 111 (Tableau 1, entrée 8) obtenu par SEC dans le THF

(étalons de polystyrene a faibles indices de polymolécularité).
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4.2. Encodage des oligo(triazole-amide)s a partir de dérivés de l'acide 6-

heptynoique (AB)

Les syntheses des pentameres possédant une unité codante (1) en derniére position se sont
avérées difficiles et seule une répétition de la derniere étape d’amidification six fois a permis
I’obtention des composés désirés. Afin de surmonter ces difficultés, une alternative a été de
remplacer l'acide 4-pentynoique et son analogue substitué par 1'acide 6-heptynoique et
I'acide 2-méthyl-6-heptynoique. Avant d’évaluer ces conditions de synthese, ce dernier a
d’abord été préparé. Sa synthese a effectuée par Laurence Oswald en adaptant les conditions
de synthese de I'acide 2-méthyl-4-pentynoique (Figure 85). Ce composé a été caractérisé par
RMN 1H et 13C dans le CDCls. La présence en RMN 'H des signaux des protons (c) et (d) a

2,51 ppm et a 1,21 ppm respectivement confirme 1'obtention du composé visé.
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Figure 85. Spectres RMN 'H et 3C dans le CDCl; de I'acide 2-méthyl-6-heptynoique.

Une fois que l'acide 2-méthyl-6-heptynoique a été obtenu, la synthése des combinaisons 010,
100 et 001 a base de I'acide 6-heptynoique et de ce dernier en tant qu'unités (0) et (1) a été
effectuée. Les résultats obtenus pour les deux premiéres combinaisons étaient en accord avec
ceux attendus et n’ont posé aucun probleme particulier. Les conditions de synthése adoptées
pour la synthese des oligomeres a partir des dérivés de l'acide 6-heptynoique étaient
identiques a ceux employées pour la préparation des pentameres 010 et 100 préparés a partir
des dérivés de l'acide 4-pentynoique décrits précédemment c’est-a-dire avec une résine
Wang peu fonctionnalisée (0,22 mmol-g?) et une durée d’amidification de 3 h pour la

derniere étape. Avec les oligomeres préparés avec I’acide 6-heptynoique et ’acide 2-méthyl-

83



6-heptynoique, 1'obtention des combinaisons 010 et 100 a été confirmée par la spectrométrie
de masse MALDI-ToF ot le pic correspondant a la masse des composés [M+H]* est observé

dans les deux cas. De plus, les composés plus courts provenant de la 4¢ étape sont absents

(Figure 86 et Figure 87).
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Figure 86. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF de la combinaison 100 préparée avec des

dérivés de 'acide 6-heptynoique.
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Figure 87. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF de la combinaison 010.
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Toutefois, la synthese de la combinaison 001 s’est également avérée compliquée comme cela
a été le cas pour les pentameres 001 a base d’acide 4-pentynoique et de son analogue
substitué (Figure 88). Cette constatation a amené a supposer que les acides alcynoiques
substitués en position a de l'acide carboxylique sont des monomeres dont I'encombrement

stérique aurait probablement été un facteur causant ces difficultés.
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Figure 88. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF de la combinaison 001 préparée avec des

dérivés de 'acide 6-heptynoique.

Face a ces résultats, les conditions de synthése ont été tournées vers celles qui constituaient
la premiere hypothese c’est-a-dire répéter la derniére amidification 6 fois. Les oligomeéres de
combinaison 001 obtenus a partir des dérivés de 1'acide 6-heptynoique ont été caractérisés
par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Les analyses ont révélé que les composés désirés
sont monodisperses par la présence unique de signaux correspondant aux especes [M+H]*

et autres adduits formés avec des cations Na* (Figure 89).
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Figure 89. Spectre de masse MALDI-ToF de l'oligomére de combinaison 001 préparé a partir de

dérivés de 'acide 6-heptynoique.

Cette observation a amené a la conclusion que seule une répétition de I'étape d’amidification
6 fois a été décisive pour l'obtention de tous les oligomeres présentant une unité (1) en

derniere position.

5. Evaluation de l'oligomére 011 préparé a partir de dérivés d’acide 4-

pentynoique par microscopie a effet tunnel

Afin de confirmer le caractére monomoléculaire des oligomeres synthétisés, la structure
moléculaire de I'oligomeére 011 préparé a partir d’acide 4-pentynoique et de 11-azido-3,6,9-
trioxaundécan-1-amine a été étudiée par microscopie a effet tunnel a titre d’exemple,
employant la technique de dépot de faisceau d’ions par électrospray (electrospray ion beam
deposition). Cette technique repose sur l'utilisation d'une source d’ionisation par
électronébuliseur couplée a un systéeme de vide différentiel dans lequel le faisceau d’ions est
formé, les masses sont analysées et sélectionnées puis déposées sur un substrat.1”? Cette
étude a permis d’apporter des éléments sur la topographie et les densités des états
électroniques de I"échantillon. Elle a été réalisée par 1'équipe de Stephan Rauschenbach de
I'Institut Max Planck de Stuttgart. Les images obtenues aprés dépdt de ce dernier sur du
cuivre 111 ont montré que plusieurs conformations seraient présentes et seraient
probablement dues a la flexibilité des groupements tétra(éthylene glycol). Afin d’analyser au
une échelle de l'ordre de 1,6 nm, deux zones plus claires sont visibles. Ces zones

correspondent a des zones avec une densité électronique plus grande et pourraient
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probablement représenter les noyaux triazoles de l'oligomere 011. L'idée est de pouvoir
observer des différences dans la structure moléculaire de chaque combinaison. Les dernieres
images obtenues ont indiqué la présence de deux petits lobes pouvant probablement
correspondre aux groupements méthyles or a ce stade, des études plus poussées sont
attendues dans le but d’observer les oligomeéres avec plus de précision et peut étre ainsi
pouvoir mieux distinguer les groupements méthyles (Figure 90). L’étude sur la combinaison
000 est attendue afin d’effectuer une étude comparative avec la combinaison 011 et d’obtenir

une preuve complémentaire sur I'identité de ces lobes.
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Figure 90. Spectre ESI de I'oligomere 011 (haut) et cliché de la structure étirée de la combinaison 011

avec sa représentation structurale correspondante (Tableau 1, entrée 6) a 1,6 nm (bas).

6. Conclusions

Une bibliothéque de huit oligomeres a séquences controlées dont I'encodage est inspiré du
code binaire (0, 1) a été obtenue selon une approche « AB+CD » a partir d"une résine Wang

et a travers une série de réactions chimiosélectives alternant réaction
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d’amidification/estérification et CuAAC et ne nécessitant par conséquent pas de
groupements protecteurs. L’information encodée sur le squelette de l'oligomeére est
représentée par 'utilisation de monomere AB non méthylé (0) et méthylé (1) a différentes
positions associée a celle d’unité intercalante CD a base d’oligo(éthylene glycol). Ainsi un
systéme comprenant deux types de monomeéres AB pouvant étre placés a trois sites
différents sur la chaine de I’oligomeére comportant cinq unités au total (soit trois monomeres
AB et deux unités intercalantes CD) a donné lieu a 23 = 8 possibilités. Les combinaisons
comprenant une ou deux unités (1) excepté celles ou le monomere substitué (1) est inséré en
derniere position n’ont pas particulierement posé de probleme majeur apres I'emploi d"une
résine Wang a plus faible taux de fonctionnalisation en passant de 0,7 mmol a 0,22 mmol de

groupes fonctionnels par gramme de résine.

L’optimisation des conditions de synthése des oligo(triazole-amide)s comportant "unité
codante (1) en derniere position a été plus longue. Apres plusieurs changements inefficaces
des conditions de temps et de température de réaction, celui indiquant une répétition de la
derniere étape six fois s’est révélée étre plus efficace. Cette optimisation a permis de
compléter la série de combinaisons. Pour les huit oligomeres dérivés de l'acide 4-
pentynoique, les analyses de RMN 'H et de spectrométrie de masse MALDI-ToF ont
confirmé 1'obtention des oligomeres monodisperses a séquences controlées. Cet aspect est
crucial car la monodispersité est un critere important dans la conception de polymeres
moléculairement encodés. Ces travaux sont la preuve que le principe d’encodage peut étre
appliqué a des oligomeéres synthétiques. Il est a noter que cette approche n’est pas seulement
limitée aux monomeéres présentés ici mais peut étre étendue a une variété d’'unités de
construction AB et CD plus large. L’encodage d"un code binaire représenté par la présence
ou non du méthyle sur les monoméres AB pourrait aussi en principe étre appliqué par
I'utilisation des unités CD linéaires/substituées. De plus, de par la chimiosélectivité des
réactions impliquées dans 1'approche « AB+CD », une automatisation des procédés sur une
plateforme automatisée pourrait étre envisagée. Il est a noter que l'information portée par
les monomeres substitués AB (1), initialement représentée par le groupement méthyle,
pourrait étre étendue a des substituants de nature différente. Des groupements plus ramifiés
ou encore comportant des hétéroatomes pourraient étre envisagés. Ainsi, ces études
préliminaires obtenues avec des oligomeres courts représentent la base de I'édifice

conduisant a la synthese de macromolécules moléculairement encodées a plus haute masse
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molaire. La synthese de ces derniers promettrait une avancée considérable en termes de
densité de stockage mais leur lecture représente d’une autre part un tout autre challenge.180
La méthode de synthese de pentameéres moléculairement encodés a été validée par les
travaux décrits dans ce chapitre. Cette approche itérative a été développée pour la synthese
d’oligomeres relativement courts et n’est cependant plus adaptée pour des séquences plus
longues car celle-ci serait fastidieuse. Une méthode plus simple que I'approche itérative a été
proposée pour la préparation de macromolécules de longues séquences. Décrite dans le
chapitre suivant, cette stratégie a consisté a synthétiser ces dernieres par réactions de

couplage.
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CHAPITRE III

Préparation de macromolécules encodées par
couplage de triméres contenant des dyades

codées






1. Introduction

Les résultats encourageants obtenus dans le chapitre précédent ont montré la performance
de l'approche itérative « AB+CD » pour synthétiser des oligo(triazole-amide)s encodés
monodisperses. Cependant, cette méthode requiert beaucoup de temps et de travail et peut
étre difficilement envisagée pour la synthése de macromolécules encodées plus longues.
Dans ce cas, des stratégies de couplage macromoléculaire pourraient grandement simplifier

le processus de synthése. Une stratégie de ce type a été étudiée dans ce chapitre (Figure 91).

A) Approche itérative

© 00—
@D -0 (-0
Unités de construction E‘ USSR, B
\ J
Y
15 étapes W
0200-0-0_0_0_0
Macromolécule encodant
un octet (8 bits)
B) Approche par réactions de couplage ™
support( ) --O (DD + (Dm(7) + mm + (Doe(D) + mm +
Bibliothéque de i 2 bits ;

diades encodées

9 étapes

Figure 91. Comparaison de synthése de macromolécules contenant un octet par une approche

itérative et par réactions de couplage.

Les macromolécules encodées ciblées dans ce chapitre comprennent un octet d’information
moléculaire c’est-a-dire 8 bits codant une information par analogie avec I'informatique. Ces
polymeres possédent 15 unités de construction constituées de 7 unités intercalantes et de 8
unités codantes (0/1). Ces macromolécules contiennent bien plus d’'information que les
oligomeres synthétisées dans le chapitre précédent. En effet, les structures étudiées dans le
chapitre II étaient des pentameres contenant trois sites codés (0) ou (1) et deux unités
intercalantes. Or si huit (23) codes binaires peuvent étre formés sur ces pentameres, 256 (28)
possibilités pourraient étre obtenus avec les octets macromoléculaires visés dans ce nouveau
chapitre. Pour synthétiser ces derniers, une méthode de ligation originale a été étudiée dans
ce chapitre. Cette approche est basée sur des réactions de couplage alternant 1'insertion de

trimeres contenant 2 bits d’information et d'une unité intercalante. Cette stratégie permet
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d’obtenir un octet en 9 étapes alors que 15 seraient nécessaires dans un processus itératif
classique. Afin de pouvoir créer tous les codes moléculaires possibles, il est nécessaire de
travailler avec une bibliotheque de 4 trimeres contenant les quatre dyades primordiales
(c.a.d. 00, 01, 10 et 11). Ces triméres ont tout d’abord été synthétisés et par la suite ont été
utilisés pour batir les octets sur un support soluble préalablement fonctionnalisé par un
tétramere. Deux voies de couplage ont été étudiées pour préparer les octets
macromoléculaires (Figure 92). Dans la voie A, les trimeres codés sont couplés par CuAAC
tandis que dans la voie B, ils sont introduits par réaction d’amidification. L’ajout de 1'unité
intercalante permet de réinitier I'étape de couplage. Son addition se fait par réaction

d’amidification dans la voie A et par CuAAC dans la voie B.

@’ =Support  (X}=(X}=Nj3=Tétramére =—{x}<x}-COOH = Trimére  H,N-==—N, = Unité intercalante

Voie A

@@—@-st -x)coom O=0=(=(xycoon _ HN="Ns 4 IS A X=X~ )=(X}=N;
e — L
CuAAC Amidification <P~

Voie B
£ A i s iy G D0 coon N 1
Amidification CuAAC

Figure 92. Addition de trimere et d’unité intercalante selon la voie A et la voie B.

Des études ont démontré que des couplages de macromolécules sont facilités sur un support
soluble par rapport a un support solide.’” Ces résultats ont motivé 1'exploration de cette
stratégie en phase liquide pour les tests de couplage de cette étude. Afin de tester les

différentes méthodes de couplage, la synthese d"un support soluble s’est avérée nécessaire.

2. Préparation du support soluble a base de polystyréne
2.1. Synthese de I'amorceur A

La préparation du support soluble a base de polystyrene par polymérisation radicalaire par

transfert d’atome (ATRP) nécessite la présence de l'amorceur A. La fonction brome
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terminale permet en premier lieu d’amorcer la polymérisation. L'assemblage itératif des
oligomeres sera effectué au niveau du point d’ancrage clivable qui sera inséré apres la
déprotection de 'amine. Ces étapes seront détaillées dans la section 2.3. La préparation de

I'amorceur A a été effectuée selon les conditions décrites dans la littérature (Schéma 4).146

Schéma 4. Schéma réactionnel de synthese de l'amorceur A, le 2-bromoisobutyrate 3-(Fmoc-

amino)propyle.

Le 2-bromure de bromoisobutyryle a subi une réaction d’addition-élimination sous I'action
de I'alcoolate du 3-(Fmoc-amino)-1-propanol pour former I'amorceur A. Apres purification
par chromatographie sur colonne, ce dernier a été caractérisé par RMN H et 13C dans le
CDClL. La présence sur le spectre de RMN H de signaux spécifiques aux protons (d) et (i)
situés a 4,27 et 4,44 ppm respectivement confirme la formation de 'amorceur A. La présence
de signaux caractéristiques des carbones (c) et (d) a 171,8 et & 63,6 ppm corrobore 1’obtention

du composé désiré. (Figure 93).

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm

Figure 93. Spectres RMN 'H et 13C de I'amorceur A obtenus dans le CDCls.
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2.2. Synthese du support soluble par ATRP

Le support soluble a base de polystyréene linéaire a quant a lui été préparé par
polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP) en présence de I'amorceur A, de

bromure de cuivre (I) (CuBr) et de 4,4'-di-n-nonyl-2,2'-bipyridine (dNbipy) (Schéma 5).146

Schéma 5. Schéma réactionnel de synthése du support soluble a base de polystyréne linéaire Ps. (i)

CuBr (I), dNbipy, styrene, 110 °C.

Le polymeére résultant a été isolé par précipitation dans le méthanol puis caractérisé par SEC
dans le THF (Figure 94). L’aspect monomodal du chromatogramme ainsi que l'indice de
polymolécularité de 1,07 ont confirmé la formation d’un polymere monodisperse. Ce critére
est important pour le suivi et la compréhension des différentes étapes de formation des

oligomeres par SEC.

28 29 30 31 32 33
Volume d'élution (mL)

Figure 94. Exemple d’"homopolymérisation du styréne par ATRP. Chromatogramme issu de l’analyse

par SEC effectuée dans le THF (étalons de polystyrene a faibles indices de polymolécularité).

Le polymere a également été caractérisé par RMN 'H dans le CDCls. La présence de signaux

des protons représentatifs de chaque extrémité de la chaine (q) et (j) sont observables sur le
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spectre RMN a 4,43 et a 4,79 ppm respectivement (Figure 95). De plus, leurs intégrales
correspondent aux valeurs attendues (voir Figure 170 de la partie expérimentale) et de fait

confirment que la dégradation des fonctions terminales n’a pas eu lieu.

ao

Figure 95. Spectre RMN 'H de P effectué dans le CDCls.

2.3. Fonctionnalisation post-polymérisation du support soluble

Afin de réaliser une étude comparative entre les deux approches en phase solide et liquide,
le polymere a été modifié afin d’étre doté d'un point d’ancrage clivable de type Wang dans
le but de mimer la résine Wang. La modification a été réalisée en deux étapes qui sont la
déprotection de 'amine en présence d"un mélange de pipéridine et de DCM et I'addition du

point d’ancrage clivable (Schéma 6).

Schéma 6. Schéma réactionnel d’addition du point d’ancrage de type Wang. (i) pipéridine/DCM
(1/1), (i) acide 4-hydroxyméthylphénoxyacétique, N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), N-
hydroxysuccinimide (NHS), THF.

Les supports solubles issus de ces étapes de modification ont été analysés par RMN 'H dans

le CDCl; (Figure 96) et suivies par SEC dans le THF. L’étape de déprotection a été
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quantitative car la présence des signaux caractéristiques au groupement Fmoc n’est plus
observée sur le spectre RMN 'H de P, La formation de P3 a été quant a elle confirmée par la

présence des signaux spécifiques aux méthylénes du point d’ancrage de type Wang (j, i)

situés a 4,60 et 4,75 ppm.

L’analyse en SEC du polymeére P3 révele cependant la formation d'un épaulement au niveau
des chromatogrammes (Figure 97). Cet épaulement correspond a des espéces issues de
réaction de couplages entre les chaines de polystyrene et dont la masse molaire correspond

au double et au triple de celle du support soluble. Leur présence suggere des réactions

secondaires probablement dues a la labilité de la liaison C-Br.

PPmM

Figure 96. Spectres RMN 'H effectués dans le CDCl; des supports a base de polystyréne avant (P1) et

apres modification post-polymérisation (P2 et P3).
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Figure 97. Chromatogramme issu de 1'analyse SEC effectuée dans le THF du polymeére Ps.

Pour contourner ces problemes, l'idée a été de substituer le brome terminal par un
groupement « inerte ». Notre choix s’est porté sur la CuAAC qui est une réaction efficace et
facile a mettre en ceuvre (Schéma 7). Cette fonctionnalisation a été réalisée en deux étapes
dont la premiere a consisté a substituer le brome par un azoture en utilisant de 1'azoture de
sodium puis d’effectuer une réaction de CuAAC entre ce dernier et le 1-pentyne avec un

mélange de CuBr, de dNbipy et de THF.

I/Br n Oo/\/\HJOLOL \ ) o/\/\”ﬁ\o .O \
S MR S R v

_______
-
-
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—_—— e o = = ==

Schéma 7. Schéma réactionnel de la fonctionnalisation du support soluble a base de polystyrene P1. (i)

NaNs, DMF, (ii) 1-pentyne, CuBr, dNbipy, THF.

La substitution du brome terminal en groupement azoture a été en premier lieu confirmée
par l'apparition de la bande d’absorption caractéristique de la liaison d’élongation de N3
vers 2100 cm? par spectroscopie infrarouge (IR), alors que sa disparition a confirmé le succes

de I'étape de CuAAC (Figure 98 et Figure 171 de la partie expérimentale).
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Figure 98. Spectres infra-rouge des polymeres Pj, Py et P3..

