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Avec un développement croissant, les polyméres deviennent, depuis environ un siécle, des
outils indispensables a notre quotidien. lls forment les objets qui nous accompagnent tous les jours,
utilisés principalement en tant que matériaux grace a leurs propriétés macroscopiques, mécaniques
mais parfois aussi esthétiques. L’Age du plastique, débuté avec les premiers matériaux polyméres dans
les premiéres années du 20°™ siécle, a connu son apogée quelques cinquante ans plus tard, avec des
plastiques moulés, injectés ou colorés omniprésents. Aujourd’hui encore, beaucoup de matériaux de
commodité sont basés sur les polymeéres sous des formes diverses, que ce soit des objets complets,
des pieces de plus grands ensembles, ou simplement des revétements sous forme de films minces
comme des peintures ou des vernis. Des domaines sont particulierement gourmands en matériaux
plastiques tels que I'automobile, I'aéronautique, I'agroalimentaire, la construction, I'électronique ou
le médical.l”

Pour ce dernier notamment, des progres dans les derniéres décennies ont permis de grandes
avancées. S’inspirant de I'exemple de certaines biomacromolécules telles que les acides nucléiques ou
les protéines, de nombreux outils ont ainsi été développés pour atteindre des degrés de contrdle dans
les séquences des unités monoméres toujours plus importants.”? Le contrdle toujours plus fin des
microstructures des chaines polyméres®® donne accés a des propriétés nouvelles qui permettent,
associées a des caractéristiques de biocompatibilité, d’atteindre donc par exemple des applications
dans le domaine biomédical, comme pour de la vectorisation de principes actifs.[* Ces objectifs ont
été atteints en partie grace au développement de méthodes de synthése donnant acces a des
architectures précises utiles dans des situations particulieres.

Il est désormais possible d’aller encore plus loin dans la régulation des unités monomeéres dans
une chaine polymeére, amenant a la formation de polymeres a séquences définies. Grace a une
méthode apparue dans les années 1960, la synthése itérative supportée,® puis toutes les
améliorations qui en ont découlé jusqu’a aujourd’hui, la synthese de tels composés est devenue tres
efficace. Si dans un premier temps, les efforts se concentraient sur I'obtention de composés naturels
aux structures identiques aux acides nucléiques ou aux protéines, tout est, de nos jours, poussé plus
loin avec des structures purement synthétiques présentant parfois des propriétés remarquables. Dans
ce domaine a la fois pluridisciplinaire et interdisciplinaire, a I'interface entre chimie, biochimie, biologie
ou encore ingénierie, les limites fixées par la nature sont repoussées pour synthétiser des polymeéres
a séquences définies dont les applications sont diverses. ® 7 Parfois basées sur les propriétés
macroscopiques ou nanoscopiques découlant du contréle de la microstructure, celles-ci peuvent étre
utiles au développement de nouveaux matériaux par exemple. Mais la régulation parfaite de
I’enchainement des unités monomeéres dans un polymeére peut présenter une toute autre utilité :
I’encodage d’information le long de la chaine.® Sur ’'exemple de I’ADN, un grand nombre de groupes
de recherche se sont focalisés sur le stockage d’information numérique au niveau moléculaire, avec
comme objectifs des gains en facilité de synthése, en densité de stockage, et en durabilité. Si ’ADN a
été assez logiquement le premier choix, d’autres systemes polymeres non naturels ont depuis été
développés pour du stockage de données ponctuel, sur le long terme, ou encore pour des applications
différentes. Ceux-ci font généralement appel a un encodage de type binaire reposant sur I'utilisation
de deux monomeéres codants (un pour le bit 0 et un autre pour le bit 1). D’autres problématiques
émergent, faisant suite aux progres dans la synthése de ces polymeres a séquences définies,
notamment dans la caractérisation de ces composés. Ainsi, des méthodes de lecture des séquences de
monomeéres sont par exemple étudiées.”
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C’est dans ce contexte que cette these s’inscrit puisqu’elle concerne la synthése supportée
itérative et orthogonale de différentes structures de poly(triazole amide)s a séquences définies, mais
aborde également quelques aspects de techniques de caractérisation particulieres, a savoir la
spectrométrie de masse en tandem et I'analyse des séquences par les nanopores.

La synthese itérative supportée des poly(triazole amide)s repose sur une approche
orthogonale « AB+CD » faisant intervenir quatre fonctions A, B, C et D ne pouvant réagir que deux a
deux. En I'occurrence, les deux réactions mises en jeu sont un couplage entre un acide carboxylique et
une amine formant une liaison amide et une cycloaddition catalysée par le cuivre entre un azoture et
un alcyne (CuAAC pour copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition) menant a la formation d’un
groupement triazole. L'utilisation de ces réactions orthogonales permet d’éviter des étapes de
déprotection et de purification contraignantes qui étaient présentes dans les schémas traditionnels de
synthéses itératives, notamment pour I'approche dite « AB+AB ».1*% Un support solide est utilisé,
aidant a contréler parfaitement la séquence des monomeéres et facilitant du méme coup les étapes de
purification restantes. Le support est une bille de polymeére insoluble et fonctionnalisée. Les fonctions
présentes dans ce polymére réticulé constituent les points d’accroche des chaines qui vont par la suite
étre synthétisées. Leur nombre est contrdlé, afin d’obtenir des quantités de produit suffisantes tout
en évitant qu’un trop grand nombre de chaines croissent autour de la résine, ce qui entrainerait des
geénes stériques et donc une baisse du rendement. Cette notion de rendement est particulierement
primordiale dans la synthése itérative des polymeéres a séquences définies puisque pour que les
séquences des chaines obtenues soient identiques et donc effectivement définies, il est nécessaire que
chaque étape de la synthése soit quantitative. Les réactions ont donc lieu dans un tube d’extraction
en phase solide (SPE pour solid-phase extraction) muni d’un robinet et équipé d’un fritté permettant
de filtrer les solutions de réactifs tout en conservant les chaines en croissance covalemment attachées
aux billes de résine insolubles.

Le chapitre | consiste en une large mise en contexte a travers une étude bibliographique des
différents aspects dont il est question ensuite. L’étude historique et les méthodes de synthése des
biomacromolécules, dont s’inspirent la plupart des travaux sur la thématique des polymeéres a
séquences contrblées, sont abordées en premier lieu. Puis, les différents progres réalisés au cours du
siecle dernier et dans les années plus récentes sur les techniques qui permettent aujourd’hui de
controler les architectures des chaines polymeres sont discutés, avec un intérét particulier pour les
synthéses multi-étapes qui sont au coeur des travaux de cette thése. Enfin, les méthodes modernes de
caractérisation et de séquencage des polyméres a séquences controlées, ainsi que quelques
applications a ceux-ci, sont brievement décrites. Suivent alors trois chapitres expérimentaux qui
contiennent I'ensemble des travaux qui ont été réalisés durant cette thése (Figure 0.1).



a. Syntheése de poly(triazole amide)s contenant des séquences synthétiques définies
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b. Développement d’une nouvelle voie de synthése sans cuivre
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c. Synthese de poly(triazole amide)s contenant des séquences naturelles définies
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Figure 0.1. Plan général des études menées. a. Chapitre Il - Synthése itérative, orthogonale et supportée de poly(triazole
amide)s contenant des séquences définies synthétiques de données numériques sous forme d’un code binaire. b. Chapitre Il
- Synthese itérative, orthogonale et supportée de poly(triazole amide)s contenant des séquences définies synthétiques, faisant
intervenir une étape de SpAAC ne nécessitant plus de catalyseur au cuivre. c. Chapitre IV - Synthése itérative, orthogonale et
supportée de poly(triazole amide)s de type acide xénonucléique (XNA) contenant des séquences définies naturelles.



I Introduction générale

Suivant I'exemple de poly(triazole amide)s & séquences définies synthétisés auparavant,** 2
des structures sont imaginées dans le chapitre Il pour encoder des informations sur les chaines qui
seraient solubles dans I'eau. La synthése fait ainsi intervenir un premier monomeére codant, porteur
des fonctions acide carboxylique et alcyne, et d’'une chaine latérale déterminant s’il encode pour le bit
0 (un hydrogéne) ou pour le bit 1 (un groupe méthyle). Dans les polyméres synthétisés dans cette
these, seul le monomere codant pour O est utilisé. Un deuxieme monomere, portant les fonctions
azoture et amine, est utilisé comme espaceur. Celui-ci se compose d’une longue chaine alkyle ou d’une
chaine poly(éthyléne glycol) (PEG). Grace a ces différents monomeéres, plusieurs structures et
longueurs de chaines de poly(triazole amide)s sont synthétisées sur différents supports. La résine
Wang utilisée est en effet modifiée avec différents linkers, permettant ainsi de contréler le bout de
chaine du polymeére obtenu. Les oligoméres obtenus sont caractérisés en spectrométrie de masse et
leur séquence (méme si elle n"est composée que de 0) déchiffrée par spectrométrie de masse en
tandem.

Des essais d’analyse des oligomeéres par les nanopores sont également menés. Cette technique
d’analyse repose sur la mesure du courant électrique dans un nanopore que traverse les composés
analysés, les analytes. Lorsqu’un analyte entre au coeur du nanopore, il va en partie bloquer le courant
imposé a celui-ci et créer un événement. Les évéenements enregistrés different dans leur intensité et
dans leur durée selon la structure ou la taille des polyméres analysés. Cette technique, mise au point
pour la lecture des séquences d’acides nucléiques est aujourd’hui en train d’étre adaptée pour
I’analyse de polymeéres synthétiques.[*> 4! Elle donne trés précisément accés a des distributions de
tailles de molécules et permet de dissocier des objets dont les écarts de masses moléculaires sont
relativement faibles. Dans des échantillons donnés, il est donc possible de détecter la présence des
oligomeres étudiés, ainsi que des impuretés qui peuvent subsister, donnant une caractérisation
statistique et réaliste de I'isomolécularité et donc de la pureté des produits synthétisés.

Afin toujours d’améliorer les propriétés des oligomeéres obtenus, et notamment leur solubilité
dans I'’eau, une nouvelle voie de synthése est envisagée dans le chapitre I, faisant intervenir non plus
une CuAAC catalysée par le cuivre entre un azoture et un alcyne linéaire mais une SpAAC (pour strain-
promoted alkyne-azide cycloaddition) faisant intervenir un azoture et une cyclooctyne et formant un
groupement triazole sans intervention de catalyseur.™> 1! Cette voie de synthése a plusieurs
avantages. Tout d’abord, I'absence de cuivre lors de I'étape de cycloaddition permet d’éviter
d’éventuels arrangements et complexations entre le métal et les triazoles formés, ce qui pourrait étre
a l'origine de la faible solubilité dans la plupart des solvants usuels. En outre, la réaction étant
affranchie de I'emploi du cuivre et prenant place dans un mélange comportant de I'eau, elle permet
d’imaginer une chimie plus verte, trés en vogue.

Enfin, sur I'exemple des PNAs (pour peptide nucleic acids) développés dans les années 1980,1”
18 reposant sur I'utilisation d’un squelette polymérique identique a celui des peptides sur lequel sont
disposées les bases de I’ADN, un autre type d’acide xénonucléique (acide nucléique modifié) est
considéré dans le chapitre IV. |l fait donc intervenir les bases nucléiques de ’ADN qui sont fixées sur
un squelette poly(triazole amide) pour former des PTzNAs (pour peptide triazole nucleic acids). Le
schéma de synthese fait intervenir huit monomeres différents (un monomere avec les fonctions acide
carboxylique et azoture, un second avec les fonctions alcyne et amine, portant dans les deux cas les
guatre bases nucléiques) dans une approche une nouvelle fois itérative, orthogonale et supportée. La
résine utilisée dans ce cas est une résine Wang fonctionnalisée avec une phénylalanine. De
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nombreuses conditions sont essayées pour I'ajout de chague monomeére aux séquences, résultant en
I'obtention de différents oligomeéres faisant intervenir tous les synthons possibles. Les optimisations
sont notamment nécessaires au niveau du choix des agents de couplage pour les étapes d’amidification
et dans le choix des ligands du cuivre dans les étapes de cycloaddition. Des problémes ont été
particulierement observés pour I'ajout des monomeres portant des bases purines (guanine et adénine)
qui amenent a des niveaux de pureté plus faibles pour certaines séquences.

Les PNAs, par leur squelette peptidique, présentaient des écarts entre bases identiques a ceux de
I’ADN, ce qui a permis d’observer des interactions ADN-PNA et notamment la formation de duplexes
et de triplexes. L'idée de remplacer une liaison amide sur deux par un groupement triazole présente
les mémes avantages. Des expériences sont donc conduites afin d’observer des interactions ADN-
PTzNA en fonction de la température, comme c’est le cas pour la double hélice d’ADN ou pour les
complexes ADN-PNA, a la fois en spectroscopie UV-visible et en dichroisme circulaire.
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Les polymeres a séquences controlées I

1. Introduction

Avec une place prépondérante dans la recherche mondiale, fondamentale comme appliquée,
depuis plus de cent ans, les polyméres sont omniprésents et faconnent notre quotidien, notre vie,
notre société moderne. Depuis les années 1950, la production de polymeéres a explosé et ne cesse
d’augmenter, montrant I'importance croissante qui leur est attribuée. Mais ils fagconnent notre vie par
d’autres aspects également. En effet, les polymeéres font partie de nous en ce qu’ils nous composent
en partie. La vie ne serait pas possible sans eux. Nous les mangeons, nous les transformons, nous les
produisons, ils nous régissent finalement a travers tous les mécanismes biologiques qui nous
permettent, de vivre, de respirer, de se déplacer, de penser.

Les polymeéres sont des macromolécules composées d’unités répétitives. Il est donc assez
logique de retrouver cette définition directement dans le nom qui leur a été donné puisque le terme
polymeére provient du grec ancien et est construit a partir des mots moAUg (polus, beaucoup) et pépog
(meros, partie). Les unités qui composent ces macromolécules sont des monomeres (du grec ancien
pHovog, monos, seul) qui sont assemblés lors du processus de polymérisation. Leurs propriétés variées
en font d’excellent candidats pour la production de matériaux, et c’est notamment dans ce domaine
que les polyméres ont été le plus largement utilisés depuis la fin du 19 siécle. Les objectifs principaux
des chercheurs polyméristes ont longtemps porté sur des parameétres précis tels que le controle de la
masse molaire ou de la dispersité des chaines. Des recherches plus récentes ont permis le
développement de compositions (copolymeres statistiques, a blocs, gradients, périodiques) et de
topologies (polymeres cycliques, en étoile, branchés, réticulés, hyperbranchés) plus complexes, qui
apportent une certaine modernité au domaine, en plus de fonctionnalités et propriétés inédites (Figure
I.1). Des voies et des outils de synthése ont ainsi vu le jour pour permettre de contréler la structure
des polymeéres en ce sens.

. Copolymere Copolymere
Homopolymeére p v poly .
a blocs alterné
| 00 0dy 000000 00008y
Composition N N N
Copolymeére Copolymeére Copolymeére
statistique a gradient périodique
990088 -9V 0 BB D BDDu
L|nea|re En peigne Hyperbranché
Topologie \g\ C>Cycllque W w
En étoile
En bout de chaine Aux chaines latérales Multifonctionnel
Fonctionnalité Téléchélique W %ﬁ‘/

Figure 1.1. Guide (non exhaustif) des trois aspects principaux de I’architecture macromoléculaire : la composition, la topologie
et la fonctionnalité.l3!
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Les découvertes sur les structures des polymeéres naturels présents dans les organismes et le
lien avec les propriétés et fonctions qu’ils dégagent ont cependant mis en évidence les manques a
combler en termes de régulation de structure primaire des polymeéres synthétiques, c’est-a-dire du
controle de la séquence. En effet, il est évident que pour accéder a une nouvelle génération de
polymeres, il n’est plus suffisant de se contenter de polyméres a séquences controlées, mais il faut
pousser plus loin le concept et parvenir a des polymeres a séquences définies, dont la position de
chaque unité monomere est parfaitement régulée. En procédant ainsi, sur le modele des
biomacromolécules, la définition de la structure primaire du polymeére pourrait mener a I'obtention
d’une structure secondaire (conformation dans I'espace), qui induirait potentiellement une structure
tertiaire (interactions intramoléculaires) voire quaternaire (interactions intermoléculaires) donnant
éventuellement des fonctionnalités et des propriétés encore plus avancées au matériau. La régulation
de la séquence des monomeres peut également donner lieu a I'implémentation d’'un message dans la
chaine du polymére, ouvrant la perspective de polyméres a séquences définies contenant de
I'information.

C’est dans ce contexte que, depuis plusieurs décennies, des approches, des méthodes et des
outils chimiques ont été développés ou importés de différentes disciplines comme la biologie, la
biochimie ou l'ingénierie, dans le but d’accéder a des polymeres a séquences définies synthétiques, en
s’inspirant de la nature mais aussi pour repousser les limites de celle-ci. Ce chapitre vise a donner un
apercu de ces inspirations, de ces méthodes développées et de ces outils utilisés pour mener a des
applications diverses.

2. L’'exemple des polymeéres naturels

De nombreux exemples de polymeéres a séquences contrblées sont présents dans la nature.
L'intérét est ici de pouvoir adapter les mécanismes propres a la biologie pour la synthése de polymeres
a séquences contrblées. Parmi ces biopolymeres naturels, trois catégories sont particulierement
étudiées dans le domaine : les acides nucléiques, les protéines et les glucides.

2.1. Les acides nucléiques
2.1.1. 'acide désoxyribonucléique

2.1.1.1. Structure et fonction

Le stockage de l'information génétique des systémes vivants se fait par [|'acide
désoxyribonucléique (ADN).™? Cette biomacromolécule est présente dans toutes les cellules du
monde vivant. Le squelette de ce polymere, formé d’unités répétitives sucres (désoxyribose) et
phosphates, porte quatre bases nucléiques distinctes, dont I'enchainement défini forme le code
génétique. Chaque unité est un nucléotide. Les bases sont la thymine (T) et la cytosine (C) (les
pyrimidines), et la guanine (G) et I'adénine (A) (les purines) (Figure 1.2). Avec son alphabet a quatre
lettres codant le génome entier d’'une cellule vivante, '’ADN est I'une des biomacromolécules a
séquences définies contenant la plus grande densité d’information.?” L’ADN a été isolé pour la
premiere fois en tant que vecteur de l'information génétique 1944 par Oswald T. Avery, Colin M.
MacLeod et Maclyn McCarty,'?Y) mais ce n’est qu’en 1953 que le lien est fait entre sa structure primaire
('enchainement des bases azotées) et sa structure secondaire (I'organisation et I'assemblage des
chaines dans I'espace) par James D. Watson et Francis H. C. Crick,!?? travaux qui, avec Maurice H. F.
Wilkins,!?3! leur valurent le prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 1962.
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Figure 1.2. Les quatre bases nucléique de I'ADN.