Les polymeres issus de ces étapes ont été analysés en RMN 'H (Figure 99). L'effet de
déblindage du proton en position a du brome terminal (bleu) est plus marqué que lorsqu’il
se situe en a de la fonction azoture. Ce phénomene est observé en comparant les spectres Py
et P» et confirme que la réaction de substitution du brome par la fonction azoture a été
quantitative. En effet, le signal de ce proton s’est déplacé de 4,49 ppm a 4,04 ppm. Le
déblindage de ce proton (rose) de 4,04 ppm a 517 ppm et l'apparition des signaux
spécifiques des protons du -CHz en a du triazole (vert) confirment le succes de la réaction de

CuAAC.
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Figure 99. Comparaison des déplacements chimiques en RMN 'H des protons portés par le carbone

terminal de la chaine de polystyrene P;, P et Py.
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Les analyses complémentaires en RMN 13C des étapes de substitution et de réaction« click »
ont aussi confirmé le succes de ces dernieres par les différents déplacements chimiques du
signal correspondant au carbone terminal de la chaine de polystyrene des polymeéres Pi, Px
et Py (Figure 100). En effet, le déplacement chimique dépend de la fonctionnalisation du
carbone terminal et de ce fait le signal se situe a 52,52 ppm lorsqu’il est fonctionnalisé par le
brome. Il se situe a 64,17 ppm lorsque le brome est substitué par le groupement azoture et a

62,98 ppm apres la réaction de CuAAC.

P,
-CH-N, P,

| -CH-triazole l P3'
180 160 140 120 100 80 60 40
ppm

Figure 100. Comparaison des déplacements chimiques en RMN H du carbone terminal de la chaine

de polystyréne Py, Py et P3.

Apres ces étapes de modification permettant d’obtenir le support soluble Pi le point
d’ancrage clivable de type Wang a été inséré comme précédemment sur l'extrémité de la
chaine de polystyrene possédant une amine protégée (Figure 101). Les supports solubles
résultants ont été analysés par RMN !H dans le CDCl; et sont comparables a ceux obtenus
sans fonctionnalisation de I'extrémité bromée du polystyréne (voir Figure 173 de la partie

expérimentale).
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Figure 101. Structure du support soluble a base de polystyréne Ps avec un point d’ancrage de type

Wang.

De plus, les chromatogrammes obtenus par SEC dans le THF des polymeres Py et Ps mettent
en évidence des courbes Gaussienne monomodales avec une distribution de masses
molaires étroite (M,, /M,= 1,08 pour P; et Ps) (Figure 102). La quasi-disparition des espéces
provenant des réactions de couplage entre les chaines de polystyrene montre la

responsabilité de la labilité du brome terminal dans la formation de ces composés.

28 30 32 34
Volume d'élution (mL)

Figure 102. Chromatogrammes obtenus par SEC effectués dans le THF des polymeéres P; (avant

modification) et Ps (possédant le point d’ancrage de type Wang).

Ce support soluble sera par la suite utilisé pour les différentes syntheses supportées
présentées dans les sections suivantes. Dans le but de préparer les octets macromoléculaires,

une bibliotheque de trimeéres codés a été constituée.
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3. Synthese d’une bibliotheque de triméres codés
3.1. Préparation de l’acide 3-méthyl-5-hexynoique

Pour cette étude, I'acide 3-méthyl-5-hexynoique a été désignée en tant qu'unité codante (1).
En effet, les études du chapitre précédent ont indiqué que I'encombrement stérique du
substituant méthyle en position a de I’acide carboxylique pouvait potentiellement rendre les
réactions de couplage difficiles. Par conséquent, afin de contourner ce probleme, I'acide 3-
méthyl-5-hexynoique a été choisi. Sa synthese est constituée de cinq étapes et a été réalisée
préalablement au laboratoire par Laurence Oswald d’apres les conditions décrites dans la
littérature.’8! Le composé a été analysé par RMN !H et 3C (Figure 103). La formation du
composé désiré est confirmée par la correspondance de la valeur des intégrales en RMN 'H
(voir Figure 175 de la partie expérimentale) mais aussi par la présence des signaux
spécifiques du proton de I'alcyne terminal (h) et aux protons en a de I'acide carboxylique (c)
a 2,02 ppm et 2,56 ppm respectivement. De plus, la présence des signaux caractéristiques
aux carbones quaternaires (g) et (b) corrobore aussi la formation de l'acide 3-méthyl-5-

hexynoique.
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Figure 103. Spectre RMN H et 13C de l'acide 3-méthyl-5-hexynoique dans le CDCls.

Apres 'obtention de 1'unité codante (1), I'étape suivante a consisté a incorporer le couple
acide 5-hexynoique/acide 3-méthyl-5-hexynoique en tant qu'unité codante (0)/(1) pour la
synthese de trimeres qui seront utilisés pour former les macromolécules possédant un octet

moléculaire.
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3.2. Synthese de trimeres encodés a base d’acide 5-hexynoique

Les trimeres sont constitués de deux unités codantes c’est-a-dire de I’acide 5-hexynoique (0)
ou de l'acide 3-méthyl-5-hexynoique (1) et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en
tant qu'unité intercalante. Apres l'insertion de la premiére unité codante (0) ou (1) par une
réaction d’estérification sur une résine Wang, la synthese a ensuite reposé sur I'addition de
I'unité codante par une réaction d’amidification suivie de 1'unité intercalante par CuAAC
(Figure 104).

() ou(1) )| - ()=
X (i) (ii)

Résine W
esine Wang 2 possibilités 2 possibilités

e l

(i)

: (iii) 3

Bibliothéque de 4 - /
oligoméres encodés 4 possibilités

Figure 104. Schéma de synthése de trimeres préparés par addition alternée d’acide 5-hexynoique (0)
ou d’acide 3-méthyl-5-hexynoique (1) et de 1l1-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine. Conditions

expérimentales : (i) PyBOP, DIPEA, DCM ; (ii) CuBr, dNbipy, THF ; (iii) TFA/DCM (9/1).

Le trimere [00] a été préparé en premier lieu sur une résine Wang non modifiée possédant
un taux de fonctionnalisation de 0,7 mmol-g (la notation des séquences prend uniquement
en compte la nature des unités codantes, 'unité intercalante est sous-entendue dans un souci
de clarté). Méme si la synthése n’a pas présenté de probléme apparent, la superposition des
chromatogrammes du monomere et du trimere résultant a révélé une contamination par de
I’acide 5-hexynoique résiduel. Ce dernier a probablement été mal éliminé lors des rincages et
de ce fait, le trimere a été isolé avec celui-ci lors du clivage. Malgré 'augmentation du
nombre de ringage et les changements de solvants de ringage, les oligomeres n’ont pas pu

étre obtenus sans contamination (Figure 105).
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—— Trimeére [00]
—— Acide 5-hexynoique

28 30 32 34
Volume d'élution (mL)

Figure 105. Superposition de chromatogrammes issus de 'analyse du trimere [00] (rouge) synthétisé
sur une résine Wang et de l'acide 5-hexynoique (bleu) par SEC dans le THF mettant en évidence la

présence résiduelle de monomere.

Face a ces résultats, une alternative a été de préparer les triméres en phase liquide c’est-a-
dire sur le support soluble Ps. La méme stratégie a été suivie sauf que dans ce cas-ci I'acide
6-heptynoique est additionné en présence de DCC et de DMAP. La différence est qu’en
phase liquide, les étapes intermédiaires sont éliminées par précipitation dans le méthanol et
non par rincage. Les trimeres désirés sont également séparés du support soluble par clivage
en milieu acide (TFA/DCM). L’oligomeére obtenu a été caractérisé par SEC dans le THF. Ces

analyses ont montré I’absence d’acide 5-hexynoique (Figure 106).

Trimeére [00]
Acide 6-heptynoique

28 30 32 34
Volume d'élution (mL)

Figure 106. Superposition de chromatogrammes issus de 'analyse de l'oligomere linéaire (rouge)
synthétisé sur un support soluble a base de polystyrene et de 'acide 6-heptynoique (bleu) par SEC

dans le THF mettant en évidence 1’absence de monomeére résiduel.
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Les quatre combinaisons possibles ([00], [10], [01] et [11]) ont été synthétisées sur le méme

type de support soluble que celui employé auparavant et ont été ensuite été caractérisées par

RMN 1'H et par spectrométrie de masse ESI. La présence caractéristique en RMN 'H des

signaux correspondant au proton de I'alcyne terminal (o) et ceux en position a de la fonction

acide carboxylique (b) situés a 2,79 et a 2,64 ppm respectivement confirment 1’obtention de la

combinaison [00] (Figure 107). De plus, la seule présence de pics spécifiques aux adduits

formés avec les cations Na* et K* observés en spectrométrie de masse ESI corrobore

également la formation des oligomeres désirés (Figure 108).
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Figure 107. Spectre RMN H effectué dans le DMSO-ds du trimere [00] préparé a partir de 'acide 5-

hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Figure 108. Spectre de masse ESI du trimere [00].
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Dans le cas du trimere [10], 'obtention de ce dernier est confirmé par la présence des
signaux spécifiques aux protons des groupements méthyle (d), méthylene en position a de la
fonction acide carboxylique (b) et alcyne terminal (p) situés a 0,87 ppm, a 2,63 ppm et a 2,77
ppm respectivement (Figure 109). De plus, le déblindage du signal (c) de 1,74 ppm a 2,15
ppm corrobore la formation du composé désiré. L’analyse complémentaire de la
combinaison [10] par spectrométrie de masse ESI confirme avec celle de la RMN 'H la
formation du trimere ciblé. En effet, seule la présence des pics spécifiques a I'espece [M+H]*

a 439,197 uma est observée en spectrométrie de masse ESI (Figure 110).
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Figure 109. Spectre RMN 'H effectué dans le DMSO-ds du trimere [10] préparé a partir de 1'acide 3-

méthyl-5-hexynoique, de I'acide 5-hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Figure 110. Spectre MALDI-ToF du trimere [10] préparé a partir de 1'acide 3-méthyl-5-hexynoique, de

l'acide 5-hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Concernant la combinaison [01], la méme remarque concernant le proton (m) peut aussi étre

appliquée. En effet, il est plus déblindé et se retrouve confondu aux massifs se situant aux

environs de 2 ppm tandis que son signal se situait aux environs de 1,74 ppm lorsque le

trimere était de séquence [00] (Figure 111).
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Figure 111. Spectre RMN 'H effectué dans le DMSO-ds du trimere [01].

Les trimeres de séquence [01] ont été analysés par spectrométrie de masse ESI. Ces analyses

confirment 1'obtention des composés visés par la seule présence des espéces [M+H]* a

439,195 uma (Figure 112).
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Figure 112. Spectre de masse MALDI-ToF du trimere [01].

L’analyse par RMN 'H dans le DMSO-ds de la combinaison [11] a confirmé la formation des

trimere ciblés par la présence de signaux spécifiques aux groupements méthyles (o, d) situés
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a 0,89 ppm (Figure 113). En comparant ce spectre avec celui des séquences [00], I'apparition
de signaux correspondant aux protons des groupements méthyles (o, d) a 0,92 ppm ainsi
que le déplacement chimique du signal des protons (n, c) situés a 1,65 ppm lorsque la
séquence est [00] vers 2,14 ppm lorsque celle-ci est [11] corroborent également 1'obtention
des trimeres ciblés. Les analyses par spectrométrie de masse ESI complétent celles obtenues
en RMN !H et confirment I'obtention du composé visé par la seule présence de l'espece

[M+H]*a 453,223 uma sur le spectre de masse (Figure 114).
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Figure 113. Spectre RMN 'H effectué dans le DMSO-ds du trimere [11] synthétisé a partir de 1'acide 3-

méthyl-5-hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Figure 114. Spectre de masse MALDI-ToF du trimere [11] obtenu a partir de l'acide 3-méthyl-5-

hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Les chromatogrammes des quatre triméres montrent des courbes monomodales avec un
indice de polymolécularité de 1,004 et de ce fait démontrent la monodispersité de ces

oligomeres (Figure 115).
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Figure 115. Chromatogrammes issus des analyses par SEC effectuées dans le THF des oligomeres

encodés préparés en phase liquide selon une approche « AB+CD ».

Tableau 2. Structure des quatre trimeéres a base d’acide 5-hexynoique et d’acide 3-méthyl-5-

hexynoique et leurs masses respectives obtenues par spectrométrie de masse MALDI-ToF.

E(ﬂ} [M+H]* ou (b) [M+Nal]*

Entrée Combinaison Structure
: Exp. Calc.

1 [00] - m{\’o}‘/\ﬂ Iz é(b)447,223 (b) 447,132

(o] N

f o NN 5 5
2 [10] How}‘wr"ﬂ‘]ﬁ% (a) 439,197 | (a)439,255

: O N=N 5 -
3 § [01] o W\V‘oi‘\jm (a) 439,195 @ (a) 439,255
L 11 N (a) 453,223 453,270

: bR HGU\/‘*/R'{-/‘G'}?"HM\ (a) 7 R

: 8] :

3.3. Synthese de trimeres a base d’acide 6-heptynoique

Similairement, la synthése du trimére a base d’acide 6-heptynoique a également été effectuée

en phase liquide. Il a été caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Méme si la
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masse de I'oligomeére se trouve dans le méme domaine de m/z que celui de la matrice, seuls
les pics correspondant a I'espece [M+H]* et aux adduits formés avec des cations (Cu*) sont
observés (Figure 116). Ce trimere a été désigné pour cette étude comme trimere modele pour

les tests de couplages.
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Figure 116. Spectre MALDI-ToF du trimére modele a base d’acide 6-heptynoique.

4. Synthése d’octets macromoléculaires en phase liquide

Cette approche est constituée de deux phases qui sont: (i) la construction itérative de
tétrameres encodés sur un support soluble suivie (i) d'une phase de couplages successifs de
trimeres jusqu'a l'obtention de macromolécules possédant un octet d’information. La
synthése itérative de ces tétrameres a été effectuée selon la méme stratégie utilisée pour les
trimeres, c’est-a-dire selon une approche « AB+CD » (Figure 104). Les macromolécules
contenant un octet d’information soit 15 unités de construction sont obtenus apres trois
couplages de trimeres (dyade d’information) alternés par 1’addition de 1'unité intercalante, la
11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (Figure 117). L’addition alternée de [l'unité
intercalante permet de pouvoir procéder a l'étape de couplage suivante. Différentes
méthodes de ligation ont été explorées dans cette étude. Les couplages par CuAAC et par

amidification pour laquelle différents agents de couplage ont été testés.
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Figure 117. Stratégie de synthése sur un support soluble de polystyrene linéaire de macromolécules

encodées comprenant 15 unités dont 8 unités codantes (0) et 7 unités intercalantes.

4.1. Synthese d’octet moléculaire de séquence [00000000] par la voie A

4.1.1. Synthése itérative des tétrameres codés

Le support Ps a été utilisé pour la synthése des tétrameéres a base d’acide 6-heptynoique
selon une approche « AB+CD ». Comme précédemment évoqué, la ligation par CuAAC
nécessite que les tétrameres aient a leur extrémité terminale une fonction azoture afin de
pouvoir étre couplé a des trimeres possédant une fonction alcyne terminale (Figure 118. voie
A). Par conséquent, 1'acide 6-heptynoique a été attaché au support soluble avec un mélange
de CuBr et de dNbipy via une réaction de CuAAC contrairement a la voie B ot il a été inséré
via sa fonction acide carboxylique (Figure 118. voie B). Son insertion selon la voie A a été
possible par I'incorporation d’une autre unité intercalante de type acide azidocarboxylique
puisque la fonction terminale du point d’ancrage de type Wang est un alcool. L'unité
intercalante 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine a été incorporée wvia une réaction
d’amidification en présence de PyBOP et de DIPEA. Ces réactions ont été répétées jusqu’a
I'obtention de 5 unités de construction au total en comptant I'acide azidocarboxylique. Les

tétrameres modeles sont a base d’acide 6-heptynoique et sont de séquence [00].

112



4 © _ )
——t— — N N
\\Mji H N;JWOH HzN ’\'(‘0\/7; N3 N‘Nm V\O’:.

N o
Voie A w_/ — W" _>$ !
> l (i) CUAAC (i) Amidification L
1) (), (i)
HO ‘n’H'Na 2) Couplage par

\ CUAAC /
® © - N\

IR s ol @‘-’ kA I
- @A (i) > @ 5 (i) CUAAC

Voie B

00w
2) Couplage par
amidification

Figure 118. Synthese itérative sur un support soluble de tétrameres. Voie A : (i) acide 6-heptynoique,
DCC, DMAP, DCMV, (ii) 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine, CuBr, dNbipy, THF. Voie B :(i) acide
6-heptynoique, CuBr, dNbipy, THF, (ii) 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine, DCC, DMAP, DCM.

Avant de débuter l'assemblage des tétrameres, l'unité intercalante de type acide
azidocarboxylique a été tout d’abord synthétisé (Schéma 8).13% L’acide 7-azidoheptanoique a
été obtenu apres la substitution du brome terminal de 1’acide 7-bromoheptanoique par la
fonction azoture en présence d’azoture de sodium dans un mélange acétone/eau (1/1).
Dans un souci d’homogénéité avec l'acide 6-heptynoique, la chaine principale de ce

composé contient aussi sept carbones.

Schéma 8. Schéma réactionnel de synthese de 'acide 7-azidoheptanoique.

Ce composé a été caractérisé par RMN 'H et 13C dans le CDCl; (Figure 119). Ces analyses ont
confirmé I'obtention de l'acide 7-azidoheptanoique par la présence de signaux
caractéristiques a des protons en position a des fonctions terminales (g, b) situés a 3,25 et
2,27 ppm respectivement ainsi que par la présence des signaux correspondant aux carbones

(a, g) situés a 180,03 et 51,08 ppm.
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Figure 119. Spectres RMN 'H et 13C de I'acide 7-azidoheptanoique.

La construction itérative des tétrameres encodés (Schéma 9) a été suivie par RMN 'H dans le
CDClI; mais seules les deux premieres étapes sont montrées a titre d’exemple sur la Figure
120. Les groupements dont le signal n’est pas confondu avec les signaux du polymere sont
identifiés sur les différents spectres RMN 'H. Le déblindage suite a la réaction
d’estérification du signal des protons (d) de 4,50 ppm a 5,09 ppm ainsi que 1'apparition du
signal caractéristique des protons (e) en position a de la fonction ester a 2,37 ppm
confirment le succes de l'insertion de 'acide 7-azidoheptanoique. L’addition de l'acide 6-
heptynoique a été démontrée par l'apparition de signaux supplémentaires spécifiques aux
protons en a du noyau triazole (f, g) a 4,30 et a 2,76 ppm. L'insertion de 'unité 11-azido-
3,6,9-trioxaundécan-1-amine a été quant a elle affirmée par l'apparition de signaux

correspondant au groupement triéthylene glycol (i) aux environs de 3,60 ppm.

L’analyse par spectroscopie IR a également confirmé le succes de l'insertion de ces trois
unités de construction qui s’est traduit par I'alternance entre ’apparition et la disparition de
la bande caractéristique de la fonction azoture vers 2100 cm-!. Cette alternance est en accord
avec les différentes étapes itératives car cette bande apparait pour les étapes ot le polymere
comprend un azoture terminal c’est-a-dire a 'insertion de 1'acide 7-azidoheptanoique et de

la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine. Elle disparait aprés la formation d'un noyau
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triazole c’est-a-dire apres chaque CuAAC (Figure 121 et Figure 176 de la partie

expérimentale).

——\-'Q\: /@/\ /”\/\/\/\ MNV\ O Ms

Schéma 9. Synthese itérative des tétrameres encodés. (i) acide 7-azidocarboxylique, N,N'-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 4-diméthylaminopyridine (DMAP), DCM, (ii) acide 6-heptynoique,
CuBr, dNbipy, THF, (iii) 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine, DCC, DMAP, DCM.
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Figure 120. Spectres RMN 'H des trois premiéres étapes itératives permettant l'insertion de 'acide 7-

azidoheptanoique, 1’acide 6-heptynoique et la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.
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Figure 121. Spectres infra-rouge des polymeres Ps, Ps P7et Ps.

Les polymeres issus des différentes étapes itératives selon la voie A ont été analysés par SEC
dans le THF. L’attachement itératif des unités de construction sur le support soluble Ps de
masse molaire 5700 g-mol~! est illustré par le déplacement des chromatogrammes obtenus
par SEC vers les masses molaires plus élevées c’est-a-dire vers 6450 g-mol-! pour le polymeére
Py (Figure 122). Le succes de chaque étape a été confirmé par 1'obtention de
chromatogrammes montrant une courbe monomodale avec un indice de polymolécularité

faible de 1,1 en moyenne.

—P,
—P
PG Mn (g-mol-1) Mp AM,
7
—P, Ps 5723 5700
—P
° Ps 5900 5900 200
P10
P7 5950 6000 100
Ps 5900 6190 90
Py 6000 6302 112
P1o 6100 6450 148

28 30 32
Volume d'élution (mL)
Figure 122. Superposition des chromatogrammes obtenus par SEC dans le THF correspondant aux
additions successives d'unités de construction sur le support soluble Ps selon la voie A (gauche) et
tableau rassemblant les valeurs de M, de masse molaire au pic (M) ainsi que les différences de

valeurs de masse molaire au pic (droite).

4.1.2. Couplage de triméres contenant 2 bits d'information par réaction de CuAAC

Les macromolécules encodées ciblées comprennent 8 bits d’information soit 8 unités

codantes (0). De ce fait, leur préparation nécessite trois couplages de trimeres encodant 2 bits
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d’information alternées par 1'addition d’unité intercalante puisque la chaine de tétrameres
encore liée au support soluble comprend déja 2 bits d’information (Schéma 9). Ces derniers
ont été assemblés selon la voie A précédemment décrite. Le couplage de trimeres a été
effectué par CuAAC tandis que I'addition de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine a été
réalisée par réaction d’amidification en présence de PyBOP et de DIPEA. Les analyses de
SEC ont indiqué cependant, que le couplage « 8+3 » est I'étape limitante. En effet, malgré les
changements de conditions incluant des changements de température et de temps de
réaction, aucun déplacement des chromatogrammes vers les masses molaires plus élevées
n’a été observé (Figure 123). Les macromolécules résultantes ont été clivées et analysées par
spectrométrie de masse MALDI-ToF. Le spectre révele 1’absence des composés désirés mais
la présence d’especes tronquées a 5 et 8 unités (voir Figure 177 de la partie expérimentale)
indiquant que la réaction de couplage « 8+3 » n’a pas eu lieu. Malgré I'efficacité connue de la
CuAAC, cette derniere ne semble pas étre la plus adaptée pour cette étude au vu des
résultats peu concluants obtenus dans cette étude. Par conséquent, une alternative de

couplage par réaction d’amidification a été explorée.

—Pqo

—— P41(Couplage "4+3", TA, 4 jours)
—— P12 (Couplage "8+3", TA, 6 jours)
P42 (Couplage "8+3", 60°C, 6 jours)

28 30 32
Volume d'élution (mL)

Figure 123. Superposition de chromatogrammes de SEC obtenus dans le THF des polymeres P10, P11
et Pio.

4.2. Synthese d’octet macromoléculaire de séquence [00000000] par la voie B

4.2.1. Synthése itérative des tétrameres codés

La préparation des tétrameres selon cette voie ne requiert pas de changement de stratégie
par rapport a celle décrite pour la construction des trimeres encodés. En effet, cette derniére

repose toujours sur 'addition alternée d’acide 6-heptynoique par réaction d’amidification
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avec le PyBOP et la DIPEA et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine en tant qu'unité
intercalante par CuAAC en présence du CuBr et de la dNbipy. Ces réactions sont répétées
jusqu’a I'obtention de quatre unités de construction (Schéma 10). Les étapes itératives de la
voie B ont été caractérisées par RMN 'H dans le CDCl; et comme pour la voie A, seules les
deux premiéres étapes sont montrées a titre d’exemple sur la Figure 124. Le déblindage du
signal des protons (d) du groupement HMPA de 4,48 ppm a 5,07 ppm suite a la réaction
d’estérification ainsi que l'apparition du signal caractéristique des protons (e) a 3,70 ppm
corroborent l'addition de l'acide 6-heptynoique. L’addition de l'unité intercalante a été
confirmée par l'apparition des signaux spécifiques au méthylene du triéthylene glycol (i) a

3,54 ppm et par la disparition du signal de I'alcyne terminal initialement situé a 3,70 ppm.
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Figure 124. Spectres RMN 'H dans le CDCl3 des deux premiéres étapes itératives.
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Les polymeres provenant des différentes étapes itératives ont été analysés par SEC dans le
THEF. L’attachement itératif des unités de construction sur le support soluble Ps de masse
molaire 4300 g-mol?! est illustré par le déplacement des chromatogrammes obtenus par SEC
vers les masses molaires plus élevées c’est-a-dire 6500 g-mol! (Figure 125). L’apparition
d’une courbe bimodale est due a la présence de 'amine primaire terminale des polymeres
P7 et Py car cette derniere peut potentiellement interagir avec la colonne de SEC et ainsi
perturber les temps de rétention des polymeres. Cette hypothese est confirmée par 1'aspect
quasi monomodal des chromatogrammes lorsque les polymeéres sont fonctionnalisés a leur
extrémité par un alcyne. Cette hypothese est également corroborée par l'analyse du
polymere Py par SEC dans la NMP en présence de 0,1 M de LiBr. L"utilisation de ce solvant

avec des sels a permis de réduire les phénomeénes d’interaction mais pas de les éviter.

Avant d’engager les polymeres Py dans la deuxiéme phase ot ces derniers seront utilisés
pour former les oligomeéres encodés de séquence plus longue, une petite partie a été séparée
du support soluble par clivage en milieu acide (TFA/DCM) et leur pureté a été vérifiée par
spectrométrie de masse MALDI-ToF. Cette analyse supplémentaire permet de déterminer si
toutes les additions d’unité de construction ont été completes. Le spectre de masse MALDI-
ToF indique uniquement la présence de I'espece [M+Na]* et de ce fait confirme la pureté des

tétrameres (Figure 126).

—— Pgr (NMP+ 0,1 M LiBr)

T T T T T 1 T T T 1

28 30 32 23 24 25 26
Volume d'élution (mL) Volume d'élution (mL)

Figure 125. Superposition des chromatogrammes obtenus par SEC dans le THF correspondant aux
additions successives d"unités de construction sur le support soluble Ps (gauche) et chromatogramme

de Py dans la NMP (0,1 M+LiBr) (droite).
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Figure 126. Spectre de masse MALDI-ToF du tétrameére codant 2 bits d"information (0).

4.2.2. Couplage de triméres contenant 2 bits d'information par réaction d’amidification

Dans le but de synthétiser les octets macromoléculaires, la voie de couplage par
amidification avec différents agents de couplage a été étudiée. Les premiers essais de

couplage ont été réalisés avec le DCC en présence de la DMAP.

4.2.2.1. Réaction de couplage employant le DCC et la DMAP

Afin de tester la viabilité de la stratégie, la premiere étape de couplage « 4+3 » pour former
des oligomeres comportant 7 unités de construction a été effectuée (Figure 127). Elle a
consisté a coupler sur le support soluble Py des trimeres encodés par réaction
d’amidification en utilisant le DCC et la DMAP dans le DCM a TA. Les analyses de SEC
dans le THF ont permis d’avoir un suivi de la réaction. Le couplage a duré sept jours mais
aprés quatre jours de couplage, plus aucune évolution n'a été observée (Figure 127).
Néanmoins, un déplacement du chromatogramme du polymeére Py obtenu apres sept jours
de couplage vers les masses molaires plus élevées a été observé. Cette observation est en
accord avec l'ajout de trimeéres codés a la chaine de tétramere greffée au support soluble. La
méme remarque faite qu’auparavant sur l'aspect bimodal du chromatogramme avant
couplage peut étre également appliquée dans ce cas, ce qui conforte I'hypothese énoncée

plus haut sur l'interaction des amines terminales avec les colonnes de SEC.
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Figure 127. Superposition des chromatogrammes de SEC dans le THF des polymeéres Py (avant la
réaction de couplage « 4+3 ») et P1o (apres sept jours de réaction de couplage avec DCC/DMAP dans
le DCM a TA).

Les macromolécules a 7 unités ont été clivées du support soluble Pi¢ en milieu acide
(TFA/DCM). Ces derniéres ont été isolées apres précipitation du polymere dans le méthanol
et filtration de ce dernier. Les oligomeres ont été caractérisés par spectrométrie de masse
MALDI-ToF (Figure 128). Les spectres de masse indiquent la présence du pic spécifique aux
especes désirées [M+H]* a 1105,157 uma mais également la présence d'impuretés ne

correspondant pas aux réactifs de départ. Une possibilité serait que ces especes

proviendraient de réactions secondaires dues a une réaction de couplage ayant duré sept

jours.
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Figure 128. Spectre de masse MALDI-ToF des especes issues du couplage «4+3 » par réaction
d’amidification avec le DCC en présence de la DMAP.
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Afin de vérifier cette hypothese, la réaction a été effectuée a quatre jours et afin d’accélérer la
vitesse de couplage, le milieu réactionnel a été porté a 60 °C (Figure 129). Cette durée a été
déterminée a quatre jours car aucune évolution du chromatogramme issu des analyses par
SEC dans le THF n’a été observée apres ce temps. Le déplacement des chromatogrammes
vers les masses molaires plus élevées a été également observé et est moins prononcé que

précédemment.

P,o

28 30 32
Volume d'élution (mL)

Figure 129. Superposition des chromatogrammes des polymeéres Py (avant réaction de couplage) et
Pi1 (apres réaction de couplage par réaction d’amidification avec DCC/DMAP dans le DCM pendant

quatre jours a 60 °C).

Afin de vérifier si ce déplacement n’est pas seulement le résultat de 1'élimination par
précipitation des supports possédant les plus petites masses molaires, les oligomeres issus
de ce couplage ont été clivés puis analysés par spectrométrie de masse MALDI-ToF (Figure
130). La température n’a pas semblé étre le facteur déterminant dans l’obtention des
oligomeres ciblés. En effet, d’apres 1'aspect du spectre de masse, les résultats semblent étre
moins concluants au vu de l'apparition de pics supplémentaires dont 1'origine n’a pas pu
étre identifiée. En raison de ces résultats, les conditions employant le PyBOP en présence de

la DIPEA ont été évaluées pour la réaction de couplage.
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Figure 130. Spectre de masse MALDI-ToF de 'oligomere obtenu apres la réaction de couplage « 4+3 »
par réaction d’amidification utilisant le DCC et la DMAP a 60 °C.

4.2.2.2. Réactions de couplage employant le PyBOP comme agent de couplage en
présence de la DIPEA

Des réactions de couplage de type «4+3 » sur le support soluble Py avec le PyBOP et la
DIPEA dans la DMF ont été testées pendant quatre jours a 60 °C et une petite quantité de
support a été clivée. Les oligomeres résultants ont été caractérisés par spectrométrie de
masse MALDI-ToF. La seule présence de I'espece [M+H]* et de celles formées avec les

différents cations (K*, Cu*) confirme le succes du couplage (Figure 131).

Le reste du support soluble Py a été a nouveau mis en jeu pour l'attachement de 1'unité
intercalante par réaction de CuAAC en présence de CuBr et de dNbipy pendant 24 h. Cette
addition a donné lieu a des oligomeres comprenant 8 unités de construction. Les oligomeres
issus de ce couplage ont été analysés par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Les spectres
de masse ont indiqué 1'unique présence de l'espece désirée [M+H]* a 1323,73 uma et des
adduits formés avec des cations variés (Na*, K*) affirment le succeés de I'insertion de 1'unité

intercalante (Figure 132).
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Figure 131. Spectre de masse MALDI-ToF de l'oligomere a 7 unités issu de la réaction de couplage
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Figure 132. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule a 8 unités issue de la réaction

d’addition de I'unité intercalante sur le support soluble Py.

Les conditions optimales ont été déterminées avec le systéme modéle employant 'acide 6-
heptynoique comme unité codante (0). Cependant, les objectifs finaux de cette étude sont la

synthese de macromolécules dont les 8 bits d’information sont uniquement constitués par
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des unités codantes (0) mais également la préparation de composés dont la séquence est
constituée d’unités codantes (0) et (1). Ce dernier cas est difficilement réalisable avec le
systeme modele utilisant ’acide 6-heptynoique comme acide alcynoique. En effet, les études
menées précédemment ont démontré que les unités acides alcynoiques codantes (1)
comportant le groupement méthyle en position a de l'acide carboxylique étaient des
systemes plus encombrés au vu des difficultés rencontrées lors de la derniere étape
d’amidification pour la préparation de pentameres moléculairement encodés (voir chapitre
IT). Cette conclusion a amené a utiliser 'acide 5-hexynoique méthylé en position [ en tant
qu'unité codante (1) et son analogue linéaire en tant qu'unité codante (0) car l'acide 6-

heptynoique substitué en p n’est pas commercial et sa synthese est relativement cotiteuse.

5. Synthése de macromolécules de séquence [00000000] et [00000110] a base

d’acide 5-hexynoique linéaire et substitué

5.1. Préparation de macromolécules uniquement de séquence [00000000]

Les réactions de couplage ont été effectuées selon les mémes conditions employées pour le
systeme modele avec l'acide 6-heptynoique. Le couplage « 4+3 » a été réalisé avec le PyBOP
en présence de DIPEA dans la DMF pendant quatre jours a 60 °C. Ce dernier a été complet
au vu de l'analyse de spectrométrie de masse MALDI-ToF qui a indiqué I'absence de réactifs
de départ et la présence de la macromolécule a 7 unités ciblée (de séquence [0000]) a 1049,60)
(Figure 133). L’addition de I'unité intercalante a été également un succes d’apres les spectres
de masse MALDI-ToF ou seules les especes désirées ont été observées. Les difficultés sont
apparues lors du deuxiéme couplage dit « 8+3 » menant aux macromolécules a 11 unités de
construction. En effet, la présence d’octaméres provenant de I'étape précédente a montré
que la réaction de couplage est incomplete malgré les changements de conditions incluant

I'augmentation de la température a 80 °C et la répétition de I'étape de couplage (Figure 134).
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Figure 133. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule issue du couplage «4+3» de
séquence [0000].
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Figure 134. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule de séquence [000000] issue de la
réaction de couplage « 8+3 » effectuée avec le PyBOP et la DIPEA dans la DMF a 60 °C pendant

quatre jours.
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Afin de surmonter ces difficultés, d’autres changements ont été testés et les conditions les
plus efficaces sont lorsque la N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP) a été utilisée comme solvant et
lorsque I'acide 5-hexynoique a été au préalable activé par le PyBOP et la DIPEA avant d’étre
mis a réagir avec le support soluble. Le succés des réactions de couplage a aussi été da aux
répétitions de ces dernieres. En effet, plus la longueur de la chaine s’agrandit, plus les
réactions de ligation s’averent difficiles. Pour pallier & ce probleme, les phases menant aux
macromolécules a 8 et a 11 unités de construction ont été répétées deux fois et la derniere
réaction de couplage par amidification trois fois. Les polymeres issus des réactions de
ligation ont été analysés par SEC ot le déplacement vers les masses molaires plus élevées est
en accord avec l'ajout de trimeéres et d'unité intercalante sur la chaine d’oligomére en
croissance. Les polymeres provenant du dernier couplage n’ont pas pu étre analysés par
SEC car ces derniers n’ont pas pu étre solubilisés dans le THF en raison de la formation

d’agrégats (Figure 135).

—— P9-[00]
—— PS-[0000]
—— PS-[000000]
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Figure 135. Superposition des chromatogrammes de SEC dans le THF des macromolécules obtenues

apres les différentes étapes de couplages.

Les macromolécules apres chaque ajout de trimeres ont été caractérisées par spectrométrie
de masse MALDI-ToF. Les spectres de masse ont indiqué a chaque étape de couplage
I’obtention des composés ciblés. En effet, le succeés du couplage « 4+3 » est confirmé par la
présence des especes [M+H]*a 1049,60 uma et la superposition des spectres expérimental et

théorique (Figure 136).
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Figure 136. Spectre de masse MALDI-ToF de l'oligomere issu du couplage « 4+3 » en présence de
PyBOP/DIPEA dans la NMP mettant en jeu des trimeres de séquence [00] (masse expérimentale en

noir et théorique en vert).

Il en est de méme pour le couplage « 8+3 » dont le succes est corroboré par la seule présence
des macromolécules possédant 11 unités de construction a 1674,07 uma et des adduits

formés par les cations K* et Cu* (Figure 137).
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Figure 137. Spectre de masse MALDI-ToF de l'oligomere issu du couplage « 8+3 » en présence de
PyBOP/DIPEA dans la NMP mettant en jeu des trimeéres de séquence [00].
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Apres trois répétitions de I'étape de couplage « 12+3 » en présence de PyBOP et de DIPEA

dans la NMP pendant 4 jours a 60 °C, les octets macromoléculaires ont pu étre isolés (Figure

138). Leur pureté a été confirmée par l'unique présence des especes {M+Na]* désirées a

2321,37 uma. Ce qui ameéne a la conclusion que la méthode par réaction d’amidification dans

la NMP a été la méthode la plus efficace pour la préparation de macromolécules de séquence

[00000000]. Les masses théoriques et expérimentales des oligomeres sont rassemblées dans le

Tableau 3.
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Figure 138. Spectre de masse MALDI-ToF d’une macromolécule comprenant 8 bits d'information de

séquence [00000000].

Tableau 3. Masses expérimentales et théoriques des composés obtenus avant et apres chaque étape de

couplage («4+3 », « 8+3 » et « 12+3 »).

(a) [M+H]" ou (b) [M+Na]"
Séquence de I’oligomeére
Exp. Calc.
[00] 643,37 (a) 643,377 (a)
[0000] 1049,61 (a) | 1049,599 (a)
[000000] 1674,07 (a) | 1673,958 (a)
[00000000] 2320,35 (b) | 2320,300 (b)

L’efficacité de ce concept a été démontrée a travers la synthese d’octets macromoléculaires

préparés par couplage de triméres encodés. Afin d’étendre notre étude, des macromolécules
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possédant des séquences constituées d’unités codantes (0) et (1) ont été synthétisées. En
effet, la synthése de macromolécules composées uniquement d’unités codantes (0) ne peut a

elle seule constituer une preuve de concept.

5.2. Préparation de macromolécules de séquence [00000110]

La séquence de la macromolécule ciblée dans cette étude est de type [00000110]. Ce composé
a été synthétisé en utilisant les mémes conditions utilisées pour la préparation de la
macromolécule de séquence [00000000]. Des analyses par SEC dans le THF ont permis
d’avoir un suivi des étapes de couplage intermédiaires c’est-a-dire celles de type « 4+3 » et
«8+3 ». Pour la méme raison exposée plus haut, la derniére réaction de ligation (« 12+3 »)
n‘a pas non plus pu étre exploitée dans ce cas (Figure 139). Le déplacement des
chromatogrammes issus des couplages «4+3 » et «8+3 » vers les masses molaires plus
élevées illustre 'augmentation de la masse molaire de la chaine de la macromolécule en

croissance apres chaque addition de trimere encodé et de ce fait, confirme leur succes.
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Figure 139. Superposition des chromatogrammes de SEC dans le THF des macromolécules provenant

des différentes étapes de couplages.

Les macromolécules obtenues apres chaque ligation ont été isolées et caractérisées par
spectrométrie de masse MALDI-ToF et ont montré a chaque phase de ligation de trimeres
I’obtention des composés désirés. Seul le spectre de masse MALDI-ToF des composés finaux

est montré ici, le détail des spectres des réactions précédentes se trouvent dans la partie
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expérimentale section 4.2.7. La seule présence de I'espece [M+H]* a 2326,602 uma indique le
succes de la troisieme réaction de couplage «12+3 » et aussi la pureté et le caractere
monodisperse de la macromolécule obtenue (Figure 140). Le Tableau 4 rassemble les masses

exactes théoriques et expérimentales des oligomeres provenant des étapes intermédiaires.
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Figure 140. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule encodant 8 bits d"information et dont

la séquence [00000110] est constituée d"unités codantes (0) et (1).

Tableau 4. Masses théoriques et expérimentales des oligomeéres obtenus apres des réactions de

couplage de type « 4+3 », « 8+3 » et « 1243 ».