Dans les systémes biologiques, I’ADN est donc trouvé sous la forme d’une double hélice batie
par deux brins. Ces brins interagissent a travers des liaisons hydrogénes entre deux bases : I'adénine
est appariée a la thymine par deux liaisons hydrogénes alors que la guanine est appariée a la cytosine
par trois liaisons hydrogenes (Figure 1.3). La double hélice est alors organisée de telle sorte que les
groupements sucres et phosphates sont repoussées a 'extérieur et les bases se lient vers l'intérieur.[*"!
La liaison hydrogene est plus faible qu’une liaison covalente, et présente dés lors I'intérét majeur d’étre
réversible, propriété essentielle a beaucoup de mécanismes biologiques. Elle est cependant assez
forte, surtout lorsqu’il s’en forme un grand nombre simultanément, pour maintenir la cohésion d’une
structure comme la double hélice d’ADN. Il apparait alors clair que pour que celle-ci soit le plus stable
possible, il est nécessaire que toutes les bases des brins interagissent, et donc que les deux brins soient
complémentaires.
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Figure 1.3. Principe de la structure tridimensionnelle de la double hélice d'ADN.

2.1.1.2. La biosynthése de ’ADN

L’ADN est obtenu par réplication semi-conservative, ce qui signifie que chacun des brins de la
double hélice, qui portent donc des séquences complémentaires, va mener a la formation d’un
nouveau brin, dont la séquence lui sera également complémentaire, conduisant a I’obtention d’une
deuxieme double hélice, identique a celle du départ. Les deux double hélices formées sont donc
constituées d’un brin parent (c’est-a-dire issu de la double hélice initiale) et d’un brin complémentaire
nouveau.?” Des enzymes séparent les deux brins parents, conduisant a la formation d’une fourche de
réplication, puis I’ADN polymérase, qui catalyse la formation de la liaison phosphodiester, aide a la
polymérisation en incorporant les bases nucléiques (sous forme de monoméres activés) par
complémentarité avec le brin d’origine, qui lui sert donc de modele. Cette polymérisation a toujours
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lieu de I'extrémité 5’ (phosphate relié au cinquieme carbone de I'ose) vers le bout 3’ (hydroxyle relié
au troisieme carbone de 'ose) de la chaine. Cela signifie que I'une des deux chaines nouvellement
formées le sera de maniére continue (brin direct) en suivant le déplacement de 'ADN polymérase,
alors que la seconde, dans le mauvais sens, le sera de maniere discontinue (brin indirect). Des blocs
plus courts, appelés fragments d’Okazaki (Figure 1.4), sont alors synthétisés puis assemblés par un
autre complexe enzymatique (I’ADN ligase)."!

ADN parent 57 Brin direct

A\

3" \\\//
M 3’ Brin indirect

Figure 1.4. Réplication semi-conservative de I'ADN.

5 Fragments d’Okazaki

2.1.1.3. La dénaturation de ’'ADN

Une caractéristique trés intéressante de la structure de I’ADN est la capacité des liaisons
hydrogénes de la double hélice a se former ou se défaire. C’est le cas par exemple lors de la biosynthése
décrite précédemment. Il s’agit donc d’'un systéeme dynamique. Au repos, ’ADN est sous sa forme
complexée. Lors d’un apport d’énergie suffisant, il est dénaturé,'®! c’est-a-dire que les deux brins
complémentaires sont séparés. La dénaturation, ou fusion (cette terminologie représente assez bien
le caractére abrupt du phénomeéne), est effectuée dans les cellules par des protéines appelées
hélicases, qui apportent au complexe de I'énergie chimique (par I’hydrolyse de molécules d’ATP par
exemple). Au laboratoire, il suffit d’augmenter la température pour observer ce phénomene. On peut
alors définir une température de fusion Tm (pour melting temperature) a laquelle la moitié des liaisons
hydrogénes sont rompues, et donc la moitié de la structure hélicoidale est perdue. Le processus
inverse, a savoir la réassociation des bases azotées complémentaires deux a deux, est appelée
renaturation, et a lieu lors de la baisse de I'énergie du systéme.

En pratique, cela peut s’observer en analysant I'absorption de la lumiére a 260 nm, longueur
d’onde d’absorbance maximale des bases nucléiques. En effet, lorsque ces bases sont libres (simple
brin), elles absorbent plus la lumiere que lorsqu’elles sont liées (double hélice). Il est donc possible de
voir une nette augmentation de I'absorbance (environ 40%) du milieu lorsque le complexe d’ADN fond
en simple brins (Figure 1.5). Les bases G et C étant reliées I'une a I'autre par trois liaisons hydrogenes,
il est plus difficile de les séparer. Plus il y aura de telles bases dans une séquence, plus il sera difficile
de défaire le duplexe et plus la Tm de celui-ci sera élevée.l?28! |3 température de dénaturation d’une
séquence d’ADN dépend donc directement du pourcentage de GC de cette séquence, c’est-a-dire de
la proportion de bases G ou C de celle-ci. De la méme maniere, la taille de la séquence concernée par
la dénaturation jouera sur la valeur de la température de dénaturation. Enfin, d’autres parameétres
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entrent en jeu comme I'enchainement des bases (les interactions entre deux bases de deux brins
seront différentes selon les voisines directes de ces bases) par exemple.?°3! Finalement, il est possible,
simplement en analysant la composition d’'une séquence d’ADN, de prévoir sa température de
dénaturation.

1,44

12

Absorbance relative a 260 nm

1,0

Température —

Figure 1.5. Variation de I'absorbance de I'ADN a 260 nm lors de la dénaturation.
2.1.2. ’acide ribonucléique

2.1.2.1. Structure et fonctions

Alors que I'acide désoxyribonucléique (ADN) joue un role d’archivage du code génétique dans
le noyau des cellules, I'acide ribonucléique (ARN) peut jouer plusieurs réles, le plus souvent en
exportant ce code a |'extérieur du noyau. En effet, les cellules utilisent en général I’/ARN comme un
vecteur intermédiaire temporaire du code génétique pour son expression dans de nombreux
mécanismes chimiques et biologiques.? La structure de I’ARN est trés proche de celle de ’/ADN mais
différe en certains points.[*”) Le squelette, tout d’abord, est toujours composé d’unités phosphates et
sucres intercalées, seulement le groupement sucre, dans le cas de I’ARN, est le ribose. De plus, les
bases azotées attachées a ce squelette sont les mémes que pour I’ADN, a I’exception de la thymine,
qui devient uracile (U). Les propriétés d’appariement de cette base avec I'adénine restent cependant
identiques.

Les chaines d’ARN, contrairement a I’ADN, ont tendance a ne pas former de complexes avec
les séquences complémentaires, formant tout de méme des structures tridimensionnelles bien
définies mais monocaténaire (simple brin).*? La plupart du temps, les appariements entre bases se
font a I'intérieur d’'une méme macromolécule, menant a des structures complexes. L’ARN est donc
capable, du fait de cette structure secondaire particuliere, d’aider a des taches pour lesquelles la
double hélice d’ADN ne serait d’aucune utilité.

2.1.2.2. La biosynthese de I’ARN

La synthése de I’ARN est tres proche de celle de ’ADN. Cependant, celle-ci n’est pas appelée
réplication. En effet, 'ARN étant la copie d’une partie du matériel génétique, le mot transcription est
plus approprié. Une enzyme majeure est mise en jeu : I’ARN polymérase. Celle-ci, massive et complexe,
prend en charge tout le processus synthétique. C'est donc cette enzyme qui parcourt la chaine d’ADN
a la recherche d’un site d’initiation, qui défait provisoirement une courte étendue de la double hélice
afin d’accéder a un simple brin, qui apporte les monomeres nucléotides complémentaires a la
séquence d’ADN et catalyse la formation des liaisons phosphodiesters tout en se déplagant le long de
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la chaine, puis termine cette synthese lorsqu’elle atteint un signal de terminaison sur la séquence. La
nouvelle séquence d’ARN est alors détachée de sa complémentaire ADN qui peut reformer sa double
hélice.

2.1.3. Les syntheses d’acides nucléiques

2.1.3.1. La synthese chimique

Dés les premieres découvertes concernant les structures et les rbles variés des acides
nucléiques, la synthése de ceux-ci a été envisagée. C’'est ainsi que dés 1955, apres avoir passé quelques
années a préparer des désoxyribonucléotides (les blocs formant I’ADN), Alexander R. Todd est parvenu
a synthétiser le premier dinucléotide (didésoxythymidine)®3 par la formation d’une liaison
phosphodiester entre deux désoxythymidines protégées. Le dinucléotide obtenu présentant des
caractéristiques communes au méme dinucléotide isolé de produits naturels, la structure 3’-5’ de la
liaison phosphodiester a pu étre confirmée. Par la suite, plusieurs méthodes d’activation et de
protection des nucléotides ont été étudiées, notamment par H. Gobind Khorana,**3”! pour mener a la
synthése d’oligonucléotides d’ADN ou d’ARN avec des rendements toujours plus élevés, jusqu’a
I'obtention de génes complets dans les années 1970.3% 3° Cette approche, dite méthode
phosphodiester, montre tout de méme quelques limites. Par exemple, lors de la croissance de la
chaine, les groupements phosphates se multiplient le long du squelette du polymeére, ouvrant la voie
a des réactions avec les monomeres ajoutés et menant a des polyméres hyperbranchés aléatoirement
qui ne correspondent donc plus au produit recherché et obligent a de longues étapes de purification.

Une amélioration majeure est alors apportée par Robert L. Letsinger. Décu d’avoir été devancé
par R. Bruce Merrifield sur ses projets de synthése supportées de peptides (voir 1.2.2.3),” il se lance
au début des années 1960 dans la syntheése sur support solide d’oligonucléotides. La méthode
développée, dite méthode phosphotriester,* est un perfectionnement de celle décrite
précédemment puisqu’elle empéche les hyperbranchements. En effet, la formation de
phosphotriesters a la place des phosphodiesters réduit considérablement la réactivité du squelette du
polymeére en croissance, limitant les réactions parasites. En outre, |'utilisation du support solide sur
lequel la séquence croit simplifie grandement les étapes de purification. Au final, la synthese itérative
des oligonucléotides est bien plus rapide et facile.*?? Mais Letsinger ne s’arréte pas la et développe
dans les années 1970 une autre méthode toujours plus rapide et efficace,!*> % optimisée encore un
peu plus par son ancien étudiant Marvin H. Caruthers.* La méthode phosphite triester fait intervenir
un intermédiaire portant un groupement phosphite triester facilement oxydé en quelques secondes
seulement en phosphotriester. Le design des monomeres et des supports utilisés pour cette voie de
synthése permet une fois de plus un gain de temps considérable, auquel il est possible d’ajouter un
début d’automatisation de la procédure. Cependant, I'instabilité des réactifs et les conditions un peu
dures de cette approche ne permettent pas réellement un succes a plus large échelle.

Finalement, la méthode la plus répandue pour la synthése d’ADN est largement inspirée de la
méthode phosphite triester. Au début des années 1980, Caruthers, décrit la synthese de nucléosides
phosphoramidite qu’il utilise comme monomeéres pour la synthese d’ADN par une approche phosphite
triester.[*®! C’est la méthode phosphoramidite (Figure 1.6).4” Ces nouveaux intermédiaires sont
beaucoup plus stable et sont activés dans des conditions assez douces pour que, apres quelques
optimisations, la méthode soit commercialisée au travers de synthétiseurs automatiques. Le protocole
est ainsi rendu accessible & tous et la synthése de polynucléotides au laboratoire simple et rapide.[*®
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Figure 1.6. Cycle des réactions itératives pour la méthode phosphoramidite.

2.1.3.2. La réplication artificielle

Bien que la méthode phosphoramidite soit la plus répandue, il est également possible
d’obtenir des acides nucléiques synthétiques a I'aide de modéles macromoléculaires.*® > Un brin
d’ADN parent est utilisé pour former un nouveau brin par complémentarité. Cette voie de synthese
peut faire penser a la réplication de I’ADN ou a sa transcription en ARN. Il se trouve d’ailleurs que des
enzymes de type polymérases, comme dans la synthése naturelle, peuvent étre utilisées pour catalyser
les réactions. D’autres études ont montré la possibilité de réaliser de telles synthéses sans enzyme de
catalyse, mais dans la majeure partie des cas, beaucoup d’erreurs étaient présentes dans le brin
nouvellement formé, notamment a cause de la plus faible interaction entre les bases A et T. De telles
approches permettent cependant aisément de faire varier les structures des polymeres obtenus (bases
non naturelles, squelette) tout en conservant des propriétés d’hybridation avec le brin parent.

2.1.3.3. La synthese d’analogues

Les dernieres décennies ont également vu le développement de nouvelles classes de
polymeéres analogues des polynucléotides : les acides xénonucléiques (XNAs pour xeno nucleic acids)."”!
s different de I’ADN et de ’ARN dans leur structure par un squelette non naturel mais portent tout
de méme les bases nucléiques de ces derniers, permettant de stocker de I'information génétique dans
une séquence définie apériodique.P* La classe la plus étudiée de ces XNAs est décrite au début des
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années 1990 par Peter E. Nielsen.'” Les acides nucléiques peptidiques (PNAs pour peptide nucleic
acids) sont des analogues de I'ADN contenant un squelette peptidique dont les unités 2-
aminoéthylglycine répétitives sont fonctionnalisées avec des bases nucléiques (Figure 1.7). Ce squelette
a été imaginé afin de conserver une distance entre les bases de méme valeur que pour I’ADN ou
I’ARN.1*8 52 | 3 synthése des PNAs se fait en suivant une approche itérative « AB+AB » (voir .3.3.4) avec
des monomeres portant a la fois un acide carboxylique et une amine protégée (la protection par le
groupement tert-butoxycarbonyle (Boc) laisse petit a petit sa place au groupement
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc)) (voir 1.2.2.3.3), les amines présentes sur les bases étant elles aussi
protégées, par des groupements carboxybenzyles (Cbz).3 Un protocole de synthése polypeptidique
classique sur support solide, sur la base des travaux de Merrifield (voir 1.2.2.3) est suivi, et peut donc
également étre automatisé afin d’obtenir les oligomeéres plus rapidement. En outre, plusieurs
synthéses de PNAs avec 'aide de templates ADN ou ARN, faisant appel a des enzymes ou non, sont
décrites.>*>® La propriété majeure de ces composés, qui permet en partie de pouvoir réaliser ces
synthéses assistées par des templates, est leur capacité a former des complexes avec les
polynucléotides naturels. L’appariement des bases entre ADN ou ARN et PNA selon le schéma de
Watson et Crick méne ainsi a des duplexes et des triplexes trés stables.['” 18 5254 57611 Cette
caractéristique donne acces a de nombreuses applications, notamment dans le domaine des
biotechnologies.? &2

Figure 1.7. Comparaison des structures de I'ADN et du PNA.[X7I Le premier a un squelette phosphate-ose alors que le second
présente des liaisons peptidiques.

2.2. Les protéines

2.2.1. Structure et fonctions

Les protéines sont aussi des polymeéres a séquences controlées essentiels au fonctionnement
des cellules vivantes. Il s’agit de chaines polypeptidiques, composées d’une suite d’acides aminés liés
entre eux par des liaisons amides (Figure 1.8), aussi appelées liaisons peptidiques.[®® Parce qu’elle
possede des bouts de chaine différents, un chaine polypeptidique a une direction : par convention, le
groupe aminé est considéré comme le début de la chaine tandis que le groupe carboxyle en est la fin.
Les acides aminés qui forment la chaine polypeptidique sont au nombre de 22 (21 pour les eucaryotes),
ce qui en fait la macromolécule des systémes vivants présentant la plus grande diversité.
L’enchainement de ces unités dans un certain ordre (structure primaire) (Figure 1.9.a), défini par des
génes spécifiques, induit une conformation dans I'espace des chaines polypeptidiques (structure
secondaire) (Figure 1.9.b), par exemple en hélice alpha ou feuillet beta, qui sont ensuite capable
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d’interagir de maniere intramoléculaire par des liaisons hydrogenes entre acides aminés (structure
tertiaire) (Figure 1.9.c). Certaines protéines sont composées d’un ensemble de chaines polypeptidiques
distinctes liées entre elles par des liaisons de ce type (structure quaternaire) (Figure 1.9.d), ce qui leur
procure une fonctionnalité différente des mémes polypeptides isolés.

+H3Nw)(i\ v H i 'y n i
N)\n, \HLN)\H, \HLO_
RR T 0o R, " 0 R,
Résidu portant un Résidu portant un
groupement terminal — groupement terminal

aminé carboxyle

Figure 1.8. Exemple de structure d'un pentapeptide.

Les protéines sont au coeur de la plupart des processus biologiques.*® Les niveaux de
structuration définissent les propriétés des macromolécules (sites fonctionnels, rigidité, etc.) qui
procurent a chaque protéine une fonction bien spécifique. On retrouve par exemple des protéines qui
composent le cytosquelette des cellules, d’autres qui catalysent des réactions chimiques dans
I'organisme (enzymes), ou encore certaines qui forment des machines macromoléculaires capables,
entre autres, de répliquer 'ADN ou d’induire la contraction d’un muscle. La tres grande diversité des
acides aminés et par conséquent des séquences et conformations des protéines implique et permet
donc de remplir une immense variété de fonctions dans les systémes vivants. De plus, comme expliqué
précédemment, les protéines peuvent interagir avec d’autres éléments de I'organisme (les glucides
par exemple), pour former d’autres complexes avec des fonctions nouvelles, élargissant encore les
possibilités.

a. b. c. d.

feuillet B §

hélice a

Figure 1.9. Structures des protéines. a. Structure primaire : acides aminés disponibles. b. Structure secondaire : conformation
spatiale des polypeptides. c. Structure tertiaire : exemple de la conformation dans I'espace de la protéine d’insuline. d.
Structure quaternaire : exemple des interactions entre les sous-unités protéiques composant I’hémoglobine A humaine.

2.2.2. La biosynthese des protéines

La synthése des protéines par les organismes biologiques fait intervenir un trés grand nombre
d’acteurs.[*! ’information concernant I'ordre des acides aminés dans la séquence se trouve par
exemple dans les génes de I’ADN. Ceux-ci sont exprimés par la production d’ARN messager (ARNm),®4
dont I'enchainement des bases nucléiques est une copie du code de ’ADN (on parle de transcription).
C’est ’ARNm qui va servir de base a la synthése de la protéine dans les ribosomes.? En effet, chaque
acide aminé de la protéine synthétisée est déterminé par un enchainement de trois bases nucléiques
de 'ARNm, appelé codon (Tableau I.1). Ces codons sont lus linéairement par le ribosome, traduisant
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donc l'ordre de la séquence des acides aminés contenu dans le code génétique. C’'est alors un autre
ARN qui intervient : I’ARN de transfert (ARNt). Il s’agit d’'un ARN qui transporte les acides aminés sous
leur forme activée pour la synthése de la protéine. Il existe un ARNt pour chacun des acides aminés
disponibles, porteur d’un codon spécifique pour la reconnaissance par le ribosome. Ainsi, lorsque la
traduction de ’ARNm arrive sur un codon correspondant a un certain acide aminé, ’ARNt homologue
est reconnu et apporte le monomere nécessaire. LARNm contient également des codons stop, une
combinaison de trois bases azotées signalant la fin de la traduction, et donc de la synthéese de la chaine
peptidique.

Deuxieme lettre

u C A G
uuu L . Ucu UAU , uGgu . u
Phénilalanine Tyrosine Cystéine
u uuc ucc Sérine UAC UGC C
UUA Leucine UCA UAA Sto UGA Stop A
uuG UCG UAG : UGG Tryptophane G
Cuu CCcu CAU o CGU u
Histidine
o cuc . CccC . CAC CGC - Cl o
c|C Leucine Proline Arginine 5
s CUA CCA CAA ) CGA Al &
2 Glutamine Q
v CUG CCG CAG CGG G g
@ AUU ACU AAU , AGU . Ul @
S . Aspargine Sérine @
o A AUC  Isoleucine  ACC Thréonine AAC AGC Clo
~ AUA ACA AAA . AGA . Al
bt s Lysine Arginine
AUG Méthionine ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU Acide GGU u
GUC . GCC . GAC aspartique GGC . C
Val Al I
© Gua aline gea AANNe T Can Acide  Ggea YA 4
GUG GCG GAG glutamique GGG G

Tableau 1.1. Code génétique associé aux acides aminés (seuls 20 acides aminés sont reliés a des codons).

2.2.3. La synthese chimique de peptides

L'intérét croissant porté aux protéines du fait de leur variété et leurs fonctions a évidemment
poussé les chercheurs & trouver des voies de synthése en laboratoire.[® Ces recherches sont
notamment essentielles dans certains domaines comme I'immunologie, et elles présentent une utilité
dans le domaine de la chimie des polyméres évidemment.[®® %7 La premiére synthése rapportée a été
celle d’un tripeptide Gly-Gly-Gly par Emil Fischer en 1903, %8 puis les techniques, en solution, se sont
perfectionnées jusque dans les années 1960, menant a I’obtention de chaines plus longues. L’exemple
le plus marquant est peut-étre celui de Vincent du Vigneaud, récompensé par le prix Nobel de Chimie
en 1955 pour ces travaux sur la synthése d’une hormone peptidique de huit acides aminés.!®
Cependant, malgré l'introduction de groupements protecteurs et de stratégies d’activation, ces

synthéses restaient fastidieuses et chronophages.?

Une nouvelle approche, rapportée en 1963 par R. Bruce Merrifield,’% 7 est venue
révolutionner le domaine : la synthése peptidique sur support solide (SPPS, pour solid phase peptide
synthesis). Elle consiste en I'utilisation d’un support insoluble sur lequel la chaine en croissance est
attachée. Les mémes stratégies itératives avec groupements protecteurs sont utilisées, mais les étapes
de purification sont largement facilitées. En effet, il n’est alors plus nécessaire d’en passer par des
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étapes de recristallisation, un simple lavage suffit pour éliminer les sous-produits des réactions. La
chaine restant attachée au support insoluble, un filtre ou un fritté permet de conserver celui-ci alors
que les produits secondaires solubilisés le traversent.

Trés vite, cette approche est automatisée,’” entrainant un nouveau gain de temps
considérable pour le manipulateur. Cependant, l'introduction d’un support solide fonctionnalisé
apporte dans un premier temps des nouveaux probleémes, telle I'accessibilité restreinte des sites
réactionnels due au choix des solvants utilisés et a I'encombrement autour de la particule insoluble
utilisée. Cela empéche les rendements quantitatifs et crée donc des erreurs dans les séquences
synthétisées, qui ne peuvent encore que trop difficilement étre séparées. Ces difficultés poussent dans
un premier temps certains chercheurs a continuer le développement des approches en phase
liquide,”3! mais I'obtention en 1984 par Merrifield du prix Nobel de Chimie®™ pour ses travaux sur la
SPPS montre I'importance donnée a cette méthode. Aujourd’hui, des améliorations ont été faites sur
les instruments utilisés,747% |es types de résines,”*””! le choix des solvants’*7% ou encore les réactifs
disponibles,7477 7581l permettant de limiter les problémes dus & ces facteurs. Au final, les méthodes

actuelles donnent de trés bons résultats.

2.2.3.1. 'approche en phase solide

Merrifield réalise donc, en 1963, la synthése d’'un polypeptide a I'aide d’un support
insoluble.”” C’est une révolution dans le domaine qui est suivie, quelques mois plus tard, par une
publication similaire de Letsinger.'®? Voyant I'exclusivité de la méthode lui échapper, celui-ci s’oriente
des 1965 vers l'utilisation de ces mémes supports pour la synthése d’acides nucléiques (voir.
1.2.1.3.1).1*Y Au-dela de la bataille que ces deux chercheurs se livrent pour le développement de ces
supports, c’est une nouvelle méthodologie qui apparait et évolue a une grande vitesse, grace aux
perspectives qu’elle apporte. En effet, la technique facilite grandement la synthése itérative des
polymeéres a séquences contrdlées, qu’il s’agisse d’oligonucléotides, > 42 45-47] de polypeptides,®® 7 70
7577831 de bioconjugués,®* ®! de polymeéres synthétiques'®® #”! ou de bien d’autres encore.

Des billes de polymére réticulé et donc insoluble sont fonctionnalisées par des linkers portant
des sites réactionnels dans une certaine mesure (taux de fonctionnalisation).®® La croissance des
chaines de polymeéres souhaitées s’initie sur ces sites réactionnels. La chaine en croissance est donc
toujours liée a la résine insoluble. A la fin de la synthése, la chaine formée est détachée de la résine
lors d’une étape appelée clivage. C'est la liaison covalente entre le polymere constituant le support et
le polymere synthétisé qui est brisée. L'avantage majeur de cette polymérisation itérative en milieu
hétérogéne par rapport a une synthése classique en solution est la réalisation des étapes de
purification. En effet, la résine est placée sur un filtre ou un fritté et il suffit de la nettoyer avec les
solvants adéquats (solvants des sous-produits ou des réactifs en exceés par exemple) pour se libérer
des produits non attachés au support. Ceux-ci, une fois solubilisés par les solvants de lavage, passent
simplement au travers du filtre. La chaine en croissance, elle, est toujours covalemment attachée a la
résine insoluble et préte a recevoir un monomere supplémentaire lors de I'étape de couplage suivante
(Figure 1.10). L’objectif a ne pas perdre de vue pour les synthéses itératives supportées est I'obtention
de polymeéres isomoléculaires. Pour cela, le rendement de chaque étape doit nécessairement étre
guantitatif afin de prévenir la formation de chaines plus courtes ayant manqué des couplages. Méme
si la cinétique de réaction est plus lente avec I'utilisation d’un support, 'utilisation d’un large exces de
réactifs permet a la fois de I'accélérer et de pousser la réaction a la complétude.
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Figure 1.10. Protocole général pour la synthese itérative sur support solide. (i) Ajout des réactifs en solution en exces. (ii)
Couplage. (iii) Purge et lavage par filtration avec les solvants adéquats. Les différentes étapes peuvent alors étre répétées.

Le choix du support utilisé se fait en fonction du produit souhaité. En dehors du choix du
composant principal du support — polystyréne réticulé avec du divinylbenzéne, poly(éthyléne glycol),
silice, verre poreux (CPG pour controlled-pore glass), pour ne citer qu’eux — d’autres points ont une
trés grande importance. Une résine fortement réticulée aura des sites réactionnels moins accessibles
du fait de la tension du réseau et de 'encombrement. Elle sera privilégiée pour la synthese de petites
molécules. En revanche, une résine avec un taux de réticulation moins élevé pourra, dans certains
solvants, gonfler (on parle de résine-gel), rendant les fonctions plus accessibles pour la synthése de
molécules plus grosses, tels les oligomeéres et les polymeres. Il faut cependant rester vigilant sur
I’encombrement qui peut étre engendré par un taux de fonctionnalisation trop élevé, qui entrainerait
I’effet inverse, méme si un taux de fonctionnalisation élevé résulterait évidemment en une quantité
plus importante de chaines formées. Un autre critere important pour le choix du support est la nature
du point d’ancrage, a savoir la fonction réactive portée par la résine a partir de laquelle la chaine
synthétisée va croitre. Ce site d’attache doit remplir plusieurs conditions : pouvoir réagir avec le
premier monomere, résister aux conditions de synthése et permettre le clivage du produit en fin de
synthése uniquement, sans altérer la structure de celui-ci. Le point d’ancrage peut également dans
certains cas servir d’espaceur qui éloignerait la fonction terminale de la bille de résine afin de diminuer
I’encombrement autour de celle-ci. C'est ainsi que pour chaque application, des types de résines
différents ont été imaginés pour répondre au mieux aux besoins de chaque chimie (Tableau 1.2).183 8
U Trois groupements terminaux sortent du lot (chlorure, hydroxyle et amine), qui sont placés au bout
d’un linker clivable relié au cceur de la résine. Les résines peuvent également étre catégorisées par les
conditions nécessaires au clivage du produit final, qui dépend du linker utilisé. Encore une fois,
plusieurs familles principales se distinguent selon la sensibilité des produits synthétisés a certains

26



Les polymeres a séquences controlées I

composés ou certaines conditions : les résines clivables en conditions acides, basiques, en présence

d’héxafluoroisopropanol, grace a des réactions d’oxydation ou de réduction ou bien photoclivables.

Structure de la résine Conditions de clivage Groupe terminal du produit
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Structure de la résine Conditions de clivage Groupe terminal du produit
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Tableau 1.2. Quelques exemples de linkers de supports insolubles.

2.2.3.2. l'utilisation de supports solubles

Afin de contrer les quelques problemes demeurant avec la synthése en phase solide — tels que
I’'encombrement au niveau de la résine empéchant I'isomolécularité pour la synthése de chaines
longues, la trop faible quantité de matiére obtenue par cette méthode due aux restrictions en termes
de taux de fonctionnalisation du support en partie a cause, encore une fois, du manque d’accessibilité
aux fonctions réactives, ou bien I'impossibilité de suivre la réaction par des techniques d’analyse avant
le clivage final — une autre solution a été imaginée : I'utilisation d’un support soluble.®? Cette méthode
permet la synthese de grandes quantités de polyméres a séquences contrélées avec des masses
moléculaires élevées en un temps assez faible da a la cinétique plus rapide des réactions en solution.
Cette fois-ci, le polymére constituant le support, généralement du poly(éthyléne glycol) ou des dérivés
de polystyrene, est linéaire, ce qui lui permet d’étre soluble dans certains solvants. |l présente toujours
un point d’ancrage sur lequel croit la chaine synthétisée. Aprés chaque étape de couplage, la
purification est un peu plus compliquée que pour la synthése en phase solide puisqu’elle implique une
précipitation sélective dans un non solvant du support. Ainsi, le support précipite avec la chaine en
croissance attachée covalemment alors que les sous-produits et monomeres en exces, de masses
moléculaires beaucoup plus faibles, ont tendance a rester en solution. Il suffit donc de filtrer le produit
de précipitation pour pouvoir poursuivre la synthése. Cependant, ces étapes de précipitation sont
souvent assez longues et ne donnent que trés rarement des rendements élevés, une grosse partie du
support (et donc du produit) restant parfois en solution. La synthése se termine une nouvelle fois par
une étape de clivage qui vise a récupérer le produit de synthese séparé du support. De la méme
maniere qu’avec les supports insolubles, cette méthode permet d’accéder a des polymeéres a
séquences controlées naturels®®> *3! comme des polypeptides,”> °4 des oligonucléotides,®> %! ou
encore des polysaccharides®”, des bioconjugués,®® mais également un grand nombre de polyméres a

séquences contrdlées synthétiques. %104
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2.2.3.3. La chimie de protection

Pour la synthese peptidique sur support solide (SPPS), les monomeres portent une fonction
acide carboxylique et une fonction amine primaire. C’est cette derniére qui est protégée. A I'origine,
Merrifield choisit le groupement carboxybenzyle (Cbz) pour protéger ces amines. Cependant, les
conditions de déprotection du Cbz sont tellement fortes (bromure d’hydrogene) qu’il observe un
clivage partiel des chaines en croissance de son support, et donc une perte de produit considérable a
chaque étape.l’® C’est pourquoi il se met a utiliser un groupement protecteur qui était déja développé
pour d’autres applications®”, le tert-butoxycarbonyle (Boc).’? Les conditions de déprotection de
I'amine (acide) sont favorables a un rendement final plus élevé, puisqu’elles ne permettent pas le
clivage du produit de la résine. En outre, cette stratégie permet de réaliser la synthése avec les amines
réactives protégées par le groupement Boc, tout en maintenant la protection des amines latérales et
autres fonctions potentiellement réactives indésirables, protégées elles par des groupements benzyles
(Bn). Dans le premier cas, I'utilisation d’un acide relativement faible comme le TFA est possible alors
que pour les groupements Bn, un acide plus fort est nécessaire, comme l'acide fluorhydrique.!*%!
Cependant, les conditions restent encore assez fortes et la déprotection sélective de la fonction
réactive principale fait intervenir les mémes conditions que pour les fonctions secondaires, ce qui est
loin d’étre idéal. L’apparition d’'une nouvelle stratégie au début des années 1970 grace a Louis A.
Carpino est donc Dbienvenue. En effet, il suggére [utilisation du groupement
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc),’®"! qui est altéré dans des conditions basiques assez douces cette
fois-ci. Cela favorise grandement les déprotections sélectives voulues auparavant, puisqu’il est
maintenant possible d’associer le groupement Fmoc, déprotégé en conditions basiques, a n‘importe
guel groupement déprotégé en conditions acides tels le groupement Boc ou le groupement tert-butyle
(t-Bu).l*%! Ce groupement protecteur est donc logiquement largement introduit dans de nombreuses
synthéses de polypeptides.['®®11 De plus, une résine clivable en conditions acides également peut
maintenant étre utilisée, ce qui aide énormément a la derniére étape de la synthese : le clivage.

2.2.4. Les bioconjugués

Parmi les derniéres avancées de la recherche sur les protéines et les polypeptides, figurent le
design et la synthése de bioconjugués peptide-polymére et protéine-polymére.* 12 Consistant a
relier des chaines polypeptidiques a des chaines de polymeres purement synthétiques, ces conjugués
permettent d’apporter des propriétés nouvelles aux biomacromolécules concernées ou bien, a
I'inverse, des propriétés biologiques au systémes synthétiques (Figure 1.11).1*3 D’un c6té, la chaine
polypeptidique améene évidemment une fonctionnalité, mais elle permet également de travailler sur
des aspects de structure et d’auto-assemblage, de reconnaissance moléculaire ou encore d’adhésion
spécifique.l***! Le coeur du probléme reste tout de méme la sélection d’une séquence fonctionnelle
pour viser des propriétés permettant une application particuliére.® 5 D’un autre coté, le segment
polymeére apporte des propriétés de solubilité, de stabilité, de résistance (biologique ou mécanique)
ou de processabilité par exemple.''¥ En particulier, certaines interactions avec des anticorps ou la
digestion de protéines peuvent étre réduites par attachement a une chaine de polymere. Grace a sa
bonne solubilité dans I'’eau et sa biocompatibilité, le poly(éthyléne glycol) (ou PEG) est beaucoup utilisé
pour la formation de bioconjugués peptide ou protéine-polymere. On parle alors de PEGylation. Ces
bioconjugués agissent donc a l'interface entre les matériaux synthétiques et la biologie, et les
applications sont nombreuses, allant de la science des matériaux a la pharmacologie, en passant par
les biotechnologies. Si ces systémes ont d’abord été étudiés pour leur propriétés biologiques (dans le
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domaine médical),!**¥! plus récemment, ils ont été beaucoup utilisés pour le design de matériaux
hybrides fonctionnels (traitements de surfaces, adhésifs, etc.).l**"!

Biomacromolécule Polymeére synthétique
e fonctionnalité e solubilité
e structure (auto-assemblage) e stabilité et résistance
® reconnaissance moléculaire * biocompatibilité
¢ adhésion spécifique e processabilité

Figure 1.11. Description de la grande variété de propriétés apportées par les deux blocs des bioconjugués.

Les premiers exemples de telles structures remontent en fait aux années 19501 mais la
plupart des évolutions de ce domaine sont beaucoup plus récentes, puisqu’elles viennent des deux
dernieres décennies. En particulier, plusieurs méthodes pour la synthése de tels systemes ont été
développées.**3! Parmi celles-ci, on trouve des approches en solution comme la synthése convergente
(grafting to) et la synthése divergente (grafting from). Dans les deux cas, I'objectif est la ligation des
blocs polymere et peptide ou protéine. Dans la premiére approche, le polymére, qui porte une fonction
réactive, est attaché a la biomacromolécule (Figure 1.12). Les réactions impliquées dans cette ligation
convergente peuvent varier mais les plus utilisées restent celle de la chimie « click », et plus
particulierement la cycloaddition entre un alcyne et un azoture catalysée par le cuivre (voir I.5.1).[%3
Dans la seconde approche, la chaine peptidique contient une fonction d’amorgage pouvant initier une
polymérisation en chaine en présence des monomeres amenés a former la chaine synthétique (Figure
1.12). Il est alors possible, par différentes techniques, de contréler la polymérisation. Une troisieme
approche également divergente, dite grafting through, consiste a attacher a la chaine peptidique des
groupes polymérisables. Celle-ci sert alors de macromonomeére dans une copolymérisation. Ces
procédés permettent d’aboutir a différentes topologies et architectures allant des chaines linéaires
aux chaines réticulées, mais aussi de blocs, des polyméres greffés ou branchés par exemple.***
D’autres approches, sur support solide notamment, existent, permettant de faciliter les étapes de
purification.
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monomeres

Syntheése
divergente

Syntheése
convergente

Figure 1.12. Représentation schématique de différentes méthodes de préparation de bioconjugués peptide ou protéine-
polymere en solution. Synthese divergente (grafting from) et synthése convergente (grafting to).