(a) [M+H] ou (b) [M+Na]"
Séquence de I'oligomeére
Exp. Calc.
[00] 643,37 (a) 643,377 (a)
[0000] 1049,61 (a) 1049,599 (a)
[000010] 1709,98 (b) 1709,960 (b)
[00000110] 2326,602 (a) 2326,349 (a)
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6. Conclusions

Des macromolécules synthétiques contenant un octet d’information moléculaire sur leur
chaine ont été préparées par couplages successifs selon une approche « AB+CD » de
trimeres contenant des dyades. Cette approche met en jeu deux réactions chimiosélectives
que sont la réaction d’amidification et la CuAAC. Les macromolécules modéles ciblées dans
la premiere partie de I'étude étaient uniquement constituées de 1'unité codante (0) c’est-a-
dire d’acide 6-heptynoique. Plusieurs méthodes de couplage suivant le méme schéma de
synthése ont été explorées. Ce dernier a consisté a synthétiser dans un premier temps les
tétrameres encodés et dans un second temps de coupler ces derniers avec des trimeres
encodés préalablement synthétisés sur support soluble. Celui-ci a été préparé par ATRP et
une fonctionnalisation post-polymérisation permettant de substituer le brome terminal par
un noyau triazole a été nécessaire afin de limiter les réactions secondaires dues a la labilité
de la liaison C-Br. Deux voies de couplage ont été étudiées : la premiere a consisté a coupler
les trimeres par CuUAAC tandis que la deuxiéme a reposé sur une réaction d’amidification.
Afin de coupler par CuAAC, les tétrameéres ont été construits en sens inverse par rapport au
schéma réactionnel utilisé pour le couplage par réaction d’amidification. En effet, I'insertion
de l'acide 6-heptynoique a été réalisée par CuAAC tandis que l'unité 11-azido-3,6,9-
trioxaundécan-1-amine a été additionnée par réaction d’amidification. L’assemblage dans ce
sens a été possible grace a l'insertion d'une unité intercalante de type acide
azidocarboxylique. Malgré les changements de conditions de réaction, les macromolécules
obtenues par ligation par CuAAC n’ont pas dépassé le stade d’octameres au vu des
chromatogrammes de SEC ol aucune évolution n’est perceptible entre le chromatogramme
issu du couplage « 4+3 » et celui de type « 8+3 ». Le couplage par réaction d’amidification
s’est révélé le plus prometteur et a été optimisé avec les oligomeres modéles uniquement
composés d’acide 6-heptynoique en tant qu'unité codante (0). Or dans le but de synthétiser
des structures comprenant des unités codantes (0) et (1), I'acide 5-hexynoique et I'acide 3-
méthyl-5-hexynoique ont par la suite été utilisés. Cette méthode a permis I'obtention de
macromolécules encodant 8 bits d’information uniquement constituées d’acide 5-
hexynoique comme unité codante (0). La pureté des composés finaux et également des
macromolécules intermédiaires a été confirmée par spectrométrie de masse MALDI-ToF. La
synthése de macromolécules monodisperses de séquence [00000000] et [00000110] constitue
une preuve de concept démontrant qu'un octet moléculaire a pu étre encodé sur le squelette

de macromolécules synthétiques. D’autre part, les conditions optimisées dans cette étude
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permettent d’accéder a n'importe quelle combinaison parmi les 256 plausibles avec ce
systeme. La quantité d’information encodée reste humble mais représente néanmoins une
réelle avancée dans le monde des polymeres synthétiques. Il serait également intéressant
d’étudier la structure de ces macromolécules par microscopie a effet tunnel employant la

technique de déposition par faisceaux d’ions couplée a de I'ESL.
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CHAPITRE IV

Synthese d’oligonylons par une approche

itérative de type « AA+BB »






1. Introduction

Les polyamides (PA), plus couramment appelés nylons, captivent encore de nos jours
I'attention en ingénierie des polymeres. Leurs propriétés mécaniques et chimiques
remarquables en font des polymeéres largement utilisés dans I'industrie textile et automobile
mais aussi dans la branche de la médecine. Ils sont également étudiés pour leur capacité a
former des structures secondaires complexes telles que des foldameres hélicoidaux!®2 ou des
feuillets .183 Les polyamides aliphatiques sont désignés par un (ou plusieurs) chiffre(s)
relatif(s) au nombre d'atomes de carbone contenus dans le motif de répétition. Ceux
désignés par un seul chiffre (PA de type n) sont en général obtenus apres polymérisation par
ouverture de cycle d'un lactame tandis que ceux désignés par deux chiffres (PA de type n,
m) sont généralement synthétisés par polycondensation entre un diacide carboxylique et
une diamine c’est-a-dire par condensation de type AA+BB. Par exemple, le PA 6, un des
polyamides les plus étudiés, est issu de la polymérisation par ouverture de cycle de I'e-
caprolactame!s* alors que le PA 6,6 est obtenu par condensation entre l'acide adipique et
I'hexamethylenediamine.18518¢ ]I est a noter que la bibliotheque de polyamides ne se limite
pas uniquement a des polymeres aliphatiques. Elle comprend des polyamides de nature

diverse et variée tels que les polyarylamides, les polyphthalimides, etc.

Les polyamides peuvent aussi étre synthétisés en phase solide. Si la polycondensation donne
lieu a des composés ayant en général une polymolécularité élevée, la synthese supportée,
quant a elle, est une des meilleures approches donnant accés a des polyamides
monodisperses (voir chapitre I, section 3). Cette méthode met conventionnellement en jeu
I'addition successive entre une amine et un acide ou entre leurs dérivés. Inspirée de la
synthese peptidique en phase solide, la préparation des polyamides emploie un acide
carboxylique soit préalablement activé sous forme d’ester activé ou de chlorure d’acide’®” ou
soit activé in situ via l'utilisation d’agents de couplage.¢ De plus, les monomeres utilisés

comportant des fonctions terminales réactives nécessitent, par conséquent, des étapes de

protection et de déprotection rendant la tache longue et fastidieuse.

Face a ces contraintes, d’autres méthodes ne nécessitant pas toujours de groupements
protecteurs ont vu le jour. Dans ce contexte, les groupes de Rose® et Borner!312218 ont
proposé la synthese sur support solide d’oligoamides par cycles successifs de réactions
d’acylation utilisant 'anhydride succinique en tant que source de diacide carboxylique et

d’amidification employant des diamines variées.
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Nous nous sommes intéressés dans ce contexte a la synthese d’oligonylons monodisperses
sur une résine Wang pré fonctionnalisée avec une glycine par une approche « AA+BB ».
Apres l'insertion d'un premier diacide carboxylique par une réaction d’estérification, la
stratégie repose sur I'amidification alternée entre une diamine de type BB et un diacide
carboxylique de type AA (Schéma 11). La premiére étape de ce travail a consisté a tester des
conditions de synthése d’oligonylons 6,6 a Dbase d’acide adipique et
d’hexaméthylenediamine (HMDA) sur un support solide et dans lesquelles les réactifs ont

été utilisés en exces afin d’éviter des réactions secondaires et de ce fait, 'emploi de

groupements protecteurs n’était pas requis.

Dans un second temps, les stratégies de synthese proposées par les groupes de Borner et de
Rose ont été testées et ont finalement servi de support a cette étude. En suivant ces
approches, les investigations ont été plutot centrées sur les oligonylons de type 4,6 préparés
a partir de I'anhydride succinique et de I'hexaméthylénediamine. Les objectifs ont été de
constituer une bibliotheque d’oligonylons en variant la nature de la diamine et de les
coupler pour former des polyamides a séquences périodiques ou il serait intéressant
d’étudier la structure. En effet, ces derniers sont connus pour leur potentiel a former des
structures cristallisées'®® et des fibres!®0 mais également pour leur faible solubilité dans la
plupart des solvants organiques usuels. De ce fait, les analyses par SEC n’ont pas pu étre

réalisées au vu de l'équipement disponible a l'institut et les spectres RMN 'H ont été

effectués dans le TFA deutéré.

. . HO OH NH 0
Déprotection O_NH o 1) Activation O_
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o HN-{_|-N-{-~H o
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Schéma 11. Stratégie générale de synthese d'oligonylons en phase solide.
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2. Premiers tests de synthese

Comme précédemment évoqué, 1'étude a débuté avec la synthese d'oligoamides modeles de
type nylon 6,6 sur une résine Wang pré fonctionnalisée avec une glycine avec un taux de
fonctionnalisation de 0,79 mmol par gramme de résine. Apres avoir enlevé le groupement
protecteur Fmoc de la glycine, la syntheése a consisté en des ajouts successifs d'acide
adipique et d'hexaméthylenediamine activés en présence d’hexafluorophosphate de
benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium (PyBOP) et de N,N-
diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le N,N-Diméthylformamide (DMF) (Schéma 12). Le
produit a été isolé apres clivage de la résine en wutilisant une solution d’acide

trifluoroacétique (TFA) dans le dichlorométhane (DCM) (9/1, v/v).
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Schéma 12. Schéma réactionnel pour la synthése d’oligonylons 6,6.

Comme il existe peu de moyens simples pour suivre l'avancement des réactions de
couplage, ces derniéres ont été suivies a I'aide du test de Kaiser en association avec celui au
vert de malachite.119120 Effectivement, le test de Kaiser permet de détecter la présence
d’amine primaire tandis que le test au vert de malachite détecte la présence d’acide
carboxylique libre. Ainsi un test de Kaiser positif associé a un test au vert de malachite
négatif est le schéma idéal dans le cas d'une réaction compléte d’amidification avec
I'"hexaméthylenediamine. Dans le cas de couplage avec le diacide carboxylique les résultats
inverses sont attendus afin de confirmer la présence en bout de toutes les chaines de la
fonction acide carboxylique c’est-a-dire négatif pour le test de Kaiser (absence d’amine

primaire) et positif pour le vert de malachite (présence d’acide carboxylique). Dans le but de

ne pas utiliser de groupement protecteur, cette premiere série de tests a consisté a employer
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un exceés de réactifs de I'ordre de 5 équivalents d'acide adipique et d’hexaméthylenediamine
afin de privilégier les réactions intramoléculaires et éviter la formation de réactions de
pontage donnant lieu a des espéces pontées non désirées apres clivage de I'oligomere de la

résine par traitement en milieu acide (Figure 141).

o e e Em e Emn M e mmm M M M S Mmm M Mmm e Mmm e mmm e mmm e e

Figure 141. Réactions de pontage entre deux fonctions situées sur une méme bille de résine Wang
(gauche) ou entre deux fonctions localisées sur deux billes de résine Wang (droite). Le segment en

rose représente le point de pontage.

A titre de comparaison pour les caractérisations de structures plus longues donc plus
complexes, les essais ont débuté avec des oligonylons comportant une unité diacide
carboxylique et diamine au total. Ces derniers étant trop courts pour étre purifiés par
précipitation dans 1'éther diéthylique, leur caractérisation a été réalisée sans purification
apres clivage de la résine en utilisant un mélange TFA/DCM (9/1). Néanmoins, les protons
(b) et (h) ont été observées a 4,27 ppm et a 3,23 ppm respectivement sur le spectre RMN 'H
(Figure 142) réalisé dans le TFA deutéré (6 = 11,45 ppm).
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Figure 142. Spectre RMN 'H dans le TFA deutéré de l'oligoamide préparé par I'addition d'un acide

adipique et d'une hexaméthylenediamine.
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Les investigations ont été par la suite focalisées sur la synthese d'oligoamides a quatre unités
obtenus par l'addition alternée de diacides carboxyliques et diamines. Ces derniers ont été
caractérisés par RMN 'H dans le TFA deutéré (Figure 143). Les signaux observés en RMN 'H
sont similaires a ceux obtenus précédemment. Effectivement, tout comme son analogue a
deux unités, des massifs de signaux caractéristiques des méthylénes des chaines alkyles des
unités de construction (d, f, g) entre 1 et 3 ppm ainsi que ceux équivalents aux protons en
position a de la fonction amine (h) entre 3 et 4 ppm sont présents dans le cas d’oligoamides a

quatre unités.

c d i g f o d e g f
H(]J!\/n an N-"\N\JNH?
a b d ¢ H f g = d o H f g h
dfg
b
C
e
h
a
A )
,
I ¥ FA T T i I ¥ | B 1
12 8 B 4 2 0

ppM

Figure 143. Caractérisation par RMN 'H dans le TFA deutéré de l'oligonylon 6,6 a quatre unités

préparé par I'addition alternée d"un acide adipique et d"une hexaméthylénediamine.

Des analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées afin de compléter la
caractérisation de ces composés (Figure 144). Ces derniéres réalisées par ionisation par
électrospray (ESI) ont indiqué qu'en plus des especes désirées, la présence des composés
issus de réactions pontées a été aussi observée. Toutes les structures potentielles
correspondant a un pontage ont été envisagées et sont représentées sur la Figure 145 ou
I'unité indiquée en rose correspond au point de pontage. Ainsi, les pics a 487,351 uma et a
719,606 uma sont caractéristiques des especes pontées 2 et 3 (Figure 145). Ce phénomeéne
permet également d’expliquer pourquoi les intégrations ne correspondaient pas lors de

’analyse des spectres RMN 1H.
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Figure 144. Spectre de masse ESI en mode positif de 1'oligoamide 6,6 a quatre unités obtenu par

I'addition alternée d’un acide adipique et d'une hexaméthylenediamine.
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Figure 145. Représentation des espéces pontées possibles lors d’une synthese d’oligoamide 6,6 a

quatre unités.

Malgré l'excés de réactifs utilisé, cela n'a pas permis de privilégier les réactions

intramoléculaires et ainsi éviter les réactions de pontage. Face a ces résultats, 1'idée a été
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d’utiliser une résine Wang ayant un taux de fonctionnalisation plus faible afin de limiter les
réactions parasites intrabille de résine (cas représenté a gauche sur la Figure 141). En effet,
cela limiterait le phénomeéne avec une fonctionnalisation moins importante étant donné que

les fonctions a réagir sont moins nombreuses et par conséquent plus espacées.

Les tests ont été poursuivis avec une résine ayant un taux de greffage de 0,22 mmol par
gramme. Les composés ciblés restent toujours les oligonylons 6,6 comportant quatre unités.
Ces derniers ont été caractérisés par spectrométrie de masse ESI (Figure 146). Toutefois, les
réactions parasites ont encore persisté méme avec une résine peu fonctionnalisée c’est

pourquoi une autre stratégie de synthese a été mise en place.
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Figure 146. Spectre de masse ESI en mode négatif de 1'oligoamide 6,6 & quatre unités.

3. Synthése d’oligonylons 4,6 préparés a partir d’anhydride succinique et

d’hexaméthylénediamine en présence de PyBOP et de HOBt

L’approche décrite par Borner et ses collaborateurs a reposé sur des cycles successifs
d’acylation employant I'anhydride succinique comme source de diacide carboxylique et
d’amidification avec des diamines variées. Il s’agit dans ce travail de synthétiser des
oligoamides de type nylon 4,6 en reprenant les conditions développées par le groupe de
Borner  c'est-a-dire  via  l'addition  alternée  d’anhydride  succinique et
d’hexaméthylenediamine en présence de PyBOP comme agent de couplage en présence
d'HOBt (Schéma 13). L'utilisation de l'anhydride succinique a permis de prévenir les
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réactions de pontage formées par l'acide tandis que Il'utilisation de 10 équivalents
d’hexaméthylenediamine au lieu de 5 comme précédemment, privilégierait les réactions

intramoléculaires par rapport aux réactions pontées.
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Schéma 13. Schéma réactionnel pour I'obtention de I'oligonylon 4,6.

Ces composés ont été caractérisés par RMN !H réalisé dans le TFA deutéré. Les signaux
spécifiques aux protons en position a des fonctions amides (d, c) situés a 3,05 ppm et a 3,56
ppm respectivement ont été observés (Figure 147). De plus, la présence des protons
caractéristiques de la glycine (b) a 4,36 ppm a été localisée. L’aspect moins défini des signaux
par rapport au spectre du diamide est encourageant puisque les tétraamides sont plus longs

et laisse penser que ces derniers ont bien été formés.
j\,ﬂ c 9 a 7 e n c 9 d f e NH
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Figure 147. Caractérisation par RMN 'H dans le TFA deutéré de I'oligonylon 4,6 a quatre unités.
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Les analyses ont été aussi complétées par spectrométrie de masse ESI. Cette derniere a révélé
la présence d’especes pontées 2 formées par I'’hexaméthyleénediamine (Figure 148). Le
remplacement de l'acide adipique par 'anhydride succinique s’est révélé efficace puisque
les especes pontées dues au diacide carboxylique n’étaient pas présentes. En effet, la réaction
de couplage a eu lieu apres I'ouverture du cycle de I'anhydride succinique empéchant ainsi
la formation de réactions non désirées. Cependant I'”augmentation de I'exces de diamine n’a

pas suffi.
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Figure 148. Analyse par spetrométrie de masse ESI de I'oligonylon 4,6 a quatre unités.

4. Synthése d’oligonylons 4,6 préparés a partir d’anhydride succinique et

de diamines variées en présence de carbonyldiimidazole et d’'HOBt

4.1. Synthese d’oligoamides a base d’anhydride succinique et d’hexaméthylénediamine

En raison des résultats mitigés obtenus avec la méthode du groupe de Borner, les conditions
de synthese décrites par Rose et al.? ont été testées. Elles comprennent trois étapes en partant

d’une résine ayant comme fonction terminale une amine (Figure 149) :

(i) acylation avec un dérivé diacide carboxylique
(if) activation avec un carbonyldiimidazole

(iii)  aminolyse avec une diamine
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D’aprés ces conditions, 1'étape d’acylation a été effectuée avec l'anhydride succinique
comme dérivé diacide carboxylique en présence d'"HOBt suivie par l'activation de ce dernier
par le carbonydiimidazole (CDI). Ensuite, I'étape d’amidification dénommée aminolyse, a
été effectuée avec I'hexaméthylenediamine en présence d’"HOBt. Ces étapes ont été répétées
jusqu’a l'obtention de I'oligomere désiré (Schéma 14). 60 équivalents de diamine ont été

employés comparés a 14 équivalents dans les conditions décrites par le groupe de Borner.
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Schéma 14. Schéma réactionnel de synthese selon les conditions de Rose et al.

Dans le but de comparer les deux approches, les composés ciblés étaient comme
précédemment des tétraamides de type 4,6 préparés selon les conditions employées par
Rose et al. a partir d’anhydride succinique et d’hexaméthylenediamine. Ces derniers ont été
caractérisés par spectrométrie de masse ESI (Figure 150). L’approche de Rose s’est révélée
efficace puisque le spectre de masse a uniquement montré la présence des composés désirés,
soit I’absence de signaux spécifiques aux especes pontées. Ces résultats encourageants nous

ont amené a cibler des oligoamides plus longs c’est-a-dire des hexaamides 4,6.
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Figure 150. Spectre de masse MALDI-ToF du tétraamide 4,6 obtenu en suivant I'approche décrite par

Rose c’est-a-dire par I'addition alternée de 'anhydride succinique et de '’hexamethylenediamine.

Les hexaamides issus de la synthése suivant la méthode proposée par Rose ont été

caractérisés par RMN !H (Figure 151). La présence des protons (d) en position a des

fonctions amides, ainsi que ceux en a de I'amine (g) situés respectivement a 3,45 ppm et a

3,24 ppm a été observée et a corroboré la formation des composés visés.
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Figure 151. Analyse par RMN 'H dans TFA deutéré de 1'hexaamide 4,6 préparé selon 'approche

décrite par Rose.
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L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF est venue compléter celle par RMN H
(Figure 152). La présence des pics correspondant aux espéeces [M+H]* et autres adduits
formés avec des cations de nature variée (Na*, K*) ont conforté 1'obtention des hexaamides
ciblés. Si les réactions de pontage ont pu étre évitées lors de la synthese des tétraamides 4,6,
ces derniéres restent cependant encore existantes dans le cas des hexaamides. Néanmoins,
les valeurs des intégrales observées en RMN 'H ont correspondu a ce qui était attendu et de
ce fait, ont attesté la forte diminution du phénoméne de pontage (voir Figure 181 de la

partie expérimentale).
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Figure 152. Spectre de masse MALDI-ToF de 'hexaamide 4,6 obtenu avec I'approche développée par

Rose.

4.2. Préparation d’hexaamides 4,6 par variation de la nature de la diamine

Un des objectifs de cette étude a été de créer une bibliotheque d’oligoamides préparés selon
les conditions développées par Rose pour former par la suite une série de polyamides a
séquence controlée. La maniere de créer cette bibliotheque a été de choisir d’autres dérivés
de diacides ou diamines constituant ces hexaamides c’est-a-dire de choisir des dérivés soit
de l'anhydride succinique soit de I'hexaméthylenediamine. Le choix s’est porté sur la
diamine car peu de dérivés d’anhydride succinique sont commercialisés et que leur cofit est

non négligeable.
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Un premier essai de synthese d’oligoamides a été réalisé a partir du para-xylylénediamine et
de I'anhydride succinique. Cette diamine a été choisie en raison de I'aromaticité de son cycle
qui permettrait d'introduire des interactions -1 a I’oligomere. Cependant la diamine choisie
n’est pas soluble dans les conditions employées par Rose c’est-a-dire dans le mélange
HOBt/NMP. Des tests de solubilité ont été effectués par conséquent dans le méthanol, le
THEF, le chloroforme, le dichlorométhane, le xylene et le toluene. Le meilleur solvant pour
solubiliser la diamine est le méthanol. Cependant, ce solvant est incompatible avec la
synthese sur une résine Wang a base de polystyréne car tout comme I'eau, ce dernier induit
la compaction de la résine or le bon gonflement d'une résine est un facteur essentiel a
I'efficacité des réactions. En effet, la résine est une bille de polystyrene réticulé et méme si les
réactions peuvent se faire a la surface, la plupart de ces réactions ont lieu a l'intérieur de la
matrice de polystyréne de ce fait, il est important de maintenir un bon gonflement de cette
derniere pour éviter le confinement. Face a ces contraintes, les études ont été poursuivies
avec un autre dérivé de diamine c’est-a-dire avec le 1,4-bis(aminométhyl)cyclohexane
(Figure 153). Tout comme la para-xylylénediamine, cette derniere a été choisie dans un souci
de maintenir le méme nombre de carbones séparant les fonctions amines que son
prédécesseur linéaire. Les premiers essais ont débuté avec la synthese de composés

comportant quatre unités au total puis six unités dans un second temps.
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Figure 153. Structure des oligoamides ciblés.

Les especes visées ont été construites par I'addition alternée de 'anhydride succinique et du
1,4-bis(aminométhyl)cyclohexane sur une résine Wang fonctionnalisée avec une glycine et
séparées de la résine par un clivage dans un mélange de TFA/DCM (9/1). L’analyse par
spectrométrie de masse MALDI-ToF a montré la présence inattendue de dimeéres et
d'impuretés en plus de celle des composés voulus (Figure 154). Cette réaction aurait
probablement eu lieu durant le clivage. En effet, il se pourrait que par ce clivage en milieu
acide, les composés bifonctionnels comprenant un acide carboxylique et une amine seraient

libérés favorisant ainsi une réaction entre eux-mémes. L’hypothése d’un éventuel pontage a
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été écartée dans la mesure ot les espéces pontées présentent toutes des fonctions acides

carboxyliques terminales (Figure 145)

80;,069 [2M+H]"
(M+H]* 1028,904
524,217
Lol i . - e l i l
6(I)O ' 860 ' 1OIOO '
m/z

Figure 154. Spectre MALDI-ToF de l'oligoamide préparé a partir de deux unités anhydrides

succiniques et deux unités 1,4-bis(aminométhyl)cyclohexanes.

Afin de vérifier la viabilité de cette hypothese, une série d’oligoamides a six unités basée sur
le méme couple de diacide carboxylique et diamine a été préparée. Cependant, avant
clivage, la fonction amine terminale de ces espéces a été protégée par un groupement Fmoc
dans le but d’éviter d’éventuelles dimérisations. La réaction de protection a été réadaptée de
la littérature et a consisté en I'utilisation du groupement chlorure de
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc-Cl) en présence de triéthylamine.’¥! Ces composés ont été
caractérisés par RMN 'H ce qui a permis d’observer des signaux spécifiques aux protons (g)
du cycle de la diamine aux environs de 2-3 ppm ou encore ceux du groupement protecteur

Fmoc compris entre 7 et 8 ppm (Figure 155).

L’analyse complémentaire par spectrométrie de masse MALDI-ToF a montré 1'unique
présence des pics correspondant aux especes désirées a 971,081 uma ainsi que la présence
d’adduits formés avec d’autres cations variés (Figure 156). La présence de signaux
caractéristiques de protons appartenant au cycle de la diamine (f et g) situés a 0,75 a 1,55

ppm en RMN 'H a permis de corroborer la formation des composés désirés.
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Figure 155. Analyse par RMN 'H dans le TFA deutéré de l'oligonylon a base de 14-

bis(aminométhyl)cyclohexane et d’anhydride succinique.
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Figure 156. Spectre de masse MALDI-ToF de [loligonylon formé a partir du 14-

bis(aminométhyl)cyclohexane et de I'anhydride succinique .
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5. Optimisation de la synthese d’oligonylons 4,6

5.1. Purification des hexaamides

Méme si les conditions de synthése ont été améliorées avec 'approche décrite par Rose, les
espéces pontées n‘ont néanmoins pas pu étre évitées avec l'approche « AA+BB ». Par
conséquent, des tentatives de purification ont été effectuées. Elles ont consisté a séparer les
oligoamides non pontés des especes pontées suivant les conditions décrites par Brisson et
al8 Les composés pontés comprennent deux fonctions acides carboxyliques terminales
tandis que ceux non pontés sont bifonctionnalisés avec une amine et un acide carboxylique.
De ce fait, par un traitement acide dans un premier temps avec un mélange de bromure
d’hydrogene (HBr) a 33% dans l'acide acétique (AcOH) suivi d"un mélange de HBr a 1%
dans le méthanol, les composés désirés c’est-a-dire non pontés auront leur fonction amine
terminale protonée tandis que les autres n’ayant que des fonctions acides carboxyliques
terminales ne le seront pas. Ainsi ces derniers seront insolubles dans le méthanol et pourront
étre séparés des composés désirés par filtration puisque ceux-ci seront solubles dans le

solvant et pourront étre isolés apres traitement avec une solution alcaline (Figure 157).

Oligoamide non ponté protoné
soluble dans le méthanol

Mélange d’oligoamides

pontés et non-pontés w\\—/

1) HBr 33% dans AcOH
2) HBr(yq) 1% dans MEOH

¢ , .

Oligoamide ponté non protoné
insoluble dans le méthanol

@ Fonction amine

@ Fonction acide
Précipitation
=~/ Chaine de l'oligomére

Séparation par filtration

Figure 157. Stratégie de purification des oligoamides.

Cette méthode n’a pas fonctionné avec les oligoamides étudiés car aucune précipitation n’a

été observée. La différence entre les espéces pontées et les especes non pontées semblerait ne

152



pas étre assez marquée pour conduire a une précipitation puisqu’elle se situe uniquement au
niveau de la protonation de lI'amine terminale. En attente de trouver de meilleures

conditions de purification, la synthese a été optimisée.

5.2. Diminution des excés en réactifs

En effet, les résultats trés encourageants obtenus avec 1’approche de Rose et al. ont amené a
optimiser ces derniers. L'objectif dans un premier temps a été de réduire le nombre
d’équivalents d’hexaméthylénediamine qui s’élevait a 60 équivalents jusqu’a présent. Des
essais de diminution a 30 et a 20 équivalents ont été réalisés.

Pour chacun des cas, des analyses par spectrométrie de masse MALDI-ToF ont été effectuées
et ont permis de déterminer le nombre idéal d’équivalents (Figure 158). En effet, 1'utilisation
de 20 équivalents n’a pas suffi a limiter au mieux les réactions de pontage comparé au cas ot
30 équivalents étaient utilisés. Dans ce dernier, les analyses de masse étaient comparables a

celles obtenues avec 60 équivalents.

[M+H]+ 20 équivalents

[M+Na]* R i
espéce pontée

e

30 équivalents

At ol l \ l Aol Lob l A Ao
T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200
m/z

Figure 158. Comparatif de spectres de masse MALDI-ToF de I'hexaamide 4,6.
La réduction de moitié des équivalents d’hexaméthylénediamine a conduit a d’autres

investigations d’optimisation.

5.3. Synthese sur une résine chlorure de 2-chlorotrityle

L’objectif de la seconde étape a consisté a tester les conditions de la synthése sur une résine
chlorure de 2-chlorotrityle car cette derniere possede une fonctionnalisation plus élevée (1,6

mmol-g1) que la résine Wang (0,79 mmol-g?), ce qui permettrait d’obtenir une plus grande
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quantité d’hexaamides (Figure 159). Dans une premiere phase a titre comparatif, le nombre
d’exces en hexaméthylénediamine est resté a 60 équivalents. L'étape de fonctionnalisation
avec la glycine a été effectuée avec un exces de glycine protégée avec un groupement Fmoc
en présence de la base DIPEA dans le THEF. Cette étape a été réalisée avec 78% de rendement

selon la formule suivantes :

Fonctionnalisation (mmol.g1) = (Absschantion) / (Mg d’échantillon x 1,75)*
=2,3065 / (1,05 x 1,75)
= 1,255 mmol.g! comparé a 1,6 mmol.g initial c’est-a-dire 78%

*Basé sur €=5253 M-1.cm-!

Apres retrait du groupement protecteur Fmoc, les oligomeres ont été synthétisés en utilisant
les mémes conditions que précédemment c’est-a-dire par la répétition de cycle comprenant
une phase d’acylation avec I’anhydride succinique en présence de HOBt et DIPEA suivie par

une phase d’activation par le CDI et d’aminolyse en présence de HMDA, HOBt et DIPEA.
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Figure 159. Schéma réactionnel de synthése des oligomeres préparés a partir d’anhydride succinique
et d’hexaméthylenediamine sur une résine chlorure de 2-chlorotrityle en suivant l'approche

développée par Rose et al.

154



Les résultats de spectrométrie de masse MALDI-ToF étaient comparables a ceux obtenus
avec la résine Wang (Figure 160). Le pic correspondant aux especes [M+H]* a 670,281 uma
est resté majoritaire. Les pics spécifiques aux adduits formés avec les cations Na* et K* ont
été aussi observés a 692,264 uma et a 708,224 uma respectivement et I'intensité du signal des

especes pontées est restée semblable a celle obtenue avec la résine Wang,.

Ceci nous a amené a tester la synthése sur une résine chlorure de 2-chlorotrityle et en
utilisant trente équivalents d’hexaméthylénediamine. Le spectre de masse des composés
issus de cette synthése a montré que ce type de résine n’était pas approprié lorsque 30
équivalents étaient utilisés au vu de I'intensité plus prononcée du pic spécifique aux especes
pontées observées a 829,978 uma (Figure 161).

[M+H]"
670,281

[M+Na]"
IM+K]"

T T
700 800

m/z
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Figure 160. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF de 1'hexaamide obtenu lorsque la

syntheése est réalisée sur une résine chlorure de 2-chlorotrityle.
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Figure 161. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF de l'hexaamide obtenu avec 30

équivalents d’excés sur une résine chlorure de 2-chlorotrityle.

Ces investigations ont amené a la conclusion que le cas employant la résine Wang
fonctionnalisée avec une glycine utilisée pour une synthése utilisant seulement 30
équivalents de diamine reste le plus optimisé. C'est avec ces conditions que la synthese a
plus grande échelle sur une plateforme automatisée a été réalisé dans le but d’effectuer les

tests de polycondensation afin d’obtenir des polymeres a structure périodique.

5.4. Synthese a plus grande échelle sur la plateforme automatisée Chemspeed®

SLT II

Comme précédemment évoqué, la synthése a plus grande échelle s’est avérée nécessaire
pour pouvoir tester des conditions de polycondensation trés demandeuses en oligonylons.
Cette derniere a été effectuée grace a une plateforme automatisée Chemspeed® SLT II. Cette
plateforme est dotée de seize réacteurs cylindriques dotés de frittés permettant ainsi de
pouvoir démarrer simultanément seize réactions sur support solide (Figure 162) ce qui
représente un gain de temps considérable par rapport a la voie manuelle. Ainsi en utilisant
huit réacteurs, la quantité d’hexaamides 4,6 linéaires a été multipliée par huit par rapport a
la voie manuelle. Les analyses de spectrométrie de masse ont démontré que les résultats
observés par voie manuelle étaient comparables a ceux obtenus par voie automatisée (Figure

163).
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Figure 162. Plateforme automatisée Chemspeed® SLT II et schéma de sa configuration. Il est a noter

que pour les besoins de I'étude huit réacteurs sur seize ont été utilisés.
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Figure 163. Comparaison entre les spectres de masse MALDI-ToF obtenus par voie manuelle (haut) et

par voir automatisée (bas).

6. Tests de polycondensation

La synthese des oligoamides 4,6 étant optimisée, les études se sont alors orientées vers les
tests de polycondensation (Schéma 15). La stratégie a reposé sur 'utilisation de I'azoture de
diphénylphosphoryle (DPPA) en tant qu'agent de couplage en présence de triéthylamine
(TEA). Le DPPA a été de nombreuses fois utilisé pour la polymérisation d’acides aminés tels
que la poly(glycine) , poly(L-alanine) ou encore la poly(L-leucine).’2 De maniére générale,
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1,3 mmol de DPPA et 2,3 mmol de TEA avec une concentration de monomere de 500 mg par
mL conduisent aux meilleurs résultats. Plusieurs conditions de synthése ont été testées.
Dans un premier temps, la polycondensation a été effectuée dans le DMSO. Cependant, au
vu de la mauvaise solubilité des oligomeres dans ce dernier, une quantité de solvant plus
grande s’est avérée nécessaire. Malgré cette augmentation, le milieu est resté visqueux et
pateux ne permettant pas d’avoir une agitation efficace. De ce fait, les analyses par
spectrométrie de masse MALDI-ToF ont montré que la réaction était incomplete en raison de
la présence de pics correspondant aux oligomeéres de départ associée a la présence de

dimeres (Figure 164).
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Schéma 15. Schéma réactionnel de polycondensation des oligoamides 4,6.
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Figure 164. Spectrométrie de masse MALDI-ToF de l'oligonylon 4,6 issu de la polycondensation en
présence de DPPA et TEA dans le DMSO.

En raison de ces résultats, les tests ont été effectués par la suite dans la NMP. D"un point de
vue macroscopique, malgré la viscosité, I'homogénéité de la réaction a semblé meilleure.
Cette derniere a duré sept jours a température ambiante puis a été analysée par
spectrométrie MALDI-ToF ou des résultats similaires a ceux obtenus précédemment ont été

observés (Figure 165). En effet, le spectre de masse MALDI-ToF a uniquement montré la
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présence de dimeres et non celle de composés provenant d'un degré de condensation

supérieur (trimere, tétramere...).
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Figure 165. Spectrométrie de masse MALDI-ToF de I'oligonylon 4,6 issu de la polycondensation en
présence de DPPA et TEA dans la NMP a TA.

Dans le but d’améliorer les résultats obtenus jusqu’a présent, un autre test consistant a
réaliser la polycondensation a 60 °C a été effectué. Cependant, la présence attendue de
composés plus longs n’a pas été observé. La polycondensation semblerait ne pas dépasser le

stade de diméres (Figure 166).
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Figure 166. Spectrométrie de masse MALDI-ToF des composés issus de la polycondensation en

présence de DPPA et TEA dans la NMP a 60 °C.
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Pour chaque condition testée, une analyse par RMN !H a été réalisée et d’apres ces
dernieres, un changement d’aspect des signaux a été observé. Cette constatation est

encourageante et a amené a effectuer des analyses de viscosité. (Figure 167).

La viscosité cinématique a été calculée pour les oligomeéres et ceux issus de la
polycondensation (P) & une méme concentration. Les mesures ont été effectuées via un
viscosimetre micro-Ostwald (k=0,01) a 25°C dans le trifluoroéthanol (TFE) dont la viscosité
cinématique est de 115,46 s. Une différence de 31 s est observée entre les temps d’écoulement
des oligoamides (137,93 s) et ceux issus de la polycondensation (168,90 s). La viscosité
réduite a aussi été déterminée et celle des composés (P) (18,81 mL.g?) est deux fois plus
grande que celle des oligonylons linéaires 4,6 (7,91 mL.g7). Les résultats de ces études ont
corroboré les analyses obtenues en RMN !H. En effet, les différences observées en
viscosimétrie ont concordé avec le changement d’aspect des signaux observés en RMN 'H ce
qui amene a I'hypothese que la réaction de polycondensation a eu lieu mais ces résultats
n’ont pas permis de déterminer si la masse molaire des especes présentes dépasse celle du
dimere.
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Figure 167. Comparaison des spectres RMN 'H entre les oligoamides 4,6 linéaires (bleu), les

polyamides apres polycondensation a TA (rose) et a 60 °C (violet).
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7. Conclusions

La synthese d’oligonylon 4,6 a base d’anhydride succinique et d’hexaméthylenediamine
monodisperses a été réalisée selon les conditions décrites par Borner et par Rose. Ces
composés ont été caractérisés par RMN H et par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Les
conditions de Rose se sont avérées les plus adaptées par rapport a I'approche décrite par
Borner car elles ont permis de limiter la formation d’espéces pontées non désirées par
I'utilisation de I'anhydride succinique ainsi qu’'un grand exces de CDI et
d’hexaméthylenediamine. Par cette approche, d’autres dérivés de diamine ont été choisis
afin de constituer une bibliothéque d’oligonylons 4,6 a séquences controlées. Ainsi des
oligonylons a base d’anhydride succinique et de 1,4-bis(aminométhyl)cyclohexane ont été
préparés et caractérisés. De plus, ces syntheses ont pu étre effectuées a plus grande échelle
sur la plateforme automatisée Chemspeed® SLT II. Les résultats des analyses par RMN 'H et
par spectrométrie MALDI-ToF sont comparables a ceux obtenus par voie manuelle. Des
premieres tests de polycondensation ont été testées afin d’obtenir des oligonylons a
séquences périodiques. A travers ces tests, les motivations étaient d’évaluer la faculté de ces
oligonylons a polymériser par condensation méme si cette derniere s’effectue généralement
en masse a haute température et sous haute pression. De plus, ces conditions requiert des
quantités d’oligomeres plus importantes et par conséquent sont a ce jour, difficilement
adaptables avec la voie de synthese d’oligonylons étudiée dans ce chapitre. D’autres dérivés
de diamine sont encore a tester pour compléter la bibliotheque d’oligonylons ot il serait

intéressant d’étudier I'impact des différentes diamines sur les propriétés des polyamides.

161






CONCLUSION GENERALE

De nouvelles stratégies itératives ont été étudiées pour la synthése d’oligomeres a séquences
contrdlées en "absence de groupements protecteurs. Ainsi des oligo(triazole-amide)s et des
oligonylons ont été préparés en phase solide selon une approche « AB+CD » et une
approche « AA+BB » respectivement (les lettres A, B, C et D désignent les groupements
réactifs terminaux de chaque composé qui pourront réagir ensemble). Des méthodes de
couplage sur support soluble ont également été explorées pour la synthése de

macromolécules de séquences plus longues.

La stratégie « AB+CD » a été utilisée dans le chapitre II pour la syntheése d’oligo(triazole-
amide)s moléculairement encodés. Ainsi, une bibliotheque de huit pentameres a séquences
controlées dont 'encodage est inspiré du code binaire (0, 1) a été obtenue a partir d"une
résine Wang non modifiée. Apres l'attachement de la premiére unité de construction par
estérification, la construction des oligomeres a été effectuée par l'attachement successif
d’unités de construction par des réactions alternées d’amidification et de CuAAC. Ces
oligomeéres sont composés d’acide 4-pentynoique et/ou d’acide 2-méthyl-4-pentynoique
comme unité codante AB (0) et/ou (1) respectivement et de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-
amine en tant qu'unité intercalante CD. Les analyses de RMN !H et de spectrométrie de
masse MALDI-ToF des différentes combinaisons ont confirmé 1'obtention des oligomeres
visés. De plus, des analyses par microscopie a effet tunnel ont permis d’apporter des
éléments sur la topographie et les densités des états électroniques de la combinaison 011.
L’étude a également été étendue a la préparation d’oligo(triazole-amide)s encodés a base
d’acide 6-heptynoique et d’acide 2-méthyl-6-heptynoique en tant qu'unités codantes (0) et
(1). Ces travaux ont démontré l'efficacité de la méthode « AB+CD » pour la synthese
d’oligo(triazole-amide)s a séquence bien définie. Cette dernieére est optimisée pour la
préparation d’oligomeres relativement courts mais est peu appropriée pour la préparation

de macromolécules possédant des séquences plus longues. Une alternative de synthése par

couplage a été développée et a fait I'objet du chapitre suivant.