2.3. Les glucides

Les glucides sont également des molécules complexes essentielles au bon fonctionnement des
cellules de I'organisme, et a leurs interactions les unes avec les autres. L'intérét croissant qui leur est
porté réside non seulement dans leurs manieres d’interagir en synergie avec d’autres molécules de
I'organisme, mais aussi dans Iincroyable diversité de leurs structures.*® En effet, les glucides sont
composés de motifs issus de monosaccharides (des chaines carbonées présentant des groupe hydroxy
latéraux et un aldéhyde ou une cétone) dont la longueur de la chaine peut varier de 3 a 9 carbones et
dont les configurations stéréochimiques peuvent étre tres différentes d’'un monomere a un autre. Ces
monosaccharides peuvent étre liés entre eux pour former des oligosaccharides voire des
polysaccharides dont la variété des structures est par conséquent encore plus vaste. La structure
primaire des glucides est ainsi définie et permet, ou non, des interactions spécifiques avec les
molécules qui les entourent, en faisant un exemple parfait de polymeéres a séquences controlées.

Les études récentes portent donc sur la détermination des structures des glucides, mais aussi
les mécanismes de leur formation, ou encore sur la nature de leurs interactions avec leur
environnement, et donc leur utilité dans le fonctionnement des organismes vivants. Des enzymes
spécifiques sont responsables de I'assemblage des monosaccharides les uns avec les autres. Appelées
glycosyltransférases, elles catalysent la formation des liaisons osidiques entre les monosaccharides.
Elles sont donc a I'origine de la structure contrdlée des glucides. Ce sont d’autres enzymes qui sont
utilisées pour la détermination des séquences des glucides. En effet, par des clivages spécifiques de
certaines liaisons par des enzymes particuliéres, combinés a des analyses par spectrométrie de masse,
il est possible de déterminer la structure primaire de ces polymeéres a séquences définies. Cette
technique permet également d’évaluer les sites d’interactions avec d’autres molécules.
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La plupart du temps, ces interactions ont lieu entre des glucides et une protéine, formant un
complexe appelé glycoprotéine. Les glucides sont liés de maniere covalente aux protéines par des
réactions de glycosylation. L’attachement de glucides a une protéine modifie évidemment les
propriétés de celle-ci, comme c’est le cas par exemple dans le sang (des glycoprotéines spécifiques
portant les oligosaccharides nommés A, B ou O sont présentes en surface des globules rouges d’un
individu, déterminant la nature de son groupe sanguin). Certaines pathologies seraient également
dues a des erreurs de glycosylations, les glucides n’assurant plus la stabilité de certaines protéines. Les
protéines concernées sont généralement sécrétées par les cellules ou bien composent leurs
membranes externes, ayant principalement un réle dans les contacts avec d’autres cellules ou tissus.

Ces découvertes ont incité les chercheurs a développer des macromolécules bio-inspirées
portant des caractéristiques communes aux glucides : les glycopolyméres.'7-119 || s’agit de chaine
polymeéres portant des sucres sur les chaines latérales. Les glycopolyméres ont de nombreux
avantages, de par leur propension a avoir une spécificité et des interactions proches des glucides et
des glycoprotéines, mais aussi grace aux nombreuses voies de synthese imaginées, menant a des
architectures des plus simples (chaine linéaire dont il est possible de contrdler le degré de
polymérisation ainsi que le nombre de chaines latérales par molécule) aux plus complexes
(copolymeres a blocs, voire glycooligomeres a séquences définies, portant différents types de sucres,
polymeéres en étoile ou structures micellaires par exemple). Cette grande variété de structures des
glycopolyméres synthétiques permet de comparer les comportements et d’en apprendre plus sur le
fonctionnement et le réle des glucides et glycoprotéines naturels.

3. Controle des séquences dans les polymeéres synthétiques

Les biomacromolécules a séquences définies sont de trés bons exemples en termes de
stockage d’information au niveau moléculaire, de structuration fonctionnelle ou encore de
transmission héréditaire. Comme décrit précédemment, des techniques pour leur synthése au
laboratoire ont été développées depuis de nombreuses années et sont, pour la plupart, parfaitement
au point avec des protocoles rapides et faciles, grace en particulier a I'automatisation des techniques.
En comparaison, le développement de polyméres non naturels avec des séquences contrblées de
monoméres est un domaine de recherche beaucoup plus récent.” Les premiers balbutiements
remontent en réalité assez loin, avec la découverte de compositions de copolymeéres alternées,
statistiques, periodiques ou méme a blocs, mais la plupart des avancées amenant a des degrés de
régulation des séquences plus complexes proviennent de la derniere décennie. Aujourd’hui, la
précision de certaines structures est telle que le terme de polymeéres a séquences définies, qu’il est

possible d’inclure dans la classe des polymeres a séquences contrblées (Figure 1.13), est également
utilisé pour des polymeres synthétiques. Dans ce cas, c’est I'expérimentateur qui fait varier la structure

des monomeres mis en jeu afin de répondre au mieux aux propriétés recherchées.

Le degré de contréle de la séquence évoqué ici est visible dans la dispersité D du polymere.
Cette grandeur donne une idée de la distribution des masses molaires ou des longueurs de chaines
d’un polymere. Dans le cas particulier des polymeéres a séquences définies, il est nécessaire que toutes
les chalnes synthétisées soient identiques. Le polymeére est donc uniforme ou isomoléculaire et la
dispersité en théorie égale § 1.02%
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Polymeéres a séquences contrdlées

Copolymeéres
alternés

Copolymeéres
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Figure 1.13. Représentation de différents degrés de polyméres a séquences contrélées!? (tous les polyméres dont la séquence
est contrélée dans une certaine mesure). Les polyméres a séquences définies (uniformes, dont la séquence est parfaitement

définie) sont inclus dans cet ensemble.

Les méthodes traditionnelles pour la synthése de polymeéres sont la polymérisation par étapes
et la polymérisation en chaine. Cependant, depuis quelques décennies, de nouvelles méthodes,
appelées synthéses multi-étapes, sont apparues, répondant en particulier aux besoins pour les
synthéses de polyméres a séquences contrdlées.®! Ces trois catégories de polymérisations permettent
d’obtenir des polymeéres avec des polymolécularités plus ou moins controlées, et donc des séquences

plus ou moins bien régulées (Figure 1.14).

Polymérisation par étapes Polymérisation en chaine
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Figure 1.14. Classification des approches principales pour la synthése de polymeéres.!2. 6]
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3.1. Les polymérisations par étapes

Pendant des siecles, des matériaux polymeéres naturels ont été utilisés sans le savoir. Dans les
années 1870, alors qu’il mene des recherches sur le phénol et le formaldéhyde, Adolf von Baeyer
observe la formation d’un solide au fond de sa verrerie, qu’il considere comme un sous-produit de
réaction inintéressant. Aprés avoir fait fortune a la toute fin du 20°™® siécle grace a un papier
photographique, le Velox® vendu a prix d’or a Georges Eastman, fondateur de la société Kodak, Leo H.
Baekeland monte son laboratoire de chimie.*?!! Intrigué par ce produit insoluble de von Baeyer, il se
lance dans une étude plus détaillée et finit par produire une résine soluble appelée Novolak. Il essaie
alors d’autres conditions de réaction en contrélant notamment un peu plus la température et la
pression, conduisant a la formation d’un matériau plastique dur et insoluble, qu’il commercialisera a
partir de 1909 sous le nom de Bakélite.[!?? 123! || ¢’agit d’une résine insoluble issue de la
polycondensation du phénol et du formaldéhyde a hautes pression et température, rejetant de I'eau.
C’est le premier matériau polymeére synthétique de I'Histoire, qui marque le début d’'un Age du
plastique.

La méthode utilisée pour la synthése d’un tel matériau est la polymérisation par étapes.*?*
Elle consiste en une succession de réactions de condensations ou d’additions entre des monomeres
bifonctionnels (XY) (Figure 1.14) conduisant a la formation de diméres portant les mémes groupes
réactifs en bouts de chaines que les monomeéres initiaux. Les petits fragments issus des réactions entre
monomeres réagissent ensuite entre eux ou avec d’autres monomeres, menant a de plus longues
chaines. Ce type de polymérisation est également observé avec des monomeres XX et YY donnant des
copolymeres. Il est enfin possible d’obtenir des polymeéres branchés ou réticulés par cette voie, a partir
de monomeéres multifonctionnels. Ces polymérisations ont été largement étudiées depuis la
découverte de la Bakélite, en particulier dans les années 1920 et 1930 par Wallace H. Carothers*?°!
puis dans les années 1940 par Paul J. Flory!*?®!, Méme si de trés nombreuses applications ont été
trouvées dans l'industrie*?”) notamment pour les polyesters,[*?®! |es polyamides*?> 13% ou encore les

s,[131 132 'intérét porté a ces méthodologies reste limité dans le domaine des polyméres

polyuréthane
a séquences contrdlées. En effet, ces synthéses menent a des polymeéres avec des dispersités plutot

élevées, aux alentours de D~2,113% et de ce fait, le contrdle de la structure est relativement faible.

Les dernieres années ont cependant vu le développement de nouvelles méthodes pour
I'obtention de polyméres dont la structure primaire est contrdlée par polymérisation par étapes.[*3¥
Des dispersités plus réduites ainsi que des structures périodiques sont maintenant obtenues par
polymérisation de diénes acycliques (ADMET), 35139 chimie « click » (voir 1.5),[**! couplage radicalaire
par transfert d’atomes,**¥ condensation hydroxyle-acide carboxylique,*? polymérisation par
addition et couplage radicalaire (RACP),[*** 144 addition séquentielle de monomére,***! ou encore par
polymérisation radicalaire par étapes catalysée par un métal.[}46148 Enfin, trés récemment, une
nouvelle technique un peu particuliere a été décrite. En effet, I'un des postulats de départ des
polymérisations par étapes est que les groupements fonctionnels des chaines en croissance et des
monomeres ont la méme réactivité. Il a cependant été montré qu’il était possible d’augmenter la
réactivité des bouts de chaines de polymeres afin de favoriser I'’élongation de celles-ci, transformant
la polymérisation par étapes en une sorte de polymérisation vivante.!**?! Une différenciation entre la
réactivité des groupements de fin de chaines et les monoméres peut étre réalisée de plusieurs
manieres, comme un design particulier des monomeres ou I'activation des chaines en croissance par
un catalyseur spécifique. Dans le dernier cas, la méthode se rapproche étrangement des biosyntheses
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des biomacromolécules comme les acides nucléiques ou les protéines (voir .2.1.1.2,1.2.1.2.2 et .2.2.2)
par I'action d’un catalyseur (des enzymes) qui active les bouts de chaines et la copie d’un template. En
tout cas, ces polymérisations vivantes par étapes se rapprochent trés certainement d’autres méthodes
de synthese des polymeres, a savoir les polymérisations en chaine.

3.2. Les polymérisations en chaine

Il faut également remonter dans le temps pour trouver trace d’une polymérisation en chaine,
méme si a I'époque, elle a été réalisée inconsciemment. En 1839, Eduard Simon, un apothicaire de
Berlin, parvient a extraire du storax, une résine provenant de I'arbre Liquidambar, un produit huileux
qu’il appelle styrol. Quelques jours plus tard, il réalise que cette huile s’est solidifiée. Pensant que ce
phénomeéne a eu lieu au contact de I'air, de la lumiére et de la chaleur, il imagine une oxydation et
nomme ce produit styroloxyd.>® |l vient en fait, sans le savoir, d’observer la formation de polystyréne
par un mécanisme de polymérisation en chaine. En 1866, Marcelin Berthelot est le premier a utiliser
le terme de polymérisation pour le processus de transformation du styrol en styroloxyd par la chaleur :
« On sait que le styroléne chauffé en vase scellé a 200°C, pendant quelques heures, se change en un
polymeére résineux (métastyrol) ».**) Avant une industrialisation a partir d’extraits pétroliers, la
définition méme du concept de polymere n’est finalisée que plusieurs décennies plus tard avec les
travaux de Hermann Staudinger,**? considéré comme le « pére de la science des polyméres ». Enfin,
la distinction entre les différentes catégories de polymérisations est faite en 1953 par Paul J. Flory!*>*
: la polymérisation en chaine est définie. Entre temps, d’autres polymeéres issus de mécanismes de
polymérisations en chaine avaient été découverts, ouvrant la voie a un age d’or de ces nouveaux
matériaux polymeéres.

La polymérisation en chaine met la plupart du temps en jeu des molécules insaturées — pour
la polymérisation par ouverture de cycle (ROP pour ring-opening polymerization) par exemple, ce n’est
pas le cas, les monomeres sont tout simplement cycliques — qui sont activées et s’ajoutent a une chaine
en croissance dont le bout de chaine est lui aussi un centre actif (Figure 1.14).22) Un tel procédé fait
intervenir principalement trois étapes :

- 'amorgage, durant lequel le premier monomere constituant ce qui deviendra la chaine de
polymeére est activé,

- la propagation, durant laquelle les monomeres s’ajoutent un a un a la chaine en croissance,

- la terminaison, qui consiste en la désactivation des centres actifs, résultant en I'arrét de la
croissance de la chaine.

Plusieurs sous-catégories de polymérisations en chaine existent, et elles sont définies par la
maniere dont la réaction est amorcée. En effet, I'amorcage est obtenu par I'attaque du monomere par
un radical libre (substance réactive porteuse d’un électron non apparié), un cation, un anion, ou autres,
et résulte donc en une polymérisation dite radicalaire, cationique, anionique ou par ouverture de cycle
par exemple. Cette étape d’'amorgage est cinétiquement beaucoup plus lente que la propagation. Cela
signifie qu’une fois amorcée, une chaine va grandir tres rapidement. La terminaison joue également
un réle important par rapport au degré de polymérisation obtenu, c’est-a-dire la longueur des chaines
produites. En effet, plusieurs réactions peuvent intervenir. La terminaison par dismutation, tout
d’abord, consiste en un transfert d’hydrogene entre deux chaines en croissance qui résulte en une
désactivation des deux chalnes. La terminaison par recombinaison, ensuite, est une réaction entre
deux chaines activées qui forment une liaison covalente entre elles et donc une seule grande chaine
inactive. Ces terminaisons pouvant avoir lieu a n‘importe quel instant, il n’est a priori pas évident de
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controler la taille des chaines obtenues. Elles peuvent différer a la fois selon leur état au moment de
la terminaison (plus ou moins longues), le type de terminaison mis en jeu ou méme la concentration
de monomeres restant dans le milieu au moment de I'amorcgage. Une étape supplémentaire, dite
transfert de chaine, peut également intervenir et perturber la croissance des chaines. De plus, lors de
la copolymérisation de deux monomeres différents, la structure primaire du polymeére formé dépend
des différences de réactivité entre les deux monomeres et de leurs cinétiques d’amorgage et
d’incorporation. Il est courant que cela donne lieu a des copolymeres statistiques avec des structures
irréguliéres.””? Des techniques ont cependant été développées trés récemment afin d’obtenir un
controle de ces facteurs.

Polymérisation en chaine libre

® ® ‘ o les chaines « mortes »
o ® “‘. ® ont une large dispersité
*° "o 0@ 4 ~
® / W terminaison WV VYV V VYV VYV
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les chaines sont amorcées
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3 ¥l
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Figure I.15. Comparaison des polymérisations en chaine libres et des polymérisations vivantes/contrélées.

Afin d’empécher une forte dispersité des chaines formées, il a été imaginé des méthodes dites
de polymérisations vivantes ou controlées, concept introduit dans les années 1950 par Michael
Szwarc.™>¥ ’idée est de s’affranchir des étapes de transfert de chaine et de terminaison, permettant
aux chaines de croitre indéfiniment. De plus, la cinétique d’amorcage est plus rapide que celle
d’élongation des chaines, autorisant un départ simultané de toutes les croissances et un nombre de
chafnes en propagation constant. Les chaines polymeéres croissent donc au méme rythme sans étre
perturbées par les terminaisons ou transferts de chaine, résultant en un degré de polymérisation
identique pour toutes et une dispersité en théorie proche de 1 (Figure 1.15). Il est méme possible de
prédire la masse molaire obtenue en fonction de la quantité de matiere de monomeére mise en jeu. De
plus, les chaines n’étant pas désactivées, il est possible, une fois la réserve de monomeres épuisée,
d’en ajouter un différent au systéme. La propagation reprend donc avec cette nouvelle molécule,
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produisant finalement des copolymeéres a blocs. La structure primaire des macromolécules formées
atteint donc un niveau de controle supérieur aux polymérisations en chaine traditionnelles.

Méme si les systémes vivants développés jusque dans les années 1990*>° concernaient
principalement des polymérisations anioniques,*>® cationiques,*>”*>* par ouverture de cycle*® ou
par coordination,%% 162l |3 combinaison entre la polymérisation vivante et la polymérisation radicalaire
restait I'objectif principal des chimistes polyméristes, par la diversité des structures et propriétés
imaginées. Il fallait cependant passer outre la forte instabilité des radicaux mis en jeu dans ces
techniques. C’est ainsi que les années 1990 ont vu I'’émergence de nombreuses méthodes de
polymérisations radicalaires vivantes/contrdlées.[1%3!

Polymérisation radicalaire controlée Polymérisation radicalaire controlée
par transfert d’atome (ATRP) par les nitroxydes (NMP)
Kact .R1 Kact .R1

P,—X+ M'"L <=— P, + X-M"™'L||P,-0-N & P, + 'O-N

Kdesact @ ‘RZ Kaesact @ ‘Rz

monomeére monomeére
. . espece dormante R
espece dormante halogéne ‘'O0-N
n 'R1 .
P,~X MnL X P,=0-N R>
complexe métal-ligand(s) R, nitroxide

S .S k k S~_S.
PO b = SR R v Y P
y4

y4 kdésact Z kdésact
() ‘

monomeére monomeére
espece dormante -
PS5 p
n \l/ m groupement stabilisateur du radical
Z

Polymérisation radicalaire controlée par transfert de chaine
réversible par addition-fragmentation (RAFT)

Figure 1.16. Principaux mécanismes de polymeérisations radicalaires vivantes/contrélées.

Elles reposent sur un équilibre entre des espéces actives et des especes dormantes par un
systemes d’activation/désactivation des radicaux en croissance. Cela permet de réduire le nombre et
donc la concentration de radicaux dans le milieu, minimisant leurs terminaisons irréversibles. Une
grande variété de polymérisations radicalaires controlées a été développée, mais trois mécanismes
principaux sont a mettre en avant : la polymérisation radicalaire contrélée par les nitroxydes (NMP
pour nitroxide-mediated polymerization),[***1%¢! |a polymérisation radicalaire contrélée par transfert
d’atome (ATRP pour atom transfer radical polymerization)*®’-1%% et |la polymérisation radicalaire
controlée par transfert de chaine réversible par addition-fragmentation (RAFT pour polymerization by
reversible addition/fragmentation chain transfer)*’® 7Y (Figure 1.16). Ces progrés ont permis de
développer un peu plus le domaine de l'ingénierie macromoléculaire, permettant d’atteindre des

structures, des topologies et des fonctionnalités nouvelles.*72184]
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Les principales techniques de polymérisations radicalaires controlées sont considérées comme
« vivantes » par le fait qu’elles sont toujours actives méme aprés consommation du monomere, grace
toujours a cet équilibre qui existe entre espéces dormantes et espéces actives.[*®* Cela permet dans
un sens de contréler la structure des polyméres en y insérant des blocs, en ajoutant un nouveau
monomere apres consommation du précédent, ou des gradients par exemple, en changeant la
composition en comonomeéres du milieu réactif au cours de la polymérisation.*®® 187! Ce postulat est a
la base d’une méthodologie exploitée par exemple par Hawker en 2000.1*%8! En réalisant la synthése
d’un copolymére de styrene et d’anhydride maléique en NMP avec un ratio de 9:1, il obtient un
premier bloc copolymeére styrene-r-anhydride maléique di a l'incorporation préférentielle de
I"anhydride maléique, puis un bloc homopolymere styrenique lorsque tout I'anhydride maléique a été
consommé. En 2007, Jean-Francois Lutz décrit I'insertion controlée cinétiquement de plusieurs
structures de maléimides N-substitués dans une chaine polystyréne synthétisée par ATRP (Figure .17),
par les mémes effets de réactivité.'® En effet, I'ajout dans le milieu réactionnel d’une faible
concentration de monomere accepteur (ici, les maléimides), entraine dans une région étroite la
copolymérisation (privilégiée par rapport a I'homopolymérisation) du styréne, donneur en exces, et de
cet accepteur, consommé rapidement aprés son addition. L'accumulation de cette copolymérisation
croisée tres localisée et de la technique ATRP qui permet d’obtenir des chaines de méme structure
permet de contrbler assez précisément la microstructure des polymére produits. La bibliotheque des
unités maléimides insérées a été rapidement augmentée jusqu’a une vingtaine d’éléments.[**” Cette
étude a ouvert la voie a la synthése de polyméres aux structures, architectures et fonctionnalités
encore plus complexes.[**2°U En plus des aspects intéressants du design de tels polyméres pour la
science des matériaux, ce systeme a aussi été imaginé pour introduire de I'information dans les
chaines?? et a également été automatisé.?%!
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Figure 1.17. Principe général de I'insertion contrélée cinétiquement d’unités maléimides N-substituées fonctionnalisées le long
d’une chaine polystyréne.[189]

Enfin, ces polymérisations en chaine permettent d’atteindre des structures primaires sous
forme de multiblocs, dont les séquences de blocs sont contrdlées.*® Par exemple, Haddleton décrit
en 2014 la synthése de telles structures grace a une polymérisation radicalaire d’acrylates dont les
phénoménes d’activation/désactivation sont gérés par un stimulus lumineux.?°! La photoactivation se
fait sous UV et permet d’atteindre une séquence de 12 blocs avec une polymolécularité de I'ordre de
1,15. Perrier utilise quant a lui la polymérisation RAFT pour la synthése de polyméres multiblocs. En
2013, il décrit I'obtention par cette technique de polymeres dont les compositions varient en fonction
du nombre de blocs (jusqu’a 20) formés et de la taille de chacun d’eux (de 3 & 25 unités).?%! Cette
synthése one-pot est réalisée par ajouts successifs des réactifs dans le milieu et ne requiert pas de
purification entre chaque ajout puisque chagque monomere est entierement consommé avant
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I’addition suivante. Cependant, au fur et a mesure que les chaines croissent, la polymolécularité
augmente, pour un résultat de 1,36 pour le polymére a 20 blocs de 3 unités, et de 1,57 pour celui de
12 blocs de 10 unités. Des optimisations du procédé permettent de baisser cette dispersité et
d’améliorer les temps des réactions pour une synthése globalement plus efficace.?% 2°7! Finalement,
I"utilisation d’un systéme continu en boucle permet d’obtenir une polymolécularité encore meilleure
gu’en réacteur, comme le montre une étude menée sur un polymere composé de 6 blocs de 10 unités
pour lequel un indice de polymolécularité de 1,11 est obtenu.?%!

3.3. Les syntheses multi-étapes

Méme si des progres récents ont permis d’approcher un certain contréle de la structure et de
la dispersité des polymeres par des méthodes de polymérisations par étapes (voir 1.3.1) ou
polymérisations en chaine (voir 1.3.2), celles-ci ne permettent toujours pas, a ce jour, d’obtenir ni une
parfaite isomolécularité, ni un contréle absolu de la séquence de monomeéres. Or, ces conditions sont
essentielles pour I'encodage d’information sur les chaines de polymere par exemple. C'est pourquoi,
suivant les travaux de Vincent du Vigneaud sur la synthése itérative d’hormones peptidiques par
exemple (voir 1.2.2.3), des voies de syntheéses multi-étapes ont été développées, rendant possible
I’acces a des polymeéres a séquences controlées, voire a séquences définies (Figure 1.14).

3.3.1. La synthese itérative

La synthése itérative consiste en la construction d’une molécule par ajouts successifs des
synthons qui la constituent. Dans I'approche traditionnelle, une réaction entre deux fonctions A et B
est mise en jeu. Des monomeéres portant des fonctions A (protégée) et B réagissent avec la fonction A
de la chafne en croissance. Celle-ci est donc terminée par une fonction A reliée a un groupement
protecteur qui est déprotégée dans un second temps, afin de pouvoir accueillir le monomére suivant
selon le méme schéma. L'opération est répétée jusqu’a I'obtention de la séquence désirée (Figure
1.18).7
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Figure 1.18. Principe de la synthese itérative. (i) Réaction entre A et B pour l'ajout d'un monomeére. (ii) Déprotection de A.

Cependant, en solution, il est nécessaire de procéder a chaque étape, que ce soit un ajout de
monomere ou une déprotection, a une purification du produit demandeuse en temps. Cette approche
résulte en théorie en un polymére présentant une dispersité égale 3 1.1

Les travaux de du Vigneaud sur la synthese d’hormones polypeptidiques et d’analogues de
celles-cil®® 2092121 sont donc des précurseurs a cette approche, qui a depuis été étendue 3 la synthése
de composés macromoléculaires de différentes architectures. Parmi les plus synthétisées, on retrouve
évidemment les polymeéres linéaires tels que des polypeptides,®® ou encore des polyméres
périodiques.['°> 102 Une autre classe de macromolécules est également issue d’une synthése itérative :
les dendriméres.[213-215]
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3.3.2. La synthése de dendriméres

A la suite des travaux de Fritz Vogtle?*® en 1978 sur une méthode de synthése en cascade de
molécules hyperbranchées, Donald A. Tomalia et son équipe de Dow Chemical publient en 1985 la
synthése d’une macromolécule dont la structure leur fait penser a un arbre, qu’ils appellent
dendrimére.?”! ’optimisation des voies de synthéses ainsi que des propriétés et fonctionnalités
obtenues dans le domaine des dendriméres!?*® 2% se fait alors trés rapidement sous I'impulsion de
plusieurs chercheurs comme Tomalia??® 22! toujours, Newkome,??? Miilhaupt'??®! ou encore le duo
Fréchet et Hawker.??4228] En une quinzaine d’années seulement, ce sous-domaine des polyméres a
structures contrélées s’est développé de maniéere incroyable. Ces macromolécules s’articulent autour
d’un cceur, duquel partent des branches, appelées dendrons. Deux approches se font face pour la
synthése des dendrimeéres : la synthése divergente, du coeur vers les extrémités, et la syntheése
convergente, des bouts de chaines au noyau (Figure 1.19). Quelle que soit la méthode utilisée, il est
nécessaire de recourir a des étapes de couplage et d’activation a chaque itération. La synthése
divergente présente le désavantage d’'un nombre croissant de réactions au fur et a mesure que la
structure se construit ainsi que d’un encombrement de plus en plus important, résultant en la présence
de bien plus de défauts de structures que lors d’une synthése convergente.?'® Cependant, la
production peut se faire a bien plus grande échelle par synthése divergente, du fait que la masse de
macromolécules formée est sensiblement augmentée a chaque étape.?*”

coeur \ chaine
Y }—> monomeéres
(™

Synthése
divergente

Synthése
convergente

Figure 1.19. Approches pour la synthése itérative de dendriméres.[215 2181 (i) Etape de couplage. (ii) Etape d'activation.

La plupart des dendriméres ont une structure sphérique assez symétrique qui leur donne des
propriétés physiques assez éloignées des polyméres linéaires.?’ Un intérét majeur de ce type de
macromolécules, en plus de leur structure souvent parfaitement définie, est la variété des
fonctionnalités qu’il est possible d’attacher en bouts de chaines. Il est facilement imaginable qu’un
méme dendrimere puisse présenter en surface différentes fonctions qui lui procureront des propriétés
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multiples.?*® La concentration de sites actifs en surface peut notamment amener des propriétés trés
intéressantes dans le domaine médicinale.?* Le groupe de René Roy par exemple a développé un
grand nombre de glycodendriméres??231 qui se sont avérés trés efficaces pour des interactions avec
des protéines sur le modéle des glycoprotéines (voir 1.2.3). Des peptides dendritiques ont également
eu un certain succes dans des utilisations comme antigénes avec une forte réponse en anticorps pour
la défense de I'organisme contre des systémes pathogénes.[?3 23] D’autres applications en médecine
et en biologie sont imaginées, par exemple dans la délivrance de médicaments, I'imagerie médicale ou
dans la lutte contre le cancer.[21# 21°]

3.3.3. La croissance itérative exponentielle

Une méthode itérative en solution permet d’obtenir des polymeéres linéaires de structures et
de tailles contr6lées avec une croissance rapide : c’est la synthése itérative exponentielle. Grace a un
systeme de déprotection sélective de monomeres diprotégés — I'un des groupements protecteurs est
éliminé, 'autre demeure, menant a la formation de deux intermédiaires monoprotégés différents —, il
est possible de former des dimeéres également diprotégés par les mémes groupements protecteurs
(Figure 1.20). En réitérant cette opération sur les dimeres, des tétraméres sont obtenus, portant
également les mémes fonctions protégées en bouts de chaines. En répétant ainsi ces étapes de
déprotection sélective et de couplage, il est possible d’obtenir trés rapidement des tailles de chaines
assez importantes — puisqu’a chaque itération, la taille de la chaine est doublée — et dont la structure
est controlée par le choix des monomeéres de la premiére étape, et par le nombre d’itérations réalisées.
Cette méthode est par exemple utilisée en 2008 par Hawker dans le cadre de la synthese de
poly(caprolactone)s?** et de poly(lactide)s!?>>! définis. Il parvient par cette méthode & produire des
oligomeres dont les tailles vont de 2 unités a 64 unités en un nombre limité d’étapes. Cette méthode
est également appliquée a des chimies « click » pour la synthése par exemple de polytriazoles de
structures variées (voir 1.5.1).
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Figure 1.20. Stratégie générale pour I'approche itérative exponentielle.[01 (i) Etape de déprotection sélective. (ii) Etape de
couplage.

3.3.4. 'approche traditionnelle « AB+AB »

Avec I'apparition des synthéses itératives supportées (voir 1.2.2.3), que ce soit a I'aide d’une
résine insoluble ou d’un support soluble, plusieurs stratégies ont été développées quant a la chimie et
a la protection des groupements réactifs afin de faciliter les itérations. La premiére d’entre elles,
utilisée initialement pour la synthése de polypeptides (voir 1.2.2.3), fait intervenir des groupements
protecteurs et donc nécessairement des étapes d’activation : c’est 'approche « AB+AB ». Basée sur le
méme principe que la synthése itérative non supportée décrite précédemment (voir 1.3.3.1), elle fait
intervenir des synthons portant deux fonctions A et B dont I'une est donc protégée (pour I'exemple, il
s’agit de la fonction A). La chaine en croissance sur le support présente une fonction A libre qui va
réagir avec la fonction B du synthon. Aprés purification, la nouvelle fonction A de bout de chaine,
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protégée, subie une déprotection puis, aprés un nouveau lavage, I'étape de couplage suivante peut
intervenir sur le méme schéma (Figure 1.21).

L 4

Figure 1.21. Stratégie générale pour I'approche « AB+AB ».120] (i) Etape de couplage. (ii) Etape de déprotection. (iii) Etape de
clivage.

Comme décrit précédemment, apres la synthese de polypeptides (voir 1.2.2.3), ce sont les
oligonucléotides qui ont attiré I'attention (voir 1.2.1.3.1).12%¢) |nitiées par Letsinger en 1965,Y les
techniques se sont améliorées au fil des années!”! jusqu’a permettre, aujourd’hui, des synthéses
d’oligonucléotides de plus de 200 unités sur support solide dans des temps trés rapides.’® Une autre
tendance a fait son apparition ensuite : la synthése de bioconjugués,* 8 112116l peptide-polymére
(voir 1.2.2.4) mais aussi oligonucléotide-polymere. Ainsi, s’inspirant de la chimie phosphoramidite et
de la synthése de bioconjugués, Sleiman développe une voie de synthese itérative automatisée de
bioconjugués oligonucléotide-polymére.l3”! Aprés obtention du simple brin d’ADN grace & un
protocole classique de chimie phosphoramidite automatisé, I’hybride est obtenu par ajouts itératifs,
sur le méme systéeme automatique, de monomeres synthétiques (en I'occurrence, contenant des
chaines alkyle ou PEG) protégés en position 5’ par un groupement diméthoxytrityl (DMT). Ces
segments conférent au polymere des propriétés d’hydrophobie, d’auto-assemblage et
d’encapsulation.

Cette approche « AB+AB » s’adapte également trés bien a la synthése de polyméres a
séquences contrdlées non naturels comme des oligocarbamates,!?3424% oligoamides, 24124
oligoamines, 2424 oligourées,2°%-2%! oligoesters,>2*% oligoarylénes!1® 2602651 ot bijen d’autres,®®!
mais aussi des poly(phosphodiester)s, encore une fois par la méme chimie phosphoramidite. En effet,
Jean-Francois Lutz développe depuis quelques années des monomeéres compatibles avec cette chimie
correspondant a un 0 ou un 1 en langage binaire selon le groupement latéral (0 si c’est un simple
proton, 1 si c’est un groupement méthyle) qu’ils portent.?° || a ainsi pu synthétiser des séquences de
0 et de 1 dont chaque série de huit motifs (un octet) correspond a une lettre au format ASCII. Ce
concept a mené a la synthese de plusieurs mots codés sur ces chaines de polymeéres — avec un degré
de polymérisation allant jusqu’a plus de 100 — comme « PMC » (3 octets), « Maurice » (7 octets) ou
« Macromolecule » (13 octets).?*”? De maniére identique, le méme groupe génére des séquences de
poly(phosphodiester)s dont certaines unités sont porteuses d’'un alcyne latéral déprotégé quand les
autres portent des alcynes protégés par un groupement triisopropylsilyle (TIPS), permettant une post-
polymérisation sélective des chaines latérales par cycloaddition avec un azoture, menant a des
polymeéres contenant de I'information codée de maniére différente.?*®! Reposant toujours sur la méme
chimie, des oligo(phosphodiester)s ont été produits en remplagant la protection par du DMT par un
groupement protecteur photoclivable : le 2-(2-nitrophényl)propoxycarbonyle (NPPOC).1269

4. Syntheéses itératives de polyméres a séquences contrdlées sans groupements
protecteurs

Bien que 'approche « AB+AB » ait été largement étudiée durant les derniéres décennies, elle
présente I'inconvénient de nécessiter, entre chaque étape de couplage, une étape de déprotection qui
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est gourmande a la fois en réactifs et en temps. C’'est pourquoi, récemment, des approches ne faisant
plus intervenir de groupements protecteurs ont été développées.'”

Par exemple, I'utilisation de groupes réactifs dormants peut étre une solution pour supprimer
ces étapes. Elle permet d’obtenir différents types d’oligoméres comme des oligothiophénes,?’% des
oligoéthers?’* ou des oligo(1,3-triazole)s.[’? Dans cette stratégie, I'une des deux fonctions réactives
est présente sous une forme dormante sur le monomere lors de I'ajout de celui-ci, mais peut, une fois
sur la chaine en croissance, étre activée par une réaction chimique, afin de pouvoir accueillir le
monomere suivant. Cependant, cette technique ne fait que remplacer les étapes de déprotection par
des étapes d’activation de la fonction réactive, qui sont en général plus longues encore.

En 2016, Lutz décrit une synthése sur support solide impliquant un monomere portant une
amine et un groupe hydroxy et le carbonate de N,N’-disuccinimidyle (DSC).?’®! Dans une premiére
étape, le DSC réagit avec le groupe hydroxy de la chaine en croissance, conduisant a la formation d’un
carbonate asymétrique activé. Une deuxieme réaction de I'amine du monomere hétérobifonctionnel
sur le carbonate en bout de chaine (étape pouvant se dérouler en présence de I'alcool déprotégé,
preuve de 'orthogonalité du systéme) mene a I'obtention d’un motif uréthane. La répétition itérative
de ce cycle de deux réactions permet donc I'obtention d’un oligocarbamate a séquence définie
isomoléculaire (Figure 1.22).
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Figure 1.22. Synthese d'oligocarbamates.[2731 (i) DSC, triéthylamine, micro-ondes & 60°C, ACN. (ii) Alcool aminé, triéthylamine,
DMF. (iii) Etape de clivage.