La synthese de macromolécules encodées préparées a partir de réactions de couplages
successifs de trimeéres a base d’oligo(triazole-amide)s sur un support soluble a été décrite

dans le chapitre III. Ces composés synthétiques constituent le premier systeme comprenant
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un octet d’information moléculaire. Ils ont été obtenus suite a trois réactions de couplages de
trimeres possédant 2 bits d’information moléculaire alternées par 1'addition de 11-azido-
3,6,9-trioxaundécan-1-amine sur une chaine de tétramere comportant préalablement 2 bits.
Plusieurs méthodes de couplage ont été testées et la plus efficace pour la réalisation de ces
travaux s’est avérée étre la ligation par réaction d’amidification. Les polymeres issus des
différentes phases de couplage ont été analysés par SEC dans le THF. Deux macromolécules
modeles 'une de séquence [00000000], I'autre de séquence [00000110] ont été préparées et
caractérisées par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Ces analyses ont confirmé I'obtention
des composés ciblés. Bien que cette technique s’est montrée efficace pour la synthese
d’oligomeres a séquences contrdlées relativement longs, le développement de différentes

approches de synthése reste tres attractifs.

Dans le chapitre IV, le potentiel de I'approche « AA+BB » pour la régulation des séquences
de monomeres d’oligonylons 4,6 a été évalué. Ces derniers ont été préparés a partir
d’anhydride succinique et d’hexaméthylénediamine sur une résine Wang fonctionnalisée
avec une glycine. Cette stratégie a nécessité I'emploi de réactifs en exces afin de controler la
croissance itérative en l'absence de groupements protecteurs. L'étude a été étendue a
I'assemblage itératif d’oligonylons 4,6 a partir d’anhydride succinique et de 1,4-
bis(aminométhyl)cyclohexane. La synthése d’oligomeéres a été réalisée sur une plateforme
automatisée selon les conditions optimisées préalablement déterminées par la voie
manuelle. Ces derniéres ont permis de considérablement réduire la formation d’espéeces
pontées. Des tests de polycondensation ont été effectués dans l'objectif d’obtenir des
polymeéres a séquences périodiques. La formation d’aggrégats a rendu les syntheses et les
caractérisations difficiles mais a stimulé la recherche de solutions alternatives. A ce stade,
une optimisation de ces conditions et des purifications supplémentaires des oligomeres sont

a prévoir avant de considérer la synthése d’oligonylons a séquences controlées plus longs.

En conclusion, les travaux de cette these ont démontré d'une part la puissance de 'approche
itérative pour le controle des séquences de monomeres et d’autre part l'efficacité de
I'approche « AB+CD » a travers la préparation avec succes des oligomeres ciblés. La
stratégie « AA+BB » est intéressante mais la régulation des unités de construction des

oligomeres reste plus délicate. Les chapitres II et III constituent une étude pionniere dans le
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domaine de l'encodage des polymeéres synthétiques et ouvrent la voie a de grandes

perspectives.
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PARTIE EXPERIMENTALE







1. Techniques d’analyse

1.1. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN 1H et 3C ont été enregistrés dans le DMSO-ds ou dans le CDCl; sur un
appareil Bruker Avance 400 MHz. Les caractéristiques spectrales sont données de la facon
suivante : déplacement chimique en ppm, multiplicité des signaux (m : multiplet ; q :

quadruplet ; t : triplet ; d : doublet ; s : singulet ; br s : singulet large).

1.2. Chromatographie

Chromatographie sur couche mince (CCM) : les chromatographies sur couche mince ont été
réalisées sur des plaques de silice (gel de silice MERCK 60F 254, épaisseur : 0,25 mm). Elles

ont été révélées avec la vanilline ou la ninhydrine.

Chromatographie liquide sur colonne : les purifications par chromatographie sur colonne
ont été réalisées sur gel de silice en éluant sous pression d’air (MERCK, granulométrie 70-

200 mm (70-230 Mesh)).

Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) : Les masses molaires et les distributions de
masses molaires ont été déterminées par un systéme de chromatographie d’exclusion
stérique équipé d'une pompe Shimadzu LC20AD, de quatre colonnes individuelles PLgel
avec des pores de dimensions variées (Agilent Technologies, 50 A, 100 A, 500 A and 1000 A,
5 pm, 300 mm x 7.5 mm) et d'un réfractometre différentiel Shimatzu RID10A. Les analyses
ont été réalisées avec une vitesse d’élution de 1 mL-min? a 30 °C dans le THF et avec le
toluene comme marqueur. La calibration des masses molaires est basée sur seize standards

de polystyrene linéaires fournis par Polymer Laboratories.

1.3. Spectroscopie infrarouge

Les produits ont été analysés a 'aide d’un spectrometre Bruker Vertex 70 a transformée de

Fourier (mode réflexion totale atténuée (ATR), cristal : diamant, résolution 2 cm-1).
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1.4. Spectrométrie de masse

Spectrométrie MALDI-ToOF : Les analyses de masse ont été effectuées sur des spectrometres

Ultraflex™ et Autoflex [I'™ MALDI-ToF/ToF (Bruker Daltonics GmbH, Bréme, Allemagne).

Spectrométrie ESI: Les analyses de masse ont été effectuées sur un spectrometre microTOF

(Bruker Daltonics GmbH, Bréme, Allemagne).

Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS): Les
spectres de masse ont été obtenus via un systeme comprenant une colonne de
chromatographie en phase inverse (Waters, BEH C18 1,7 mm, 2,1 mm x 50 mm) couplée a un
détecteur a barette de diodes (PDA) Waters ACQUITY UPLC® (190-500 nm, 80 Hz) avec
ionisation par électronébuliseur (ESI). Le systéme est régulé par un logiciel MAssLynx 4.1-
XP. La phase mobile était un mélange méthanol/eau avec 0,005% d’ammoniac et les

échantillons a analyser étaient dissous soit dans le méthanol ou soit dans 1"acétonitrile.

2. Solvants et réactifs

Tous les produits chimiques et solvants ont été utilisés sans purification supplémentaire sauf

indication contraire :

Résine Wang (0,7 mmol.g* et 0,22 mmol.g?, Iris Biotech GmbH), N,N-diisopropyléthylamine
(DIPEA, 99%, Alfa Aesar), hexafluorophosphate de benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-
phosphonium (PyBOP, 99%, Novabiochem), 4,4'-di-n-nonyl-2,2'-bipyridine (dNbipy, 97%,
Alfa Aesar), N,N,N',N",N''-pentaméthyldiéthylénetriamine (PMDETA, 99%, Sigma
Aldrich), acide trifluoroacétique (TFA, 99%, Sigma Aldrich), acide 4-pentynoique (95%,
Sigma Aldrich), acide 6-heptynoique (95%, Alfa Aesar), diisopropylamine (99%, Alfa Aesar),
acide propionique (99,5%, Sigma Aldrich), hexaméthylphosphoramide (99%, Sigma
Aldrich), bromure de propargyle (solution a 80% w/w dans le toluene, Alfa Aesar), 4-
Pentyn-2-ol (98%, Aldrich), pyridine anhydre (99,5%, Alfa Aesar), hydrure de sodium (60%
suspension dans l'huile, Aldrich), malonate de diéthyle (99%, Alfa Aesar), m-xyléne (99%,
Alfa Aesar), 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (93%, TCI), tétraéthylene glycol (99%,
Alfa Aesar), chlorure de para-toluénesulfonyle (TsCl, 98%, Alfa Aesar), azoture de sodium
(99%, Alfa Aesar), chlorure de méthanesulfonyle (MsCl, 98%, Alfa Aesar), phthalimide de
potassium (98%, Sigma Aldrich), hydrazine monohydraté (98%, Sigma Aldrich), bromure de

cuivre (I) (CuBr, 98%, Sigma Aldrich), tétrahydrofurane (THF, 299,9%, Chromasol Plus, pour
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HPLC, sans stabilisant, Sigma-Aldrich), dichlorométhane (DCM, 299,9%, stabilisé avec de
I'amylene, Sigma Aldrich), tétrahydrofurane pour SEC (THF, 99,8% HPLC, sans stabilisant,
Sigma-Aldrich), résine Wang-Glycine-Fmoc (0,79 mmol-g? and 0,23 mmol-g?,
Novabiochem/Merck), acide adipique (99%, Sigma-Aldrich), hexaméthylenediamine (98%,
Sigma-Aldrich), anhydride succinique (99%, Sigma-Aldrich), pipéridine (99%, Alfa Aesar),
N,N-diméthylformamide (DMF, 99%, Sigma-Aldrich), N,N-diméthylformamide anhydre
(99,.8%, Alfa Aesar), 1-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP, 99%, Sigma-Aldrich), acide Fmoc-6-
aminohexanoique (99,5%, Polypeptide Laboratories), 1-hydroxybenzotriazole hydraté
(HOBt, 297,0%, Sigma-Aldrich), 1,1'-carbonyldiimidazole (CDI, 297.0%, Sigma-Aldrich),
résine chlorure de 2-chlorotrityle (1,6 mmol-g?, Iris Biotech), trifluoroacétate de
pentafluorophényle (>95%, TCI), pyridine (99,5%, Alfa Aesar), Fmoc-Gly-OH, (>98%,
Novabiochem/Merck), triethylamine (97%, Carlo Erba), diméthyl sulfoxide (DMSO, >99,6%,
Sigma-Aldrich), acide y-aminobutyrique (>99%, Sigma-Aldrich), azoture de diphényle
phosphoryle (DPPA, 97%, Sigma-Aldrich), bromure de 2-bromoisobutyryle (97%, Alfa
Aesar), 3-(Fmoc-amino)-1-propanol (98%, Iris Biotech), 4-diméthylaminopyridine (DMAP,
99%,  Sigma-Aldrich), acide 4-hydroxyméthylphénoxyacétique = (HMPA, 97%,
Novabiochem/Merck), N-hydroxysuccinimide (NHS, Aldrich, 98%), N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 99%, Sigma-Aldrich).

Le bromure de cuivre (I) a été purifié par agitation pendant 16 h dans l'acide acétique puis
lavé a l’éthanol et séché sous vide a température ambiante. Le THF anhydre est séché et

purifié par passage sur colonne d’alumine active sous argon (GT 5100).

3. Appareillage

3.1. Réacteur manuel

Les syntheses sur phase solide sont réalisées soit dans des tubes SPE de 12 mL (solid phase
extraction) en polypropyléne composé d'un fritté de 20 um de porosité et fournis par
SUPELCOR®), soit dans des réacteurs cylindriques en verre composés d'un fritté de porosité
n°4 prolongé par un robinet de vidange et muni d’un bouchon en verre ou d'un septum
pour les étapes de dégazage. Les réactions sont agitées a I'aide d'un agitateur IKA HS 260

basic. La vidange du réacteur s’effectue par poussée d’air comprimée.
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3.2. Synthétiseur automatisé Chemspeed® SLT II

La plateforme comprend des blocs de réacteurs et des outils variés dont un bloc composé de
16 réacteurs cylindriques a double paroi en verre de 13 mL munis de condenseurs, d'un
agitateur vortex. Le chauffage est assuré par les double-parois qui sont connectées a un
cryostat Huber Unistat Tango tandis que les condenseurs sont reliés a une sortie d’eau. Le
logiciel utilisé est appelé “The Autosuite software” (version 1.11.1.7) fourni par Chemspeed®
et consiste en une application éditrice de module permettant la création de programmes
correspondant a une liste d’actions a réaliser étape par étape. Ce logiciel permet la
réalisation de réactions sur plateforme automatique tandis que le module exécuteur

d’application lance le programme.

4. Synthese organique

4.1. Syntheses du chapitre II
4.1.1. Syntheése de I'acide 2-méthyl-4-pentynoique

Ce composé a été synthétisé par Laurence Oswald selon la procédure décrite dans la

littérature.177-178

o La diisopropylamine (52 mL, 0,37 mol, 2,3 éq.) est dissous dans du THF

H OJH/\\ anhydre (200 mL) puis est ajouté au goutte a goutte, du n-butyllithium
N (147 mL d’une solution a 2,5 M dans I'hexane, 0,37 mol, 2,3 éq.) sous

argon. Apres 45 min d’agitation a 0°C, une solution d’acide propionique (11,8 g, 0,16 mol, 1
éq.) dans du THF anhydre (45 mL) est ajoutée. L’hexaméthylphosphoramide (56 mL, 0,32
mol, 2 éq.) est ensuite additionnée au milieu réactionnel. Apres 1,5 h d’agitation a TA, le
milieu réactionnel est refroidi a -78°C et une solution de bromure de propargyle (80% w/w
dans le toluene) (23,8 g, 0,16 mol, 1 éq.) dans du THF anhydre (50 mL) est ajouté au goutte a
goutte. Aprés que la température du mélange brun est remontée a 0 °C, ce dernier est agité a
cette température pendant 30 min et puis a TA pendant 2,5 h. La réaction est quenchée a 0°C
par acidification a pH 2 avec une solution aqueuse a 10% en HCl. La solution est ensuite
extraite trois fois avec de I'éther diéthylique. Les phases organiques combinées sont lavées
deux fois avec une solution aqueuse saturée en NaCl, séchées sur Na>SO,, filtrées puis
concentrées sous pression réduite. L'huile brune résultante est purifiée par chromatographie

sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate d’éthyle comme éluant (95/5 a 90/10)). Pour

172



optimiser la pureté, 'huile jaune est distillée avec un appareil Kugelrohr sous vide pour

obtenir 1’acide 2-méthyl-4-pentynoique sous forme d’huile incolore (8,5 g, 47 %).

RMN H (400 MHz, CDCls, 6) : 1,32 (d, 3H, -CHs) ; 2,01 (t, 1H, =CH) ; 2,40 (ddd, 1H, -CH en
a position de -CHasymetrique) ; 2,56 (ddd, 1H, -CH en a position de -CHasymétrique) ; 2,70 (m, 2H, -
CHasymétrique) ; 10,74 (bI‘ S, 1H, -COOH) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCls, 8) : 16,03 (-CHs) ; 22,25 (-CH.) ; 38,58 (-CH) ; 70.11 (=CH) ; 81,09
(-C=C) ; 181,39 (C=0) ppm.
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Figure 168. RMN 'H de l'acide 2-méthyl-6-heptynoique dans le CDCls.
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4.1.2. Synthese de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine

‘{'\/o‘]/\ recl /©/ e ‘{\/o~]/\
HO ; OH——> HO{,\/ ~]“/\0 D —» HO ;N
Et;N )

EtOH

MsCI Et;N
N,Ha_H,0 PhtNK
04/\ - ‘{'\/ ‘]/\N:,
H2N+\/ s N3 // 0'{'\/ ‘]/\N3
EtOH

Le composé 11-Azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine a été synthétisé en 5 étapes comme décrit

ci-dessus.

e Synthese du 11-tosyltétraéthylene glycol (1)

La triéthylamine (60 mL, 0,43 mol, 1,49 éq.) est additionnée sous argon a du tétraéthylene
glycol (495 mL, 2,87 mol, 10 éq.) dissous dans du DCM anhydre (800 mL). La solution est
refroidie a 0°C et une solution de chlorure de para-toluenesulfonyle (54,3 g, 0,28 mol, 1 éq.)
dans du DCM anhydre (70 mL) est ajoutée au goutte a goutte. Le mélange est agité pendant
16 h a TA. Le milieu est concentré puis le résidu résultant est dissous dans du DCM (600
mL) et la phase organique est extraite trois fois avec de l'eau. Les phases organiques
combinées sont lavées deux fois avec une solution a 2% en AcOH, deux fois avec de 1'eau,
séchées sur NaxSO,, filtrées puis concentrées. L'huile jaune résultante est purifiée par
chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate d’éthyle comme éluant (50/50

a 30/70)) pour obtenir le composé 1 sous forme d'huile incolore (83,0 g, 84 %).

RMN 1H (400 MHz, CDCl, 8) : 2,40 (s, 3H) ; 2,63 (s, 1H) ; 3,53-3,67 (m, 14H) ; 4,12 (t, 2H) ;
7,30 (d, 2H) ; 7,75 (d, 2H) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCls, 6) : 21,46 ; 61,51 ; 68,51-72,32 ; 127,79 ; 129,68 ; 132,82 ; 144,68
ppm.
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e Synthese du 11-azidotetraéthylene glycol (2)

L’azoture de sodium (26,1 g, 0,40 mol, 2 éq.) est ajouté sous argon, au composé 1 (69,9 g,
0,20 mol, 1 éq.) dissous dans I'éthanol absolu (990 mL). La solution est laissée sous agitation
et sous reflux pendant 7 h. Le milieu réactionnel est ensuite concentré et le résidu résultant
est dissous dans du DCM (920 mL). La phase organique est extraite trois fois avec de I'eau
puis les phases organiques combinées sont extraites trois fois avec le DCM, séchées sur
NaySO;, filtrées et concentrées. L'huile orange résultante est purifiée par chromatographie
sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate d’éthyle comme éluant (50/50 a 30/70)) pour

obtenir le composé 2 sous forme d’huile incolore (32,6 g, 74 %).

RMN H (400 MHz, CDCls, 6) : 2,5 (s, 1H), 2,86 (t, 1H) ; 3,31 (t, 2H) ; 3,52 (m, 10H) ; 3,59 (m,
2H) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCl, 8) : 50,42 ; 61,41 ; 69,79-70,44 ; 72,30 ppm.

e Synthese du 11-azido-1-mésyl-tétraéthylene glycol (3)

La triéthylamine (61 mL, 0,44 mol, 2,7 éq.) est ajoutée sous argon au composé 2 (35,6 g, 0,16
mol, 1éq.) dissous dans du DCM anhydre (900 mL). Le milieu réactionnel est refroidi a 0°C
et le chlorure de méthanesulfonyle (25 mL, 0,32 mol, 2 éq.) est ensuite ajouté au goutte a
goutte. Le mélange est laissé sous agitation a TA pendant 16 h puis est concentré sous
pression réduite. La phase organique est lavée une fois avec une solution aqueuse saturée en
NaHCQO:;, trois fois avec de l'eau, séchée sur NaSO,, filtrée et concentrée. L'huile brune
résultante est purifiée par chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate
d’éthyle comme éluant (80/20 a 50/50) pour obtenir le composé 3 sous forme d’huile orange

(41,8 g, 87 %).

RMN H (400 MHz, CDCls, 6) :3,03 (s, 3H) ; 3,33 (t, 2H) ; 3,60-3,62 (m, 10H) ; 3,70-3,72 (m,
2H) ; 4,30-4,33 (m, 2H) ppm.

RMN 23C (100 MHz, CDCl3, ) : 37,46 ; 50,48 ; 68,80-70,47 ppm.

e Synthese du 11-azido-1-phthalimido-tétraéthylene glycol (4)

Le sel de phthalimide de potassium (27,8 g, 0,15 mol, 1,1 éq.) est ajouté sous argon au
composé 3 (41,8 g, 0,14 mol, 1 éq.) dissous dans du DMF anhydre (700 mL). La solution est
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agitée a 120°C pendant 12 h. Le milieu réactionnel est ensuite concentré et le résidu est
dissous dans le DCM (520 mL). La phase organique est extraite une fois avec de l'eau. La
phase aqueuse est extraite trois fois avec du dichlorométhane. Les phases organiques
combinées sont lavées trois fois avec de 1'eau et une fois avec une solution aqueuse saturée
en NaCl, séchées sur NaxSO,, filtrées puis concentrées. L’huile brune résultante est purifiée
par chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate d’éthyle comme éluant

(80/20 a 60/40)) pour obtenir une huile jaune (41,9 g, 85 %).

RMN 1H (400 MHz, CDCls, d) : 3,36 (t, 2H) ; 3,60-3,65 (m, 10H), 3,74 (t, 2H), 3,90 (t, 2H) ;
7,70-7,72 (m, 2H) ; 7,83-7,85 (m, 2H) ppm.