Une autre stratégie consiste en la mise en place de réactions multicomposants, qui font
intervenir plusieurs petites molécules, des sous-synthons en quelque sorte, qui réagissent en une seule
étape pour s’ajouter a la chaine en croissance. Ces réactions ont été utilisées depuis bien longtemps
en synthése organique et sont désormais aussi employés dans le domaine des polyméresi?’¥, et des
polymeéres a séquences controlées. On peut retenir notamment I'utilisation de la réaction de Passerini
avec trois composants (P-3C), a savoir un isonitrile, un aldéhyde (ou une cétone) et un acide
carboxylique, menant a la formation d’'un a-acyloxycarboxamide. Couplée a une addition thiol-éne
pour l'ajout intermédiaire d’un espaceur, elle permet de synthétiser des chaines porteuses de
groupements latéraux variés.?’”> 271 Plus récemment, 'association de cette réaction de Passerini a
d’autres chimies permet d’améliorer les conditions de synthese et la pureté des oligomeéres
obtenus.[?”7 278 | 3 réaction d’Ugi avec quatre composants (U-4C), a savoir un isonitrile, un aldéhyde
(ou une cétone), un acide carboxylique et, cette fois-ci, une amine, menant a la formation d’un a-
amidocarboxamide est également insérée dans des processus de la méme espeéce, toujours couplée a
une addition thiol-éne.l?”! La répétition de cette réaction d’Ugi a quatre composants a également
permis la formation de peptoides cycliques dont la structure primaire est contrélée.?®® En revanche,
malgré la suppression de I'étape de déprotection de I'approche « AB+AB » et I'absence de I'étape
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d’activation de la stratégie des groupes réactifs dormants, |’utilisation de réactions multicomposants
ne permet pas d’obtenir une grande diversité de structures de polymeéres a séquences contrblées, en
particulier du point de vue du squelette principal. C’'est pourquoi des approches orthogonales lui
seront souvent préférées.

4.1. l'utilisation de monomeres bi-fonctionnels en excés (« AA+BB »)

L'approche « AA+BB » fait intervenir deux comonomeres homobifonctionnels AA et BB. A ne
réagit qu’avec B, ce qui permet de limiter la croissance de la chaine pendant une étape de couplage a
un seul ajout de monomere (Figure 1.23). Cependant, afin d’éviter la création de ponts interchaines (un
monomere dont les deux fonctions réagiraient avec des chaines différentes sur le support), les réactifs
sont utilisés en tres large exces. Ces conditions favorisent donc les réactions intermoléculaires plut6t
gu’intramoléculaire (en I'occurrence, du support au support).
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Figure 1.23. Stratégie générale pour I'approche « AA+BB ».119 (j) et (ii) Etapes de couplage. (iii) Etape de clivage.

Les premieres syntheses de polymeéres a séquences controlées par une approche « AA+BB »
sont menées par Rose et Vizzanova dans les années 1990 grace a des diamines composées de segments
PEG et I'anhydride succinique.?®V La répétition itérative des étapes de couplage de ces comonoméres
permet I'obtention d’oligoamides a séquences définies isomoléculaires. Sur le méme principe, Borner,
en remplacant les diamines a segments PEG par la spermine et la 3,3’-diamino-N-methyl-
dipropylamine par exemple, réalise également la synthése d’oligoamides a séquences définies qui, liés
a des polypeptides ou a des poly(éthylene glycol)s, forment des bioconjugués montrant une activité
peptidomimétique et donc des propriétés intéressantes en tant que vecteurs d’ADN.[28228] p|ys
récemment, la synthése par une approche « AA+BB » d’une nouvelle classe de polymeres a séquences
définies a été décrite : celle de polyméres a base de triazines (TZPs pour triazine-based polymers).1%¢)
Ces TZPs sont obtenus a partir de diamines et de différents dérivés de chlorure cyanurique (Figure
1.24). En plus de porter une variété de groupements et chaines latéraux, ils présentent des interactions
squelette-squelette qui leur conférent des structures secondaires ou tertiaires pouvant une nouvelle
fois s’approcher de fonctionnalités biologiques.
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Figure 1.24. Synthése de TZPs.[2%6] (i) Chlorure cyanurique, DIPEA, THF. (i) Diamine, DIPEA, 80°C, NMP. (iii) Etape de clivage.
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4.2. 'utilisation d’une troisiéme fonction (« AA+BC »)

L'approche « AA+BC » fait intervenir une troisieme fonction réactive (Figure 1.25). L’ajout du
monomere BC est basé sur sa chimiosélectivité alors que comme pour la stratégie « AA+BB », |'ajout
du monomere AA doit se faire dans des conditions de tres large exces pour éviter les connexions
interchaines.
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Figure 1.25. Stratégie générale pour I'approche « AA+BC ».1191 (i) et (ii) Etapes de couplage. (iii) Etape de clivage.

Cette approche a notament été utilisé récemment par Alabi pour la synthese
d’oligothiolétheramides (oligoTEAs) a séquences définies isomoléculaires.l?®”- 28] | 3 synthése implique
une addition thiol-éne entre un dithiol en excés (AA) et la double liaison de la chaine en croissance (C)
et une addition de Michael entre le thiol maintenant présent en bout de chaine (A) et I'acrylamide du
monomere hétérobifonctionnel (B) (Figure 1.26). Cette synthése est réalisée en phase liquide,
permettant de diminuer les temps des réactions et d’obtenir de meilleurs rendements, sur un support
fluoré. Se reposant sur la méme méthode, le groupe d’Alabi toujours réalise la synthése de macrocycles
a séquences définies.?®?! Aprés la synthése de la macromolécule linéaire sur support fluoré, une
réaction en cascade permet en une seule étape le clivage du produit de son support et sa
macrocyclisation.
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Figure 1.26. Synthese d'oligoTEAs.2871 (i) Addition thiol-éne : dithiol, DMPA, hv, MeOH. (ii) Addition de Michael : acrylamide
allylique, Me;PhP, MeOH. (iii) Etape de clivage.

Constitué d’une chaine perfluorée portant une unité clivable en fin de synthése, le support
fluoré permet des réactions en solution dans les solvants classiques tout en facilitant les étapes de
purification.[?®® 2°% Celles-ci se déroulent sur une colonne de silice perfluorée en deux étapes (Figure
1.27). Un premier lavage est effectué avec un solvant fluorophobe, éliminant avec lui les impuretés et
les réactifs en exces. Dans un second temps, un lavage avec un solvant fluorophile est réalisé, qui
emmene avec lui la chaine fluorée porteuse de I'oligomére synthétisé. La mise en ceuvre est donc
relativement facile et présente de nombreux avantages, a la fois de la synthese en phase liquide et des
purifications simplifiées.
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Figure 1.27. Protocole général pour I'étape de purification lors d'une synthese itérative sur support fluoré.!88l (i) Introduction
du mélange réactionnel sur la silice fluorée. (ii) Elution de la fraction organique par un solvant fluorophobe. Les impuretés et
réactifs en excés sont éliminés. (iii) Elution de la fraction fluorée par un solvant fluorophile. Les chaines en croissance sur le
support sont récupérées.

4.3. ’approche chimiosélective (« AB+CD »)

Les approches décrites précédemment présentent toujours un inconvénient majeur : elles
sont peu économes en produit puisqu’elles nécessitent au moins une étape dans des conditions de
large excés. C'est pourquoi I'utilisation de deux réactions chimiosélectives est maintenant tres souvent
privilégiée. C'est 'approche « AB+CD », qui répose sur deux comonomeres hétérobifonctionnels. Ainsi,
la fonction C d’un monomere ne réagit qu’avec la fonction A du second et de la méme maniere, la
fonction B de celui-ci ne réagit qu’avec la fonction D du premier (Figure 1.28). Ce concept méme de
chimiosélectivité a été formalisé par Barry M. Trost dans les années 80 dans un souci d’efficacité et
d’économie des atomes dans les réactions chimiques.'?°> 2°3l Adapté au domaine des polymeéres, ¥ i
permet aujourd’hui de réaliser chaque étape d’une synthése itérative dans des conditions raisonnables
en termes de quantités de matiere tout en se préservant des étapes de déprotection ou d’activation
d’autres stratégies.

COD BCA
Qo7 $oo () o0 00800
Figure 1.28. Stratégie générale pour I'approche « AB+CD ».[19] (i) et (ii) Etapes de couplage. (iii) Etape de clivage.

La synthése de peptoides a séquences contrélées en 1992 par Zuckermann représente la
premiére utilisation de ce principe en synthése itérative en phase solide.l?® Alors qu’ils étaient a
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I'origine synthétisés grace a la méthode de synthése peptidique en phase solide classique,'**® ces
polymeéres peuvent également étre issus de deux réactions chimiosélectives (pour Zuckermann, il s’agit
d’une approche par submonomeres) : dans un premier temps, un couplage a lieu entre une amine
secondaire et I'acide bromoacétique, puis, I'a-bromoacétamide généré peut réagir avec une amine
primaire par un déplacement nucléophile, résultant en la formation de I'amine secondaire utile a la
premiere étape (Figure 1.29). Les peptoides sont faconnables a volonté de par l'infinie variété des
groupements latéraux qu’il est possible d’insérer dans la chaine, pouvant leur donner de trés
intéressantes propriétés chimiques, physiques ou biologiques.?”2°! Notamment, des interactions
intra- et interchaines donnent a ces polyméres des structures secondaires et tertiaires?®” 3% et une
activité biologique résultante trés prometteuses pour des applications pharmaceutiques. 2% 302
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Figure 1.29. Synthése de peptoides.29] (i) Amidification : acide bromoacétique, DIC, DMF. (ii) Déplacement nucléophile : amine,
DMF. (iii) Etape de clivage.

En 2009, Lutz utilise également une approche « AB+CD » sur support soluble pour la synthése
de poly(triazole amide)s & séquences définies.®® Cette synthése fait intervenir quatre fonctions
réactives impliquées dans deux réactions chimiosélectives, un couplage peptidique entre un acide
carboxylique et une amine primaire et une cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre entre
un alcyne et un azoture. Cette voie de synthese est, dans les années qui suivent, étudiée plus en détails
(voir 1.5.1).

La stratégie des submonomeres a été récemment adaptée par Du Prez pour la synthése
d’oligoméres & séquences contrdlées basée sur la chimie des thiolactones.®%! Les oligo(thioéther
amide)s sont issus d’une aminolyse entre la thiolactone fixée a la résine et une amine primaire formant
une liaison amide, puis d’une extension de chaine entre le thiol résultant de I'ouverture de la
thiolactone a I'étape précédente et une fonction vinyle ou bromure d’un monomere portant
également une thiolactone, menant a I'obtention d’une liaison thioéther et a la restauration de la
thiolactone terminale (Figure 1.30.a). Cependant, la premiére étape donnant lieu a la formation de
ponts disulfures, le protocole a d{i étre amélioré (Figure 1.30.b).E% ’amine primaire de la premiére
étape est donc remplacée par un alcool aminé et un acrylate ou un acrylamide qui réagit
immédiatement avec le thiol formé afin d’attaché le groupe pendant. L'étape d’extension de chaine se
fait par réaction entre la fonction hydroxy du bout de chaine et un monomére de type a-isocyanato-y-
thiolactone permettant la formation d’une liaison carbamate et la réinstallation de la thiolactone
finale. Ce nouveau protocole méne donc a des oligo(carbamate amide)s a séquences contrélées donc
la synthése peut méme étre automatisée.!3%!
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Figure 1.30. Synthéses d'oligomeres a séquences contrdlées basées sur la chimie des thiolactones. a.13%! (i) Aminolyse : amine,
DCM. (ii) Extension de chaine : a-vinylo-y-thiolactone ou a-bromo- y-thiolactone, Me,PhP, H.0, DMF. (iii) Etape de clivage.
b.13%I (i) Aminolyse et fonctionnalisation : alcool aminé, acrylate ou acrylamide, CHCls. (ii) Extension de chaine : a-isocyanato-
y-thiolactone, DBTDL, CHCls. (iii) Etape de clivage.

L'équipe de Jean-Frangois Lutz diversifie également les stratégies chimiosélectives pour la
synthése de différentes structures d’oligomeéres a séquences définies. Par exemple, il décrit en 2015 la
synthése de poly(alcoxyamine amide)s grace a deux synthons: un anhydride d’acide symétrique
portant des fonctions bromures et un monomere portant une amine primaire et un radical
nitroxyle.2%! Les deux réactions orthogonales impliquées sont donc une amidification entre I'amine et
I’anhydride et un couplage radicalaire entre le nitroxyle et le carbone bromé (Figure 1.31.a). Un code
binaire peut étre inscrit sur ces polymeéres grace a I'utilisation de deux différents anhydrides. Un 0 est
inscrit lorsque que les carbones en alpha des bromes portent un groupement méthyle et un proton
alors que lorsque qu’il s’agit de deux groupements méthyles, ce sera un 1. Cette classe de polyméres
constitue une référence dans les polymeres contenant de I'information étant donnée la facilité avec
laquelle il est possible d’inscrire ce code le long de la chaine rapidement, puis de le lire par une simple
analyse en spectrométrie de masse en tandem (voir 1.6.1.2).5%! Des essais sur différents types de
supports (solides comme solubles) ménent a la synthése en six étapes d’une librairie de 8 pentaméres
contenant 3 bits (trois 0 ou 1) d’information ainsi que de chaines un peu plus longues codant pour un
octet (8 bits). Par la suite, I'optimisation par différentes méthodes permet d’augmenter encore la
quantité d’information codée : jusqu’a 10 bits par une méthode convergente,?” et méme 24 et 32
bits (les mots « CMP » et « CNRS » en langage ASCIl) grace a une polymolécularité induite par un
mélange de chaines de différentes longueurs.3%!
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Figure 1.31. Synthéses d'oligoméres a séquences contrélées basées sur les liaisons alcoxyamines. a.3%I (i) Amidification :
anhydride d’acide bromé, DIPEA, HBTU, THF. (ii) Couplage radicalaire : amino-TEMPO, CuBr, MesTREN, micro-ondes a 40°C,
DMSO. (iii) Etape de clivage. b.3%! (i) Couplage phosphoramidite et oxydation : monomére, tétrazole, ACN ; I, 2,6-lutidine,
THF/H0. (ii) Couplage radicalaire : monomeére nitroxyle, CuBr, MesTREN, DMSO. (iii) Etapes de clivage et de déprotection.

En 2016, laméme équipe présente la synthése de poly(alcoxyamine phosphodiester)s encodés
sur le méme principe. Cette fois-ci, le radical nitroxyle est associé a un groupement hydroxyle alors
gue le second monomere contenant I'information a encoder porte d’un c6té le méme bromure d’alkyle
gue précédemment, et de 'autre co6té une phosphoramidite. Les deux réactions mises en jeu (Figure
1.31.b) sont donc a nouveau un couplage radicalaire entre le nitroxyle et le carbone bromé et un
couplage phosphoramidite (voir .2.1.3.1).53%

De maniere évidente, le développement de méthodes reposant sur I'approche « AB+CD »
facilite la synthése de polymeéres a séquences définies rapide et représente donc une avancée majeure
dans ce domaine, notamment en considérant les polyméres dits « numériques », contenant de
I'information le long de leur chaine.

5. Les chimies « click » pour la synthese de polymeéres a séquences contrdlées

Afin que ces différentes stratégies de synthese soient mises en place, il est nécessaire de
définir quelle chimie sera utilisée dans chaque cas, ce qui donne également une idée de la structure
finale du polymeére obtenu. Parmi les outils a disposition, un type de chimie émerge depuis le début
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des années 2000, en particulier dans le domaine des polymeéres a séquences définies : il s’agit des
chimies dites « click ».

Introduit en 2001 par K. Barry Sharpless,% 311 |e concept de chimie « click » repose sur
plusieurs principes.31% 313 |es réactions doivent étre stéréospécifiques, étre modulables, former des
sous-produits inoffensifs qui peuvent étre facilement éliminés, permettre de grands rendements a
grande échelle et étre économes en atome. Il est également souhaitable que les réactifs de départs
soient disponibles au préalable, que les conditions de réactions soient le plus simple possible, et
gu’elles ne nécessitent que tres peu de solvant, voire aucun solvant, et enfin, que les produits finaux
soient facilement isolés. Certaines réactions ne remplissent pas tous ces criteres mais peuvent tout de
méme étre assimilées a la chimie « click » si elles n’en occultent qu’un par exemple. Cette chimie a
depuis pris de I'importance et s’est implantée dans de nombreux domaines,®*432!! |iés notamment aux
polyméres,3?2 dont certains ont déja été discutés, comme la synthése d’oligopeptides et
d’oligonucléotides,?> 324 de dendriméres?> 3% ou encore de bioconjugués.® 1123271 | "ytilisation est
telle que le développement de la chimie « click » est vu par certains comme un nouvel idéal.* 328
Parmi les réactions éligibles a I'appellation « click » ou proches, trois familles principalement sont
retrouvées dans le domaine des polyméres a séquences définies.[3?

5.1. La cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre

La premiére et sans doute la plus utilisée et étudiée de ces réactions est la cycloaddition
alcyne-azoture catalysée par le cuivre (CUAAC pour copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition),
inspirée de la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen,®*! et améliorée simultanément par K. Barry
Sharpless®1 311 et Morten Meldal®3% 331 gu début des années 2000. Comme l'indique son nom, elle
implique des fonctions azoture et alcyne et est catalysée par le cuivre (l), qui assure un meilleur
rendement et une plus grande réactivité pour former un triazole.!33? Cette réaction a trés vite été
utilisée pour la synthése de polymeéres,®333%! son efficacité étant un avantage majeur, menant a la
synthése de structures complexes et parfaitement définies.!*3® La CUAAC est donc bien évidemment
utilisée dans des stratégies itératives en solution ou supportées, avec des groupements protecteurs ou
bien combinée avec d’autres réactions dans des approches orthogonales.

Un exemple de cette utilisation est la synthése de polymeéres a séquences contrélées par une
méthode itérative divergente/convergente faisant intervenir des groupements protecteurs./*o!
Comme décrit précédemment (voir 1.3.3.3), un monomere dont les deux fonctions réactives sont
protégées et sélectivement déprotégés aux deux extrémités, donnant deux intermédiaires différents
monoprotégés pouvant alors se coupler pour former un dimere diprotégé avec les mémes
groupements que le monomere d’origine. Il peut alors subir les mémes étapes de déprotection
sélective et couplage a répétition jusqu’a former la structure désirée avec la taille de chaine souhaitée.
Cette méthode permet principalement d’obtenir des structures périodiques mais avec une croissance
rapide puisque chaque étape double la taille de la chaine. Par cette technique, des syntheses
d’oligotriazoles ont été effectuées a partir d’une grande variété de segments comme des
oligoéthers,!337: 3381 des sucres,33% 340 des époxydes,[*°% 341 des nucléotides,**?! des polymérest*! ou
des hydrocarbures.?’> 3% |3 méthode a méme été automatisée,?*! menant a une échelle aux
alentours du gramme.

Un autre exemple de I'utilisation de la CUAAC dans le domaine des polyméres a séquences
controlées est la synthése de polymeres a séquences définies via une approche « AB+CD » ne faisant
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donc plus appel a des groupements protecteurs. Le groupe de Lutz a ainsi combiné la CuAAC a un
couplage peptidique pour former des oligo(triazole amide)s contenant de I'information numérique
sous la forme d’un code binaire. Les deux réactions mettent donc en jeu des monoméres porteurs
de fonctions alcyne (A) et acide carboxylique (B) pour I'un, et amine (C) et azoture (D) pour l'autre. Le
monomere AB est alors codant (0 ou 1) alors que le monomeére CD n’est qu’un simple espaceur (Figure
1.32.a). De cette maniére, une bibliothéque de pentaméres (codant pour 3 bits) est obtenuel*¥ puis,
par une chimie combinatoire a partir de triméres (codant pour 2 bits), des chaines plus longues (1
octet) sont synthétisées.3*! En se basant sur ce principe également, Delphine Chan-Seng, dans la
méme équipe, introduit des unités naturelles dans la chaine grace a une étape supplémentaire
impliquant des acides aminés (Figure 1.32.b).B43%! Un oligomére contenant a la fois des unités
purement synthétiques et des unités naturelles est donc obtenu, montrant la versatilité de cette
synthése quant au choix des synthons.
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Figure 1.32. Syntheses d'oligo(triazole amide)s. a.[*4 (i) Amidification : monomére, PyBOP, DIPEA, DCM. (ii) CUAAC : monomeére,
CuBr, dNbipy, THF. (iii) Etape de clivage. b.347 (i) et (ii) Amidifications : monomére, HBTU, HOBt, DIPEA, DMF. (iii) CuAAC :
CuBr, PMDETA, DCM. (iv) Etape de clivage.
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Des polymeres a séquences contrbolées peuvent également étre obtenus par addition
d’oligopeptides ou d’oligomeres hétérotéléchéliques avec des fonctions terminales alcynes et
azotures. La CuAAC permet une ligation entre des segments qui jouent le réle de macromonomeéres.
En particulier, il est courant de combiner cette réaction a une synthése par ATRP, menant a des chaines
longues de tailles et structures primaires contrdlées.[198 327. 350,351 | e triazole formé peut également
induire une conformation dans I'espace, donnant des structures secondaires et tertiaires qui imitent
des composés naturels.[352-3%]

Une autre utilisation courante de la CuAAC consiste en la post-modification apres
polymérisation. Il suffit pour cela d’incorporer I'un des deux groupements nécessaires a la réaction
dans la chaine pendant la polymérisation afin de pouvoir par la suite venir y attacher des chaines
latérales par exemple.?*®! || est possible, par ce procédé, d’introduire des sucres, formant des
glyopolyméres, 19 3573631 des désoxyribonucléosides,**¥ des oligopeptoides,®'> 34 ou des chaines
PEGI19 266, 268] o) polystyréne,%! entre autres. Cette technique est aussi utilisée pour contréler la
cyclisation!33% 366-368] g |e repliement de chaines polyméres par la création de liaisons covalentes a
différents niveaux, permettant I'obtention de formes complexes. %% 369
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Cependant, malgré les nombreux avantages que présente la CuAAC, certains inconvénients
demeurent, comme la possible explosivité des composés portant le groupement azoture en cas de
masse moléculaire basse®*”” ou encore la difficulté a éliminer le cuivre qui catalyse la réaction mais qui
peut ensuite former un complexe avec les triazoles obtenus.*’Y! C’est pourquoi d’autres réactions
correspondant au mieux aux critéres de la chimie « click » mais ne présentant pas ces problémes
(absence de métal, pas de composés explosifs) sont également développées.

5.2. Les chimies basées sur les thiols et thiolactones

Les réactions de couplage faisant intervenir une fonction thiol par exemple sont un bon
compromis. Méme si elles ne respectent pas tous les critéres de la chimie « click », elles en sont tres
proches et sont par conséquent parmi les plus utilisées. Par exemple, I'addition thiol-éne, connue
depuis le début du 20 siécle,7?! qui met en jeu un thiol et un alcéne, est un trés bon candidat a la
synthése de polyméres a séquences définies. Malgré la possibilité des réactions secondaires (la
formation d’un pont disulfure par exemple), cette réaction est rapide, insensible a I’eau ou aux acides,
efficace et versatile.®? Ainsi, plusieurs applications dans le domaine des polyméres a séquences
controlées font appel a cette réaction. L'utilisation de I'addition thiol-€ne dans une synthese
multicomposants?’> 27! (voir 1.4) ou la synthése d’oligothiolétheramides par Alabi?87-2% grace a une
aproche « AA+BC » (voir .4.2) en sont des exemples déja présentés précédemment. Bowman rapporte
en 2015 la synthése d’oligoméres portant des bases nucléiques se reposant également sur cette
réaction avec une approche « AB+AB ».B73

De maniere similaire, I'addition thiol-yne, qui fait intervenir cette fois-ci un thiol et un alcyne,
permet la synthése de polyméres portant des fonctions latérales définies localisées précisément,®’4
mais aussi de polymeéres a séquences contrdlées fonctionnels avec différentes topologies.7> 376! || est
notamment possible d’obtenir grace a cette technique des polymeéres portant une nouvelle fois des
bases nucléiques. Méme si son étude est encore assez jeune dans le domaine, cette réaction présente
les avantages d’étre rapide et libre de toute stratégie de protection ouvrant la voie a la synthése de
polymeéres a séquences contrdlées a une grande échelle.[*3%

En outre, puisqu’il est question de fonctionnalisation, il est notable que ces réactions faisant

intervenir des thiols, et particulierement I'addition thiol-éne, sont également utilisées pour des aspects
de post-modification ou de cyclisation.[10% 341 356 377-3811 A |3 maniére de la CUAAC, 'une des deux
fonctions réactives est incorporée au squelette d’'un polymeére pour pouvoir par la suite réagir avec la
fonction complémentaire afin de fixer une chaine latérale ou de créer une liaison covalente
intramoléculaire. Cette technique permet notamment d’intégrer une nouvelle fois des unités sucres

pour former des glycopolyméres, 363 382386 antre qutres.

Bien que les thiols présentent beaucoup d’avantages les rendant trés utiles en synthese
organique ou de polymeres, il existe beaucoup d’inconvénients, tels que leur instabilité face a la
formation de ponts disulfures ou, tout simplement, leur odeur incommodante, qui incitent a recourir
a d’autres méthodes comme une stratégie de protection, et de déprotection in situ.**” La voie utilisée
par le groupe de Du Prez, en passant par une thiolactone (voir 1.4.3), est un trés bon exemple de cette
technique couplée a une approche « AB+CD » menant a des polyméres a séquences définies. 303305 379]
La simple ouverture du thioester cyclique libére la fonction thiol qui peut alors subir la réaction
d’addition. Preuve de sa démocratisation, d’autres groupes utilisent également I'aminolyse de la
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thiolactone pour la synthése de polyméres a séquences-contrélées,*! et notamment celui de Hong
avec des motifs répetitifs.[388392

5.3. L'utilisation de réactions de Diels-Alder

Bien qu’elle puisse étre considérée comme une réaction « click » efficace et qu’elle ait déja
servi a 'obtention de structures macromoléculaires fonctionnelles, complexes et précises,3°34% ce
n’est que récemment que la réaction de Diels-Alder a commencé a étre utilisée comme outil pour la
construction de séquences définies.3? Connu depuis la fin des années 1920, ce type de réactions, qui
valut a ses inventeurs Otto Diels et Kurt Alder le prix Nobel de Chimie en 1950, est I'un des plus
communément utilisé en chimie organique.®°* La cycloaddition a lieu entre un diéne riche en électrons
et un dienophile qui est lui pauvre en électrons. L'une des particularités de cette réaction est sa
réversibilité (retro-Diels-Alder) qui peut étre contrélée par la température. Celle-ci est utilisée pour la
synthése de polymeéres a séquences controlées, notamment pour la fonctionnalisation et la cyclisation
d’oligopeptoides en couplage avec I’addition thiol-&ne.37® 38 381 Mais Barner-Kowolik est le premier &
incorporer un protocole de Diels-Alder par photochimie,*%? 4% ce qui ne nécessite pas forcément de
hautes températures ou d’exces de réactifs et est donc moins colteux, dans la synthese de polyméres
a séquences définies, et ce, sans support ni template. Il décrit ainsi en 2015 la synthéese de décameéres
parfaitement isomoléculaires de maniére itérative en partant d’'un coeur bifonctionnel dimaléimide
(Figure 1.33).1492 | ’extension de la séquence a donc lieu dans deux directions. En alternant les additions
photoinitiées de deux monomeres hétérobifonctionnels portant des dienes et des diénophiles, une
structure alternée est obtenue. Cependant, I'un des deux monoméres présente une fonction
maléimide qui nécessite d’étre protégée, obligeant une étape supplémentaire de déprotection dans
les itérations.
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Figure 1.33. Stratégie pour la synthése de décameéres alternés par des réactions de Diels-Alder photo-induites.[02 (i) et (ii)
Ajouts des monomeéres 1 et 2. (iii) Déprotection des maléimides terminaux.

Plus récemment, la synthése de polyméres a séquences contrblées par la température a été
rapportée en utilisant la réaction rétro-Diels-Alder.*** ['approche est élégante : une chaine de
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polystyrene est synthétisée par ATRP a 40°C en présence d’un second monomeére dont une fonction
maléimide est protégée par un furane. Lorsque la température est volontairement augmentée a 110°C,
le maléimide est déprotégé en suivant un schéma de rétro-Diels-Alder et le second monomere
s’intégre dans la chalne pour former des segments hétérogénes. En controlant simplement les cycles
de températures, l'insertion des maléimides et donc la structure de la chaine sont contrélées. Cette
approche est similaire a celle utilisée pour la mono-insertion de maléimides N-substituées présentée
précédemment (voir 1.3.2), seulement le contrdle cinétiquel*® 1% faijt place & un contréle par la
température.

6. Séquencage et applications des polymeéres a séquences définies

6.1. Les techniques de séquencage des polymeres a séquences définies

Il est clair que d’énormes progres ont été réalisés ces dernieres décennies quant aux
techniques de synthese de polyméres a séquence définies, fonctionnels ou contenant de I'information.
C’est également le cas dans le domaine du séquencage de ceux-ci, c’est-a-dire la lecture de la séquence
synthétisée.”’ Annoncée en 2001, la réalisation de la cartographie compléte du génome humain!#°> 46!
est un tournant dans le domaine de la génomique, de méme que le projet ENCODE,“%”! qui vise 3 lister
tous les ingrédients nécessaires dans ce génome pour la construction de tous les types de cellules du
corps humain. Ces études pourraient influencer et révolutionner la recherche et les technologies du
218%™ siécle.*®! En fait, c’est depuis les premiéres découvertes sur les structures des
biomacromolécules dans les années 1940 que persiste ce besoin de déchiffrer les séquences qu’elles
contiennent. Et des techniques historiques qui ont été développées pour la lecture du code de ’ADN
ou de la structure primaire des protéines sont nées des méthodes plus modernes qui permettent
aujourd’hui ces révolutions dans la génomique, mais aussi le séquengage des nouvelles générations de
polymeéres a séquences définies synthétiques, dont les structures sont parfois aussi complexes que les
biopolymeéres, réduisant ainsi la frontiére entre les disciplines."’

6.1.1. Les techniques historiques pour le séquencage basées sur les biopolymeres

Les premieres études sur les structures primaires des polymeres s’appliquant en trés grande
partie aux biomacromolécules, les premieres techniques de séquencgage apparues a la fin des années
1940 concernent logiquement celles-ci. Pehr Edman/*®® et Frederick Sanger®® (qui obtient le prix
Nobel de Chimie pour ces travaux en 1958) présentent au début des années 1950 des méthodes pour
séquencer des peptides. Dans les deux cas, le systéme repose sur des modifications des fins de chaines
qui sont ensuite soumises a un clivage acide. La terminaison aminée est modifiée avec un marqueur
identifiable qui facilite le séquencage. Chez Sanger, le clivage mene a une fragmentation et |'analyse
des fragments permet de reconstruire la séquence alors que chez Edman, seul le premier acide aminé
(celui relié au marqueur) est détaché et analysé : le procédé est donc répété jusqu’a déchiffrer toute
la séquence. Pour les deux méthodes, des progres significatifs ont été fait surtout au niveau des
techniques d’analyse a disposition pour les fragments, et notamment la spectrométrie de masse.!*'*
4151 par |a suite, Sanger s’oriente vers le séquencage de ’ADN en utilisant un complexe enzymatique
présent dans la réplication de ’ADN, ’ADN polymérasel*® 417! (j| obtient pour ces travaux un second
prix Nobel de Chimie en 1980 avec Walter Gilbert qui développe au méme moment une autre méthode
qui repose sur la dégradation chimique sélective du brin!®)). L’ADN polymérase permet de créer des
copies incompléetes de la séquence. Quatre synthéses ont lieu en parallele pour lesquelles a chaque
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fois I'un des nucléotides incorporés est marqué et donc reconnaissable lorsqu’il est inséré sur la chaine
selon le template. Chacune des quatre synthéses donne donc les positions de I'une des quatre bases,
et en combinant le tout, la séquence est retrouvée. La méthode de Sanger domine le domaine du
séquencage de I’ADN pendant de nombreuses années. Mais, peu fiable pour des chaines longues, elle
est renforcée par le développement d’inhibiteurs de fin de chainel**® puis par leur marquage par

fluorescence.!*?%

Ces derniéres décennies, de nouvelles techniques sont investiguées pour rendre le séquencage
des biopolymeéres possible.*?Yl En particulier, I'intérét est porté sur des méthodes non destructrices.
Dans les années 1990, Kasianowicz montre expérimentalement qu’un brin d’ADN peut étre conduit a
travers un nanopore biologique (en I'occurrence, un nanopore de protéine, I'a-hemolysine) intégré a
une bicouche de lipide. Celle-ci a un role de membrane qui sépare deux milieux. Un courant électrique
induit un mouvement des espeéeces ioniques d’'un milieu a un autre en passant par le seul chemin
disponible : le nanopore. Lorsqu’il passe dans ce nanopore, le brin d’ADN analysé provoque un blocage
du courant dans le conduit (Figure 1.34).1422 || est ensuite observé que des homopolyméres et
copolymeéres d’ADN ou d’ARN peuvent étre différenciés par le nanopore en comparant par exemple
I’amplitude du blocage du courant.“?®! Chaque base de la séquence interagit différemment avec le
nanopore, ce qui induit un blocage caractéristique du courant. Elle peut ainsi étre distinguée, et la
séquence déchiffrée.[*?* Par la suite des nanopores synthétiques sont essayés pour remplacer les
nanopores de protéines, avec un certain succes qui ameéne une potentielle versatilité dans les

structures et de fonctionnalités de nanopores possibles pour ces études. 1% 4254271

polymére analysé

o membrane H

nanopore

flux d’ions

t

Figure 1.34. Séquencage d'un brin d’ADN grdce a un nanopore.”! Le courant est bloqué au passage de chaque base créant des
évenements caractéristiques qui permettent de remonter a la séquence du brin étudié.

6.1.2. Des nouvelles techniques de séquencage adaptées aux polymeéres synthétiques

Du co6té des polymeres synthétiques, certaines techniques d’analyse, comme Ia
chromatographie d’exclusion stérique (SEC pour size-exclusion chromatography), ne sont réellement
utiles que pour déterminer la polymolécularité et la masse moléculaire moyenne des chaines
synthétisées. Le séquencage des polymeéres a séquences contrélées synthétiques requiert donc le
développement d’autres outils de caractérisation plus précis. Evidemment, des techniques basées sur
la dégradation controlée des macromolécules comme c’est le cas dans les méthodes de Edman et de
Gilbert pour les biopolymeres peuvent étre adaptées aux polymeres synthétiques. Différentes
méthodes comme les dégradations oxydatives, enzymatiques, hydrolytique ou thermiques ont été
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examinées pour l'analyse de séquences.*®%31 D’autres méthodes connaissent ensuite leur
avenement.

Par exemple, la spectroscopie RMN donne des résultats satisfaisants pour des structures et
des tacticités de copolymeéres.*3% 433 Les analyses en RMN H, 13C et en deux dimensions, basées sur le
principe que la résonance de chaque unité monomeére est basée sur l'influence de ses unités
voisines*3* %3] permettent de recouvrer des structures relativement simples comme des copolyméres
statistiques, a blocs, gradients ou alternés, mais pas forcément des structures primaires plus
complexes.® Les analyses RMN permettent cependant de procéder & un suivi d’incorporation d’unités
monomeres au cours d’une polymérisation, comme cela est le cas pour les maléimides dans une chaine
polystyréne dans le groupe de Lutz.[18191 198 2031 par jjlleurs, Colquhoun parvient, lui, a analyser des
polyimides a I'aide de ce qu’il appelle des pinces moléculaires.!**® Les interactions entre celles-ci et les
unités de la séquence provoquent un déplacement du signal de I'imide qui peut donc étre intégré et
analysé. Ces techniques restent en revanche limitées a des microstructures localisées ou a des chaines
courtes.