RMN 23C (100 MHz, CDCls, 6) : 37,11 ; 50,48 ; 67,71; 69,79-70,47 ; 123,00 ; 131,95 ; 133,73 ;
168,00 ppm.

e Synthese de la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine

L’hydrazine monohydrate (16 mL, 0,16 mol, 4 éq.) est ajoutée au goutte a goutte sous argon
au composé 4 (14,0 g, 0,04 mol, 1 éq.) dissous dans I'éthanol absolu (365 mL). Le mélange
hétérogene épais est agité sous reflux pendant 20 h. Le milieu réactionnel est ensuite
concentré, le résidu obtenu est chauffé a reflux dans 1'eau (155 mL) et HCI concentre (31 mL)
pendant 1 h. Le mélange hétérogene est refroidi a 0°C pendant 1,5 h et ensuite filtré. Le
filtrat est neutralisé avec une solution de NaOH a 3 M et ensuite concentré a 120 mL. La
phase aqueuse est combinée avec du DCM (220 mL) et une solution de NaOH a 4 M (115
mL). La phase organique est séparée et la phase aqueuse est extraite trois fois avec du DCM.
Les phases organiques sont lavées deux fois avec une solution de NaOH a 4 M, séchées sur
NaxSO,, filtrées puis concentrées pour obtenir la 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine sous

forme d"une huile jaune (8,2 g, 94 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 8) : 1,35 (br s, 2H) ; 2,86 (m, 2H) ; 3,38 (t, 2H) ; 3,50 (t, 2H) ; 3,60-
3,69 (m, 10H) ppm.

RMN 1C (100 MHz, CDCls, 9) : 41,57 (O-CH2-CH»>-NHb) ; 50,42 ; 69,77 ; 70,03-70,45 ; 73,25
ppm.
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4.1.3. Synthese d’oligo(triazole-amide)s moléculairement encodés
Procédure générale

La résine Wang (1 g, 0,22 mmol, 1 éq.) est placée dans un tube SPE et gonflée dans le DCM a
TA pendant 20 min. La synthése des oligo(triazole-amide)s a été réalisée en alternant les

étapes suivantes :

o Etape 1 (estérification ou amidification) :

Une solution contenant 1’acide alcynoique (0)/(1) (1 éq.), la DIPEA (10 éq.) et le PyBOP (5
éq.) dans le DCM (7 mL) est placée dans un tube SPE. La solution est agitée a TA pendant 3-
4 h. La résine est lavée cinq fois avec du DCM et cinq fois avec du THF. Il est a noter que les
agitations lors des cycles de couplage sur phase solide ne sont pas des agitations

magnétiques mais sont mécaniquement effectuées par un agitateur IKA HS 260 Basic.

e FEtape 2 (réaction de cycloaddition 1,3 dipolaire catalysée par le cuivre (I)) :

Une solution dégazée de CuBr (2 éq.) et de dNbipy (4 éq.) dans du THF anhydre est placée
sous argon dans un tube SPE contenant le milieu réactionnel (1 éq.), suivie de 1'addition
d’une solution dégazée de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (5 éq.). Le mélange est agité
sous argon a TA pendant 20 h ensuite la résine est rincée cinq fois avec du THF puis cinq

fois avec du DCM.

e FEtape3: Clivage

Lorsque l'oligomere désiré est obtenu, il est clivé de la résine dans une solution de
TFA/DCM (9/1). Le clivage est réalisé par agitation de la solution de TFA pendant 2 h puis
le filtrat résultant est collecté (Cette étape de clivage est répétée une seconde fois). Les huit
oligomeres issus des différentes combinaisons entre le couple acide 4-pentynoique/acide 2-
méthyl-4-pentynoique ainsi que ceux préparés a partir des dérivés d’acide 6-heptynoique et

5-hexynoique ont été caractérisés par RMN 1H.
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Oligo(triazole-amide)s préparés a partir d’acide 4-pentynoique :
e Combinaison 000 (huile brune, 60 % de rendement)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 6): 2,25-2,36 (m, 4H) ; 2,42 (t, 2H) ; 2,58 (t, 2H) ; 2,74 (t, 1H) ;
2,81-2,86 (m, 4H); 3,17-3,21 (m, 4H) ; 3,38-3,41 (m, 4H) ; 3,42-3,51 (m, 16H); 3,78-3,80 (m,
4H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ; 7,78 (s, 1H) ; 7,83 (s, 1H) ; 7,95-7,99 (m, 4H) ; 10,14 (br s, 1H) ppm.

e Combinaison 100 (huile verte, 63 % de rendement)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds, d) : 1,08 (d, 3H), 2,24-2,34 (m, 6H) ; 2,56-2,59 (m, 1H) ; 2,63-
2,70 (m, 1H) ; 2,72 (m, 1H) ; 2,81-2,86 (m, 2H) ; 2,89-2,99 (m, 1H) ; 3,17-3,21 (m, 4H), 3,37-3,41
(m, 4H) ; 3,45-3,53 (m, 16H) ; 3,77-3,79 (m, 4H) ; 4,44-4,47 (m, 4H) ; 4,93 (s, 1H) ; 7,76 (s, 1H) ;
7,81(s, 1H) ; 7,75-7,93 (m, 2H) ppm.

e Combinaison 010 (huile brune, 26 % de rendement)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-dg, 6) : 1,00 (d, 3H) ; 2,24-3,36 (m, 4H) ; 2,55-2,96 (m, 8H) ; 3,14-
3,21 (m, 4H); 3,34-3,41 (m, 4H) ; 3,47-3,52 (m, 16H); 3,73-3,79 (m, 4H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ;
6.12 (br s, 1H) ; 7,78 (s, 1H) ; 7,82 (s, 1H) ; 7,73-7,89 (m, 2H) ppm.

e Combinaison 001 (huile brune, 40 % de rendement)
RMN H (400 MHz, DMSO-ds, 5) : 1,05 (d, 3H) ; 2,12-2,19 (m, 1H) ; 2,29-2,35 (m, 1H) ; 2,40-
2,45 (m, 2H) ; 2,56-2,60 (m, 2H) ; 2,76 (t, 1H) ; 2,81-2,87 (m, 4H) ; 3,17-3,22 (m, 4H) ; 3,38-3,41
(m, 4H) ; 3,44-3,53 (m, 16H) ; 3,77-3,81 (m, 4H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ; 4,65 (s, 1H) ; 7,77 (s, 1H) ;
7,82 (s, 1H) ; 7,72-7,89 (m, 2H) ppm.

e Combinaison 110 (huile brune, 40 % de rendement)
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, ) : (mélange de diastéréoisomeres) 1,00 & 1,07 (d, 6H) ; 2,25-
2,35 (m, 4H) ; 2, 56-2,98 (m, 7H) ; 3,13-3,22 (m, 4H) ; 3,34-3,42 (m, 4H) ; 3,45-3,47 (m, 16H) ;
3,77-3,80 (m, 4H) ; 4,14 (br s, 1H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ; 7,76 (s, 1H) ; 7,81 (s, 1H) ; 7,73-7,89 (m,
2H) ppm.
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e Combinaison 101 (huile brune, 30 % de rendement)
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ) : (mélange de diastéréoisomeres) 1,04 & 1,14 (d, 6H) ; 2,13-
2,18 (m, 1H); 2,29-2,34 (m, 1H); 241-2,44 (m, 2H) ; 2, 56-2,98 (m, 7H); 3,15-3,21 (m, 4H) ;
3,36-3,43 (m, 4H) ; 3,47-3,50 (m, 16H) ; 3,76-3,80 (m, 4H) ; 3,45-3,48 (m, 4H) ; 3,58 (s, 1H) ; 7,77
(s, 1H) ;7,81 (s, 1H) ; 7,89-7,93 (m, 2H) ppm.

e Combinaison 011 (huile brune, 40 % de rendement)
RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds, d) : (mélange de diastéréoisomeres) 0,76-1,09 (m, 6H) ; 2,12-
2,19 (m, 1H); 2,29-2,36 (m, 1H) ; 2,42-2,46 (m, 2H) ; 2,55-2,86 (m, 7H); 3,14-3,21 (m, 4H);
3,35-3,43 (m, 4H) ; 3,47-3,50 (m, 16H) ; 3.51 (s, 1H) ; 3,76-3,80 (m, 4H) ; 4,41-4,47 (m, 4H) ; 7,73
(s, 1H); 7,81 (s, 1H) ; 7,88-7,92 (m, 2H) ppm.

e Combinaison 111 (huile brune, 34% de rendement)
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, 6) : (mélange de diastéréoisomeres) 1,00-1,15 (m, 9H), 2,12-
2,19 (m, 1H), 2,29-2,36 (m, 1H), 2,42-2,46 (m, 2H), 2,54-2,97 (m, 7H), 3,15-3,21 (m, 4H), 3,34-
3,42 (m, 4H), 3,47-3,52 (m, 16H), 3,77-3,80 (m, 4H), 4,31 (br s, 1H), 4,44-4,49 (m, 4H), 7,76-7,91
(m, 4H) ppm.

Oligo(triazole-amide)s préparés a partir d’acide 6-heptynoique :

e Combinaison 000 (huile verte, 63 % de rendement)
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, 8) : 1,51-1,83 (m, 12H) ; 2,06-2,26 (m, 9H) ; 2,58-2,63 (m, 4H) ;
2,72 (t, 1H) ; 3,16-3,20 (m, 4H) ; 3,37-3,40 (m, 4H) ; 3,47-3,51 (m, 16H) ; 3,78-3,81 (m, 4H) ; 4,45-
4,48 (m, 4H) ; 7,81-7,84 (m, 4H) , 9,51 (s, 1H) ppm.
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Figure 169. Spectre RMN H dans le DMSO-ds du dimére préparé a partir d’acide 6-heptynoique et de

11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine.

Oligo(triazole-amide)s a base d’acide 5-hexynoique/acide 3-méthyl-hex-5-ynoique :

e Combinaison 000 (huile brune, 31 % de rendement)
RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds, &) : 1,62-1,86 (m, 6H) ; 2,11-2,31 (m, 8H) ; 2,552,68 (m, 4H) ;
2,76 (t, 1H) ; 3,16-3,21 (m, 4H) ; 3,38-3,43 (m, 4H) ; 3,48-3,53 (m, 16H) ; 3,78-3,81 (m, 4H) ; 4,03
(s, 1H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ; 7,82-7,85 (m, 4H) ppm.

e Combinaison 001 (huile brune, 20 % de rendement)
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, &) : 0,92 (d, 3H) ; 1,76-1,83 (m, 4H) ; 1,94-2,03 (m, 3H) ; 2,07-
2,20 (m, 4H) ; 2,26 (t, 2H) ; 2,56-2,65 (m, 4H) ; 2,78 (t, 1H) ; 3,16-3,21 (m, 4H) ; 3,37-3,41 (m,
4H) ; 3,47-3,52 (m, 16H) ; 3,71 (s, 1H) ; 3,78-3,81 (m, 4H) ; 4,45-4,48 (m, 4H) ; 7,81-7,87 (m, 4H)
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4.2. Syntheses du chapitre III
4.2.1. Syntheése de I'amorceur A pour ATRP

Le 3-(Fmoc-amino)-1-propanol (0,5 g, 1,68 mmol, 1 éq.) est dissous dans le THF (50 mL). La
solution est refroidie a 0-5 °C puis la triéthylamine (0,59 mL, 4,20 mmol, 2,5 éq.) y est
additionée. Le bromure de 2-bromoisobutyryle (0,52 mL, 4,20 mmol, 2,5 éq.) est de suite
ajouté au goutte a goutte. Le mélange est ramené a TA et est agité pendant 1 h. Ce dernier
est ensuite concentré puis une solution aqueuse saturée en NaCl (50 mL) est ajoutée au
résidu résultant. Ce mélange est extrait au DCM (3 x 50 mL). Les phases organiques
combinées sont lavées a I'eau (30 mL), séchées sur Na>SO,, filtrées puis concentrées. L'huile
résultante est purifiée par chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/acétate
d’éthyle comme éluant (90/10 a 20/80) pour obtenir A sous forme de solide blanc cassé

(0,638 g, 85 %).

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 8) : 1,91-1,98 (m, 8H) ; 3,17-3,37 (m, 2H) ; 4,23-4,29 (m, 2H) ; 4,54
(d, 2H) ; 5,05 (br s) ; 7,35 (t, 2H) ; 7,42 (t, 2H) ; 7,62 (d, 2H) ; 7,78 (d, 2H) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCls, 6) : 28,66 ; 30,71 ; 38,00 ; 47,35 ; 55,81 ; 63,71 ; 66,59 ; 120,06 ;
124,93 ;127,15 ;127,88 ; 141,34, 144,86 ; 156,44 ; 171,86 ppm.

4.2.2. Syntheése par ATRP du support soluble Py

L’amorceur A (0,3 g, 0,67 mmol, 1 éq.), le bromure de cuivre (I) (0,97 g, 0,67 mmol, 1 éq.) et la
4,4'-di-n-nonyl-2,2'-bipyridine (0,55 g, 1,3 mmol, 2 éq.) sont placés et dégazés dans un ballon
scellé avec un septum. Du styrene dégazé (4,6 ml, 40 mmol, 60 éq.) est ensuite ajouté au
milieu a I'aide d'une seringue dégazée et le ballon est de suite introduit dans un bain d"huile
a 110 °C. Apres 4 h de réaction, le polymere est précipité dans le méthanol froid. Le précipité
est collecté par filtration, lavé avec du méthanol puis séché sous vide. Le polymere P; est
obtenu sous la forme d’une poudre verte (79% de rendement) puis caractérisé par RMN H

et par SEC dans le THF (M,,= 5900 g-mol-, M,,/M,= 1,07).
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Figure 170. Spectre RMN 'H du support soluble Py.

4.2.3. Fonctionnalisation du polymere P,

e Transformation du brome terminal en azoture

Le polymere P; (0,5 g, 0,08 mmol, 1 éq.) est dissous dans la DMF (8 mL) puis 'azoture de
sodium (0,01g, 0,16 mmol, 2 éq.) est ajouté au milieu réactionnel. Le mélange est laissé sous
agitation pendant 16 h a TA puis précipité dans du méthanol froid pour donner P> (poudre
blanche, 92%) caractérisé par RMN 'H et par SEC dans le THF (M,,= 5300 g-mol-, M,,/M,=
1,13).

e Transformation de 1'azoture par réaction de cycloaddition 1,3 dipolaire catalysée par

le cuivre (I)
Le polymere Py (0,31 g, 0,06 mmol, 1 éq.), le bromure de cuivre (I) (0,02 g, 0,13 mmol, 2 éq.)
et la 4,4'-di-n-nonyl-2,2"-bipyridine (0,09 g, 0,27 mmol, 4 éq.) sont placés et dégazés dans un
ballon scellé par un septum. Une solution dégazée de 1-pentyne (0,03 ml, 0,34 mmol, 5 éq.)

dissous dans du THF (6 ml) est ensuite ajoutée au milieu réactionnel. Le mélange est agité a
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TA pendant 20 h puis précipité dans du méthanol froid pour donner Pz (poudre verte, 83%).
Ce dernier est caractérisé par RMN 'H et par SEC dans le THF (M,,= 5100 g-mol?, M,,/M,,=
1,19).
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Figure 171. Spectre IR des polymeres Pj, P; et P3.

4.2.4. Retrait du groupement Fmoc Py

Le polymere Py (2,2 g, 0,39 mmol, 1 éq.) est dissous dans un mélange de pipéridine/ DCM
(1/1, 14 mL). Le mélange est agité pendant 2 h a TA puis précipité dans le méthanol froid et
collecté par filtration. Le polymeére Py est séché sous vide (poudre vert clair, 97%) puis

caractérisé par RMN *H et par SEC dans le THF (M,,= 3300 g-mol-, M,,/M,= 1,29).

4.2.5. Attachement du linker Wang Ps

Le polymere Py (2,1 g, 0,52 mmol, 1 éq.), I'acide 4- hydroxyméthylphénoxyacétique (0,14 g,
0,78 mmol, 1,5 éq.), le N-hydroxysuccinimide (0,07 g, 0,62 mmol, 1,2 éq.), le
dicyclohexylcarbodiimide (0,12 g, 0,57 mmol, 1,1 éq.) sont dissous dans du THF anhydre (10
mL). Le mélange est laissé sous agitation pendant 1 h a TA puis filtré et le filtrat résultant est

précipité dans le méthanol froid. Le polymere Ps est collecté par filtration, lavé avec du
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méthanol puis séché sous vide (poudre blanche, 62%). Ce dernier est caractérisé par RMN

1H et par SEC dans le THF (M,,= 4800 g-mol*, M,,/M,=1,13).
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Figure 172. Schéma réactionnel des différentes étapes de fonctionnalisation du support soluble. (i)

NaNjs, DMF, (i) 1-pentyne, CuBr, dNbipy, (iii) pipéridine/DCM (1/1), (iv) HMPA, DCC, NHS, THF.
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Figure 173. Spectres RMN 'H dans le DMSO-d;s des étapes de fonctionnalisation du support soluble.
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4.2.6. Synthese de I'acide 3-méthyl-5-hexynoique
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Figure 174. Schéma réactionnel de synthese de I'acide 3-méthyl-5-hexynoique

e Synthése du composé 1

Une solution sous argon comprenant du 4-pentyn-2-ol (6,44 g, 0,077 mol, 1 éq.) dissous dans
la pyridine anhydre (20 mL) est refroidie a 0 °C puis le chlorure de tosyle (29,19 g, 0,153 mol,
2 éq.) est additionné a la solution pendant 15 min. Le milieu réactionnel est agité a TA
pendant 18 h. La solution est refroidie a 0 °C puis de I'eau froide (20 mL) est ajoutée. Cette
solution est ensuite extraite avec du DCM (3 x 60 mL). Les phases organiques combinées
sont lavées avec une solution d'HCI (1 M) (1 x 100 mL), avec de I'eau (1 x 100 mL), séchées
sur NasSO; puis concentrées sous pression réduite. L'huile résultante est purifiée par
chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/diéthyl éther (100/0 a 90/10)). Le

composé 1 est obtenu sous la forme d’huile jaune (17,86 g, 98 %).

RMN 1H (400 MHz, CDCl;, §) : 1,35 (d, 3H, CH5-CH-) ; 1,95 (t, 1H, -C=CH) ; 2,39-2,55 (m, 5H,
ArCHs, -CH-CH>-) ; 4,61-4,71 (m, 1H, -CH-CH>-) ; 7,33 (d, 2H, ArH) ; 7,79 (d, 2H, ArH) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCls, &) : 19,88 (CH;-CH-) ; 21,57 (-CH-CHy-) ; 26,41 (ArCHs) ; 71,20 (-

C=CH) ; 76,80 (-CH-CH>-) ; 78,35 (-C=CH-) ; 127,72 (Ar-C) ; 129,72 (Ar-C) ; 134,02 (Ar-C) ;
144,68 (Ar-C) ppm.
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e Synthése du composé 2

Une suspension sous argon d’hydrure de sodium (2,88 g, 0,072 mol, 1,2 éq.) dans le DMF
anhydre (55 mL) est refroidie a 0 °C. Une solution de malonate de diéthyle (9,61 g, 0,06 mol,
1 éq.) dans le DMF anhydre (60 mL) sous argon est additionnée au goutte a goutte pendant
25 min. Le mélange est agité pendant 1 h a TA puis une solution de 1 (14,30 g, 0,06 mol, 1
éq.) dans le DMF anhydre (95 mL) sous argon est ajoutée au goutte a goutte pendant 45 min.
Le mélange réactionnel est agité a 100 °C pendant 18 h. Cette solution est ensuite refroidie a
0 °C et traitée avec une solution aqueuse saturée en NH4Cl (140 mL) puis extraite avec
AcOEt (3 x 270 mL). Les phases organiques combinées sont lavées avec une solution
aqueuse saturée en NaCl (1 x 370 mL), séchées sur Na>SOs puis concentrées sous pression
réduite. L’huile brune résultante est purifiée par chromatographie sur colonne (gel de silice,
n-pentane/ AcOEt (97,5/2,5). Le compose 2 est obtenu sous la forme d’huile jaune (2,87 g, 21
%).

RMN 1H (400 MHz, CDCl;, ) : 1,11 (d, 3H, CHs-CH-) ; 1,27 (td, 6H, 2xCHs-CHa-) ; 2,00 (t,
1H, -C=CH-) ; 2,30-2,36 (m, 2H, -CH-CH>-) ; 2,41-2,54 (m, 1H, -CH-CH>-) ; 3,44 (d, 1H, -CH-
CO) ; 4,20 (qd, 4H, 2xCH5-CH,-) ppm.

RMN 13C (100 MHz, CDCls, d) : 14,02 et 14,06 (2xCHs-CH>-) ; 16,90 (CH3-CH-) ; 23,61 (-CH-
CHo»-) ; 32,24 (-CH-CHo>-) ; 55,92 (-CH-CO) ; 61,23 et 61,29 (2xCHs-CH>-) ; 70,40 (-C=CH) ;
81,40 (-C=CH) ; 168,38 et 168,43 (2xCO) ppm.

e Synthése du composé 3

Une solution comprenant une solution aqueuse a 10% de KOH dans le MeOH (10 g KOH -
50 mL H;O - 50 mL MeOH) est additionnée au composé 2 (3,78 g, 0,017 mol, 1 éq.). La
solution est agitée pendant 10 h a TA puis concentrée sous pression réduite pour évaporer le
MeOH. La phase aqueuse est acidifiée avec une solution d'HCI (6 M) jusqu’a pH=1 et
extraite avec AcOEt (4 x 50 mL). Les phases organiques combinées sont séchées sur Na>SO,
puis concentrées. Le solid est recristallisé dans un mélange d”AcOEt/n-hexane pour obtenir

le compose 3 sous la forme d"un solide blanc (2,49 g, 88 %).

RMN 1H (400 MHz, DMSO-de, 8) : 1,01 (d, 3H, CH5-CH-) ; 2,15-2,33 (m, 3H, -CH-CH,, -CH-
CHb) ; 2,83 (t, 1H, -C=CH) ; 3,20 (d, 1H, -CH-CO) ; 12,76 (s, 2H, 2xCO,H) ppm.

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de, 8) : 16,56 (-CHs-CH-) ; 22,98 (-CH-CH>-) ; 31,65 (-CH-CH,-) ;
55,96 (-CH-CO) ; 72,83 (-C=CH) ; 82,01 (-C=CH) ; 169,79 (2xCO,H) ppm.
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¢ Syntheése de I’acide 3-méthyl-5-hexynoique

Le composé 3 (2,47 g, 0,015 mol, 1 éq.) est chauffé a reflux avec le m-xylene (67 mL) pendant
4 h. Le milieu réactionnel est ensuite concentre sous pression réduite. L'huile jaune
résultante est purifiée par chromatographie sur colonne (gel de silice, n-pentane/AcOEt
(90/10)) pour obtenir I'acide 3-méthyl-5-hexynoique sous la forme d’huile jaune (1,51 g, 83
%).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, §) : 1,08 (d, 3H, CHs-CH) ; 2,00 (t, 1H, -C=CH) ; 2,18-2,58 (m, 5H,
-CH,-CH, -CH»-CH-, -CH»-CO:H) ; 10,64 (s broad, 1H, -CO>H) ppm.

RMN BC (100 MHz, CDCls, 6) : 19,30 (CHs-CH-) ; 25,31 (-CH,-CO:H) ; 29,24 (-CH-CH>) ;
39,85 (-CH-CH>-) ; 70,15 (-C=CH) ; 81,81 (-C=CH) ; 179,08 (-CO-H) ppm.
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Figure 175. Spectres RMN 'H dans le DMSO-ds de l'acide 3-méthyl-5-hexynoique.

4.2.7. Syntheése de tétrameres codés

Les tétrameres ont été assemblés sur le support soluble Ps par additions alternées de 1'acide
5-hexynoique/3-méthyl-5-hexynoique et de la 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine jusqu’a

I’obtention quatre unités de construction.
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% Selon la voie A
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Figure 176. Spectre IR des polymeéres Ps, Ps, P7, Ps.
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Figure 177. Spectre
CuAAC.

de masse MALDI-ToF de la macromolécule issue du couplage «8+3» par
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% Selon la voie B

e Attachement du monomere (0)/(1)

L’acide 5-hexynoique (0,035 mL, 0,3 mmol, 1,5 éq.)/L’acide 3-méthyl-5-hexynoique (0,038
mL, 0,3 mmol, 1,5 éq.) est ajouté a une solution contenant Ps (1 g, 0,2 mmol, 1 éq.), du DCC
(0,06 g, 0,03 mmol, 1,5 éq.), de la 4-diméthylaminopyridine (DMAP, 0,005 g, 0,03 mmol, 0,2
éq.) dissous dans du DCM anhydre (5 mL). Le mélange est laissé sous agitation pendant 2 h
a TA. Le milieu réactionnel est filtré puis le filtrat résultant est précipité dans le méthanol
froid. Le polymere P¢ (poudre blanche, 89%) formé est caractérisé par RMN 'H et par SEC
dans le THF (M,,= 5900 g-mol-, M,,/M,= 1,10).

e Attachement de I'unité intercalante

Le polymere P¢ (1,27 g, 0,26 mmol, 1 éq.), le bromure de cuivre (I) (0,037 g, 0,5 mmol, 2 éq.)
et la 4,4'-di-n-nonyl-2,2'-bipyridine (0,21 g, 0,52 mmol, 4 éq.) sont placés dans un ballon
scellé par un septum puis dégazés. Une solution dégazée de 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-
amine (0,13 mL, 0,64 mmol, 5 éq.) dissous dans du THF anhydre (6 mL) est ensuite ajoutée
au milieu réactionnel. Le mélange est agité a TA pendant 20 h puis précipité dans du
méthanol froid pour donner P (poudre verte, 85%) caractérisé par RMN 'H et par SEC dans
le THF (M= 6000 g-mol-, M,,/M,= 1,23).

Le polymere Py est formé par l'attachement itératif de quatre unités de construction soit
deux unités codantes (soit (0) soit (1)) et deux unités intercalantes. Ce dernier est caractérisé

par SEC dans le THF (M,,= 6300 g-mol-, M,,/M,,= 1,25).

4.2.8. Synthese d’octets macromoléculaires par couplage de triméres par amidification

Les octets macromoléculaires ont été préparés apres trois couplages de trimeres par

amidification alternés par deux additions d’unité intercalante par CuAAC.

e Couplage en utilisant DCC/DMAP comme agents de couplage

Le polymeére Py (0,86 g, 0,14 mmol, 1 éq.), le DCC (0,14 g, 0,69 mmol, 5 éq.), et la DMAP
(0,003 g, 0,03 mmol, 0,2 éq.) sont dissous dans un mélange DCM/DMF (1/1). Une solution
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contenant le trimeére a coupler dans du DCM (10 mL) est ensuite ajoutée au milieu
réactionnel qui est laissé sous agitation pendant 4 jours a 60 °C. Une fois revenu a TA, le
mélange est filtré puis le filtrat est précipité dans le méthanol froid. Le polymere résultant
(0,631 g) est clivé pendant 4 h a TA dans un mélange TFA/DCM (1/1). Le milieu réactionnel
est ensuite précipité dans le méthanol froid et filtré puis le filtrat est concentré pour donner

une huile brune (60 mg, 40%).

e Couplage en utilisant PyBOP comme agents de couplage en présence de DIPEA

Le trimeére a coupler (3 éq.) est dissous dans une solution de PyBOP (3 éq.), DIPEA (6 éq.)
dans la NMP (0,3-0,5 mL). A ce mélange est ensuite ajouté du polymere Py (0,277 g, 1 éq.). Le
milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 4 jours a 60 °C. Une fois revenu a TA, le
mélange est filtré puis le filtrat est précipité dans le méthanol froid. Le polymere Pio
résultant (0,277 g) est clivé pendant 4 h a TA dans un mélange TFA/DCM (1/1). Le milieu
réactionnel est ensuite précipité dans le méthanol froid et filtré puis le filtrat est concentré
pour donner le composé visé sous la forme d’une huile brune (48 mg, 90%). Pour les second
et troisieme couplages, cette étape est répétée respectivement deux fois et trois fois pendant

4 jours.

e Couplage de I'unité intercalante par CuAAC.

Le Polymere P1o (0,11 g, 0,016 mmol, 1 éq.) a été placé dans un ballon dégazé et scellé avec
un sepum. Un mélangé dégazé contenant du CuBr (0,005 g, 0,032 mmol, 2 éq.), de la dNbipy
(0,03 g, 0,065 mmol, 4 éq.) dans 1 mL de THF anhydre et une solution de 11-azido-3,6,9-
trioxaundecane-1-amine (16 pL , 0.081 mmol, 5 eq.) dans 0,3 mL de THF anhydre sont
successivement ajoutés au ballon dégazé contenant le polymere. Le milieu est agité pendant
20 h a TA. Le polymere Pir (poudre brune, 0,1 g) est purifié par précipitation dans le

méthanol froid puis séché sous vide.
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Figure 178. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule issue du couplage «12+3 » en
présence de PyBOP/DIPEA dans la NMP mettant en jeu des trimeéres de séquence [00].
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Figure 179. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule de séquence [000001] issue du
couplage « 8+3 » en présence de PyBOP/DIPEA dans la NMP.
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Figure 180. Spectre de masse MALDI-ToF de la macromolécule de séquence [000001] issue du
couplage « 12+3 » en présence de PyBOP/DIPEA dans la NMP.

4.3. Syntheéses du chapitre IV
Procédure générale avec le couple acide adipique/hexaméthylénediamine

La résine Wang-Gly-Fmoc (0,5 g, 0,4 mmol, 1 éq.) est placée dans le réacteur manuel et

gonflée dans le DMF a TA pendant 20 min.

e Retrait du groupement Fmoc :

La résine est traitée avec une solution a 25% en pipéridine (v/v) dans le DMF pendant 5
min. L'opération est répétée une deuxiéme fois puis un rincage avec du DMF est effectué

(6x5 mL). La synthese des oligonylons a été réalisée en alternant les étapes suivantes :

e Etape 1 (ajout de I'acide adipique) :

Une solution contenant 'acide adipique (0,29 g, 1,97 mmol, 5 éq.), de PyBOP (1,03 g, 1,97
mmol, 5 éq.), de DIPEA (0,69 mL, 3,95 mmol, 10 éq.) dans le DMF est ajoutée a la résine. Le
mélange est agité a TA pendant 1 h puis la résine est rincée a la DMF (5x10 mL).
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o FEtape 2 (ajout de 'hexaméthylénediamine) :

Une solution d’hexaméthylenédiamine (0,23 g, 1,97 mmol, 5 éq.), de PyBOP (1,03 g, 1,97
mmol, 5 éq.), de DIPEA (0,69 ml, 3,95 mmol, 10 éq.) dans le DMF est ajoutée a la résine. Le
mélange est agité a TA pendant 1 h puis la résine est rincée a la DMF (5x10 mL).

e Etape 3 (Clivage) :

Lorsque l'oligomere est obtenu, la résine est rincée six fois au DCM puis traitée avec une
solution a 90% d’acide trifluoroacétique (v/v) dans le DCM (5 mL). Le mélange est agité
pendant 2 h. Cette opération est répétée une seconde fois puis la résine est rincée avec une
solution a 50% de TFA (v/v) dans DCM (3x5 mL). Les eaux de clivage sont concentrées et
précipitées dans 1'éther diéthylique froid. Apres centrifugation (6x15 min), une poudre

blanche est obtenue (67 mg, 0,13 mmol, 32%).

Procédure générale en utilisant le PyBOP en présence de HOBt13:

La résine Wang-Gly-Fmoc (1 g, 0,23 mmol, 1 éq.) est placée dans le réacteur manuel et

gonflée dans le DCM a TA pendant 20 min.

e Retrait du groupement Fmoc :

Apres avoir été rincée a la NMP (5x5 mL), la résine est traitée avec une solution a 25% en
pipéridine (v/v) dans la NMP pendant 5 min. L'opération est répétée une deuxieme fois.
Apres le rincage a la NMP (6x5 mL), la synthese des oligonylons a été réalisée en alternant

les étapes suivantes (le rendement est en moyenne de 30%):

e FEtape 1 (ajout de 'anhydride succinique) :

Une solution contenant 1’anhydride succinique (0,23 g, 2,3 mmol, 10 éq.), de DIPEA (0,91
mL, 5,24 mmol, 23 éq.) dans la NMP (2,2 mL) est ajoutée a la résine et est agitée a TA
pendant 1 h. La résine est rincée successivement a la NMP (6x5 mL) puis avec une solution

de DIPEA dans la NMP pour hydrolyser les anhydrides linéaires qui se seraient
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éventuellement formés. Cette étape est répétée jusqu'a l'obtention d'un test de Kaiser

négatif.

o FEtape 2 (ajout de 'hexaméthylénediamine) :

Apres rincage a la DMF (6x5 mL), une solution de PyBOP (0,91 g, 1,75 mmol, 7,6 éq.), de
HOBt (0,15 g, 1,10 mmol, 4,8 éq.) dans la DMF (8 mL) est addtionnée a la résine pour activer
les fonctions carboxyles terminales. Aprés 10 min d’agitation, une solution
d’hexaméthylenediamine (0,27 g, 2.3 mmol, 10 éq.) dans la DMF est ajoutée. Le mélange est
agité a TA pendant 1 h. Si nécessaire, le couplage est répété jusqu’a I'obtention d’un test de

Kaiser positif. Apres le rincage a la DMF (6x5 mL).

o Etape 3 (clivage) :

Lorsque 1'oligonylon désiré est obtenu, la résine est rincée au DCM (5x5 mL) puis traitée
avec une solution a 90% de TFA dans DCM (5 mL) pendant 2 h. L’ opération est répétée une
seconde fois. Apres avoir rincé la résine avec une solution a 50% de TFA dans DCM (3x5
mL), les eaux de clivage résultantes sont concentrées et précipitées dans 1'éther diéthylique
froid (50 mL). Apres centrifugation, une poudre blanche est obtenue (59 mg, 0,11 mmol,

29%).

Procédure générale en utilisant le CDI en présence de HOBt? :

La résine Wang-Gly-Fmoc (0,38 g, 0,3 mmol, 1 éq.) est placée dans le réacteur manuel et

gonflée dans le DCM a TA pendant 20 min.

e Retrait du groupement Fmoc :

Apres avoir été rincée a la NMP (5x5 mL), la résine est traitée avec une solution a 25% en
pipéridine (v/v) dans la NMP pendant 5 min. L'opération est répétée une deuxieme fois.
Apres le rincage a la NMP (6x5 mL), la synthése des oligonylons a été réalisée en alternant

les étapes suivantes :
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e FEtape 1 (acylation) :

Une solution a 0,5 M de HOBt dans la NMP (8 mL) contenant de 1'anhydride succinique
(0,40 g, 4 mmol, 13 éq.) et de la DIPEA (0,4 mL, 2,29 mmol, 7,6 éq.) est ajoutée a la résine. Le
mélange est agité a TA pendant 1 h. Apres rincage a la NMP (6x5 mL), cette étape est répétée

jusqu’a l’obtention d’un test de Kaiser négatif.

o Etape 2 (activation) :

Une solution de 1,1’-carbonyldiimidazole (1,3 g, 8 mmol, 26,7 éq.) dans la NMP (8 mL) est

ajoutée a la résine et est agitée a TA pendant 1 h.

o FEtape 3 (aminolyse) :

Apreés ringage a la NMP (6x5 mL), la diamine (9 mmol, 30 éq.) ou dissous dans une solution
a 0,5 M de HOBt dans la NMP (6 mL) est ajoutée a la résine. Le mélange est agité a TA
pendant 1 h. Si nécessaire, le couplage est répété jusqu'a obtention d'un test de Kaiser

positif.
o Etape 4 (clivage) :

Lorsque 1'oligonylon désiré est obtenu, la résine est rincée a la NMP (6x5 mL) puis traitée
dans une solution a 90% (v/v) de TFA dans DCM (5 mL). Le milieu est agité pendant 2 h
puis cette étape est répétée une seconde fois. La résine est rincée avec une solution a 50% de
TFA (v/v) dans DCM (3x5 mL). Les eaux de clivage résultantes sont concentrées (1-2 mL) et
précipitées dans 1'éther diéthylique froid (50 ml). Apres centrifugation, une poudre blanche

est obtenue (114 mg, 0,24 mmol, 80%).
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Figure 181. Spectre RMN 'H dans le TFA deutéré de l'oligonylon préparé a partir d’anhydride

succinique et d’hexaméthylenediamine selon la méthode proposée par Rose et al.

4.4. Tests de couleur
e Test de Kaiser!1?:

Le test de Kaiser est utilisé pour la détection de groupement amine primaire. Il est positif
lorsqu’il y a présence de groupement amine primaire ce qui se traduit par 'apparition de

couleur bleu/violet.

Il se compose de trois solutions :

-une solution de ninhydrine (5%, m/v) dans 1'éthanol
-une solution de phénol (80%, m/v) dans I"éthanol

-une 2%, v/v d'une solution de KCN (préparée a partir de 0,001 mol de KCN par litre

d’eau) dans la pyridine.

N N

Le test consiste a ajouter trois a quatre gouttes de chaque solution dans un tube a essai
contenant quelques billes de résine issues du couplage en question. Le tube a essai est

chauffé a environ 120 °C pendant quelques minutes puis les billes sont rincées plusieurs fois
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a I’éthanol. Si les billes de résine restent bleues, le test est positif, si rien n’a changg, le test est

négatif.

e Test au vert de malachite'*° :

Le test est utilisé pour détecter la présence d’acide carboxylique et consiste a ajouter une
goutte de triéthylamine dans un tube a essai contenant quelques billes de résine issues du
couplage en question et une solution a 0,25% (m/m) d’oxalate de vert de malachite dans
I’éthanol. Les billes de résine sont rincées plusieurs fois a 1'éthanol, si ces dernieres restent

vertes, le test est positif et dans le cas contraire, il est négatif.
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Résumé

Des oligonylons et des oligo(triazole-amide)s possédant des séquences contrdlées de comonoméres
ont été étudiés dans cette thése. Ces polymeres ont été synthétisés par des approches itératives ne
nécessitant pas I'emploi de groupes protecteurs. Les oligonylons ont été préparés par une approche
de type «AA+BB», c.a.d. par couplage alterné de monomeres diacides (AA) et diamines (BB) utilisés
en exces. Cette approche s’est avérée possible mais a conduit a des réactions non-souhaitées de
pontage intermoléculaire. Une approche plus robuste de type «AB+CD» a été utilisée pour la
synthése des oligo(triazole-amide)s. Dans ce cas, les polyméres ont été obtenus par couplage
chimioséléctif de monomeéres bi-fonctionnels de type AB (A = acide carboxylique, B = alcyne) et CD
(C = amine, D = azoture). Cette méthode a permis la synthése d’oligoméres monomoléculaires. De
plus, un codage moléculaire de type binaire (0, 1) a pu étre créé sur ces oligoméres. Cependant,
cette approche itérative reste lente et limitée a de courtes séquences. Afin de simplifier le processus,
une stratégie basée sur des couplages de triméres a été étudiée. Cette nouvelle approche a permis la
synthése de longues séquences codées contenant un octet moléculaire.

Mots-clés : Synthése itérative, encodage d’oligoméres synthétiques, oligoméres a séquence

contr6lée, support solide, réactions de couplages, support soluble.

Résumé en anglais

In this thesis, iterative syntheses of sequence-controlled oligonylons and oligo(triazole-amide)s by
protecting group-free approaches have been described. Oligonylons have been prepared by an
«AA+BB» approach i.e. by stepwise couplings of a large excess of diacids (AA) and diamines (BB)
monomers. This strategy was interesting but could not prevent the formation of bridged molecules.
Therefore, an «AB+CD» strategy has been adopted for the synthesis of oligo(triazole-amide)s. In this
case, the growth of oligomers was controlled by consecutive chemoselective couplings of AB (A =
acid, B = alkyne) and CD (C = amine, D = azide) monomers. This approach was found to be efficient
for the preparation of encoded monodisperse oligo(triazole-amide)s whose sequence is based on a
binary code (0, 1). However, this iterative approach is slow and is not adapted to longer sequences.
Consequently, a strategy based on trimers couplings has been developed in order to simplify the
process. This new approach has enabled the synthesis of long code sequences containing a
molecular byte.

Key words: iterative synthesis, synthetic oligomers encoding, sequence-controlled oligomers, solid

support, coupling reactions, soluble support.