Une analyse complémentaire peut cependant aider a retrouver la position sur une chaine
copolymeére plus longue des microstructures étudiées grace a I'effet Kerr.®! Consistant en une mesure
en solution diluée de la biréfringence du polymére sous un champ électrique extérieur, cette technique
mene, avec le coefficient de Kerr obtenu, qui dépend de la polarisabilité globale de la chaine, a la
microstructure totale de séquence. Cette méthode a permis a I'équipe de Tonelli de séquencer
différents copolymeéres de styrénes d’abord,!**”! puis d’autres structures chimiques depuis.!*3#!

La technique des nanopores est également adaptée a I'analyse de polymeres synthétiques,
ioniques ou non. Le groupe de Kasianowicz parvient a différencier des chaines PEG de différentes tailles
en 1996 par exemple, toujours en observant la différence d’amplitude et de durée des événements de
blocage créés par les chaines courtes ou longues.*3>*4! Depuis, I’équipe de Jan C. Behrends travaille a
affiner ces analyses en haute résolution en étudiant des mélanges de PEG avec des distributions de
tailles toujours plus resserrées,** 442 en jouant sur les conditions d’analyses notamment. Leur intérét
est désormais porté sur les événements rencontrés dans les nanopores avec des polymeéres de
précision et des polyméres & séquences définies.!*43 444

Pour ceux-la, une autre méthode est déja utilisée. Les progres colossaux des années 1980 sur
les techniques d’analyse par spectrométrie de masse ont permis d’accéder a une caractérisation rapide
des protéines et cette voie est depuis étudiée pour les polymeres synthétiques. L’electrospray ou la
désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI pour matrix assisted laser desorption
ionisation) couplés a une analyse de temps de vol (TOF pour time of flight) permettent d’obtenir de
bonne résolution pour I'analyse de copolymeéres.!**! Ces techniques sont, de plus, assez douces pour
permettre un séquencage de structures plus complexes par spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS).1*%! Plusieurs étapes d’analyse de masse sont utilisées dans cette technique. Aprés une
premiere analyse en masse, I'ion d’intérét pour I'’étude, qui n’est pas encore fragmenté puisque les
conditions d’ionisation sont douces, est isolé grace a un analyseur quadripolaire puis fragmenté dans
une cellule de collision par un gazinerte, avant d’étre a nouveau analysé par un spectrometre de masse
a temps de vol (Figure 1.35). Dans le cas ou la structure du polymere présente des liaisons faibles, il est
possible de prévoir le chemin de fragmentation de celui-ci. Il est alors aisé d’identifier les fragments
observés sur le spectre de masse et de reconstruire la séquence du polymere. Cette méthode a par
exemple été utilisée par Zuckerman pour identifier la structure primaire de ses peptoides,*”! mais
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aussi plus récemment par le groupe de Laurence Charles en collaboration avec Jean-Francgois Lutz pour
séquencer des polymeéres a séquences définies encodés numériquement de différentes structures,

305, 4481 des poly(alcoxyamine

comme des polyphosphates,?®” des poly(phosphodiester)s,i2%
phosphodiester)s,**! des poly(alcoxyamine amide)s,3%6-308: 4501 des poly(triazole amide)s!*> 346449 gy de
polyuréthanes.l?’> 4514531 yn |ogiciel informatique est méme développé afin d’obtenir en quelques
millisecondes seulement le code de la séquence d’un polymeére a partir de ses spectres de masse en

tandem. >4
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Figure 1.35. Représentation schématique des éléments principaux d'un spectrométre de masse pour analyse en tandem.

6.2. Les applications pour les polymeres a séquences définies

Alors que les approches et les outils pour la synthése de polymeéres a séquences controlées ne
cessent de s’améliorer et qu’il est de plus en plus facile de construire les structures et architectures
souhaitées, les applications, souvent basées sur les propriétés macroscopiques obtenues grace a ce
contréle de la microstructure, sont elles aussi en pleine croissance.l**® La régulation de la séquence
peut étre utile pour apporter certaines propriétés macroscopiques a un matériau, que ce soit sur le
plan mécanique, optique, de la gélation, de la conductivité ou de la dégradabilité par exemple.? 7

Au niveau nanoscopique, les avancées sont également trés intéressantes. Méme si depuis
longtemps, I’étude de I'auto-assemblage des polyméres était limité aux copolyméres a blocs,!**® qui
donnent néanmoins lieu a des nanostructures complexes tres intéressantes, il est important de noter
qgue ces morphologies obtenues avec les copolymeres a blocs sont bien moins contrdolées que celles
qui peuvent étre atteintes par les biopolymeres a séquences définies, tels que les protéines par
exemple.[*7 4581 En effet, leur structure primaire influence leur repliement et leur assemblage dans des
structures secondaires, tertiaires et quaternaires tres précises (voir 1.2.2.1). Il est possible de faire le
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méme constat avec les polynucléotides dont I’hybridation mene a la formation de double-hélices
stables (voir 1.2.1.1.1). Ces derniéres années, ces principes d’auto-assemblage naturels ont été
transmis au domaine de la science des matériaux a travers la création de bioconjugués notamment. %!
L'association de chaines polyméres synthétiques a des segments polypeptidiques ou
polynucléotidiques permet une organisation dans I’espace dans des morphologies utiles (voir 1.2.2.4).
Ces exemples ont ouvert la voie au développement de polymeres a séquences définies entierement
non naturels présentant ces mémes propriétés de repliement ou d’auto-assemblage,!*>°4¢%! avec
comme objectif bien souvent de réaliser des matériaux biocompatibles capables de servir de vecteurs
dans I'organisme, voire bio-fonctionnels pour des applications dans le domaine médical par exemple.

Mais la définition parfaite de la structure primaire peut avoir une autre utilité : le stockage
d’information. Apres tout, c’est le role premier de I'ADN de contenir I'information génétique
nécessaire a la vie sous la forme d’une séquence de nucléotides. Suivant cet exemple, un grand nombre
de groupes se sont lancés dans le stockage d’information numérique au niveau moléculaire, avec pour
objectifs principaux, le gain en densité de stockage et en durabilité.!®! En premier lieu, c’est I’ADN qui
est utilisé.[*66471 En effet, en définissant que chaque base nucléique code pour un bit, a savoir soit un
0 (A et C, en général), soit un 1 (T et G, logiquement), voire pour deux bits (la densité d’information est
alors doublée : A équivaut 3 00, C 301, T a 10 et G & 11 par exemple),#’? il est possible d’écrire un
message sur I’ADN en langage ASCII tout simplement en implémentant les monoméres dans le bon
ordre, a la bonne position. Une synthése chimique est la plupart du temps utilisée, afin de pouvoir
faconner les séquences comme désiré. Le groupe de George M. Church décrit notamment I'encodage
sur des brins d’ADN d’un livre de 53 426 mots au format html, de 11 images au format JPG et d’un
programme JavaScript,“®® puis d’un film directement dans le génome d’une bactérie, qui se transmet
ensuite par hérédité.*”?! Le code peut par la suite étre facilement séquencé et donc lu grace aux
techniques présentées précédemment (voir 1.6.1). L’ADN contenant I'information numérique présente
I'avantage d’étre stable a température ambiante mais il ne I'est pas forcément dans des conditions
plus extrémes, ou sur le plus long terme. C’'est pourquoi le stockage d’information sur des polyméres
a séquences définies synthétiques est désormais largement étudié. Un grand nombre de structures
ont déja été décrites tout au long de ce chapitre.[1l, 266269, 273, 306-309, 346] | o5 polymeéres contenant de
I'information numérique sont étudiés pour plusieurs applications possibles, comme le stockage
ponctuel de données (comme mémoire active),!?> 474476 |e stockage de données sur le long terme (en
tant que mémoire passive)®® 4794771 oy encore une utilisation comme codes-barres moléculaires pour
I'identification!’® ou pour la lutte contre la contrefagon.[273 308, 451, 452, 479]

7. Conclusions

En conclusion, ces derniéres années, le domaine des polymeéres a séquences contrélées est
devenu un axe majeur de la science des polymeéres. De grands efforts de recherche ont été réalisés
pour développer des méthodes et des outils permettant le contréle de [Iarchitecture de
macromolécules et la régulation de la séquence des monomeres de celles-ci, qu’elles soient naturelles
ou synthétiques. Cet aspect montre d’ailleurs le lien étroit entre plusieurs disciplines dans ce domaine
a travers les inspirations biologiques évidentes, mais aussi par les applications multiples et résolument
ambitieuses que ce soit dans le domaine des biotechnologies encore un fois, des matériaux
potentiellement, voire de I'informatique dans le cas des polymeéres a séquences définies contenant de
I'information numérique. Une dimension est donc amplifiée par ce domaine d’étude au sein de la
science des polymeéres : I'interdisciplinarité.
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Les avancées ont été colossales et toutes les structures semblent maintenant accessibles.
Quelqgues points restent néanmoins a améliorer, comme la longueur des chaines atteinte (pour
I'instant, des oligomeres a séquences définies sont majoritairement obtenus, ce qui limite la quantité
d’information qu’il est possible d’encoder), I'efficacité et la rapidité de certaines techniques, la stabilité
de certains composés formés mais aussi des aspects plus dans I'air du temps tels que I'économie
d’atomes et de solvants par exemple.

Le contrdle de la structure primaire des polymeres synthétiques, qui a donc émergé assez
récemment, permet d’atteindre une nouvelle génération de macromolécules et reste ainsi un sujet
porteur de la science des polymeres, trés prometteur en termes de résultats et d’applications futures.
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Optimisation de la synthése d’oligo(triazole amide)s a séquences définies I

1. Introduction

Parmi les structures développées dans le domaine des polymeéres a séquences définies décrites
dans le chapitre I, les poly(triazole amide)s sont des candidats prometteurs de par la connaissance
maintenant assez poussée des différentes réactions mises en jeu pour leur synthese. La liaison amide
est en effet créée lors d’un couplage peptidique entre un acide carboxylique et une amine primaire
tandis que le groupement triazole est le fruit d’une cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre
(CuAAC). Il est donc possible de réaliser leur synthése avec une stratégie itérative supportée de type
« AB+CD »,11% impliquant deux monoméres porteurs de quatre fonctions orthogonales : un acide
carboxylique, une amine primaire, un azoture et un alcyne. Cette méthode présente un avantage
majeur par rapport a une approche de synthése peptidique plus classique qui réside en la
chimiosélectivité des réactions impliquées. En effet, cette derniére permet de se passer de tout un
aspect de la chimie qui a longuement été développé pour la synthése des polypeptides : la chimie de
protection. Ainsi débarrassée d’étapes de protection et de déprotection, la synthése des poly(triazole
amide)s devient plus économe en termes de réactifs, mais aussi de temps.

Cette approche a donc fait I'objet ces derniéres années d’une étude qui a mené au
développement d’un protocole pour la synthése d’oligoméres encodés moléculairement.® 47 En effet,
aprés une premiére série de syntheses d’oligomeres en 2009 sur différents supports, solides ou
solubles,® notre équipe montre, en 2014, la possibilité de synthétiser une bibliothéque de huit
différentes « triades » (des oligomeres contenant trois unités codant soit pour 0, soit pour 1, séparées
par deux unités espaceurs) dont les séquences représentent tous les codes binaires possibles avec ce
nombre d’unités codantes (Figure 11.1).1*4

R=—H ou —CH;

N3/\,(0\/);NH2 © @
~OH —» @ — ~ N/\(o\/);ﬂ
o] N=N R

HOJH/\\\ (@99

R 0 0 0

8 possibilités < 1 1 1 >

Figure Il.1. Schéma général de la synthése de triades de poly(triazole amide)s a séquences définies encodés moléculairement
a@ partir d’une résine Wang.!*1l (i) Estérification. (i) CuAAC. (iii) Amidification. (iv) Etape de clivage.

L'équipe parvient ensuite, grace a une stratégie différente, a synthétiser des chaines plus
longues, contenant un octet d’information, en préparant au préalable des oligomeéres porteurs de deux
unités codantes.’**! Ainsi, grace a une bibliothéque de quatre dyades, le nombre d’étapes nécessaires
a I'obtention d’'une séquence plus longue est divisé par deux (Figure 11.2).
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Figure 1.2. Schéma général de la synthése de poly(triazole amide)s a séquences définies encodés moléculairement par ajouts
successifs de monoméres (a) ou par ligation de dyades (b).[341 (i) Estérification. (ii) CuAAC. (iii) Amidification. (iv) Etape de
clivage.

Ces études montrent que les conditions de synthéese de ces séquences d’oligo(triazole amide)s
sont maitrisées, mais en comparaison avec d’autres structures de polyméres a séquences définies
synthétiques faisant appel a d’autres chimies, ces conditions ne sont pas optimales. En effet,
nombreuses sont les réactions de couplage qui ne demandent que quelques heures, comme c’est le
cas pour les synthéses de polycarbamates,?”® poly(alcoxyamine amide)s**® ou poly(alcoxyamine
phosphodiester)si3%®! décrites dans le chapitre |, et méme parfois quelques minutes, voire secondes
pour étre complétes, telles que celles utilisées dans la méthode phosphoramidite.?°® 267 Dans le cas
présenté cependant, I'étape de couplage acide carboxylique-amine est réalisée en 4h tandis que
|’étape de cycloaddition alcyne-azoture nécessite 20h. Un cycle permettant d’ajouter une unité
codante et un espaceur a la chaine en croissance demande donc une journée complete de synthése,
et I'accés a une séquence codant pour un octet plus d’'une semaine. De plus, dans le cas de la synthése
par ajouts successifs de monomeéres,!*!! |'obtention de chaines uniformes demande parfois la
répétition de certaines étapes, et notamment des couplages peptidiques, allongeant encore un peu
plus la durée totale de la synthese.

Une étude plus poussée des conditions de la synthése itérative supportée des oligo(triazole
amide)s contenant des séquences synthétiques par I'approche « AB+CD » exposée ci-avant, avec
insertion de différents espaceurs et d’une variété de bouts de chaines a donc été conduite dans le but
d’optimiser cette syntheése (Figure 11.3). C'est I'objet de ce chapitre Il.
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Figure 11.3. Concept général de la synthése itérative, orthogonale et supportée des poly(triazole amide)s a séquences définies
contenant des séquences synthétiques. a. Stratégie « AB+CD » étudiée pour la synthése des poly(triazole amide)s. Cette
approche nécessite I'emploi de deux monoméres AB et CD contenant quatre fonctions orthogonales A, B, C et D. b. Structures
des polyméres synthétisés. c. Schéma général pour la synthése itérative des polymeéres. (i) Amidification. (ii) CuAAC. (iii) Etape
de clivage.

2. Syntheése itérative optimisée d’oligo(triazoles amide)s en phase solide

2.1. Stratégie générale

La synthése d’oligo(triazole amide)s par voie itérative sur support solide telle que décrite
précédemment fait donc intervenir deux monomeéres différents porteurs de quatre fonctions
orthogonales. Dans les travaux présentés ici, le premier monomere AB, constituant l'unité dite
« codante », porte les fonctions acide carboxylique (A) et alcyne (B) tandis que le second monomére
CD, qui a un réle d’espaceur, contient les fonctions azoture (C) et amine primaire (D). Ce dernier est
utilisé comme unité intercalante entre les unités codantes et permet, par sa structure, d’aider a
moduler les propriétés macroscopiques des oligomeres obtenus. Dans un premier temps, c’est une
structure des plus simples qui a été utilisée puisque le monomere sélectionné est le 11-azidoundecan-
1-amine (E;, composé II-1), soit une chaine alkyle relativement longue équipée des fonctions
nécessaires. Cette structure a été pensée pour jouer un role réel de séparateur des unités codantes.
Pour ce qui est du bloc AB, c’est I'acide 5-héxynoique qui est utilisé pour I'unité 0, alors qu’il serait
possible d’'imaginer différentes structures dérivées de celui-ci pour I'unité 1.

Un élément majeur d’une synthése supportée est bien évidemment le support choisi. Ici, il
s’agit d’une résine Wang (voir Tableau 1.2) fonctionnalisée au préalable par un acide aminé (en
I'occurrence une phénylalanine) qui permet de présenter une fonction de bout de chaine commode
pour la suite de la synthése: une amine primaire. La résine Wang utilisée a un taux de
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fonctionnalisation relativement peu élevé afin d’empécher au maximum les interactions entre les
chaines en croissance, au cours de celle-ci. En effet, une résine trop fonctionnalisée présenterait une
densité tres importante de chaines en surface et il serait donc de plus en plus compliqué d’atteindre
les sites réactifs a chaque couplage pour la synthése de chaine longues. L’ajout du linker phénylalanine
se fait par une estérification entre I’acide carboxylique de celui-ci et le groupement hydroxyle final de
la résine (Figure I1.4). Afin de prévenir des possibles réactions secondaires, I'amine primaire de la
phénylalanine est protégée par un groupement fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc). L’estérification est
réalisée dans des conditions classiques en présence de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) et de N,N'-
dicyclohéxylcarbodiimide (DCC), et la réaction est répétée deux fois afin d’assurer un rendement, et
donc un taux de fonctionnalisation, maximum. Cet acide aminé est préféré a d’autres pour lesquels la
résine fonctionnalisée est disponible commercialement, comme la glycine, du fait de sa stabilité plus
importante face aux acides. En effet, le faible encombrement de la glycine favorise une hydrolyse acide
par I'acide trifluoroacétique (TFA) par exemple, utilisé au cours de la synthése, qui méne a une
fragmentation de I'oligomeére et a une caractérisation moins facile de celui-ci (en spectrométrie de
masse, des écarts de 57 Da peuvent étre observés).!#5%
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Figure 1l.4. Schéma de la fonctionnalisation de la résine Wang par une phénylalanine protégée par un groupement Fmoc.

La synthese débute donc par une étape de déprotection de la résine, avec I'élimination du
groupement Fmoc, qui libére I'amine primaire terminale a partir de laquelle la croissance des chaines
va étre initiée (Figure I1.5). Cette étape est réalisée en conditions basiques, a I'aide de pipéridine.

- — @
O—@—\ NHFmoc 0—@—\ NH,
(o} (o}
(o) (o)

Figure 1.5. Schéma de la déprotection de I'amine terminale de la résine Wang fonctionnalisée par une phénylalanine.
Conditions : pipéridine dans le DMF (20%).

Le protocole itératif est alors entamé avec un premier ajout d’une unité AB. Le couplage entre
I'amine primaire de la résine et I'acide carboxylique du monomeére est effectué avec I'assistance
d’agents de couplage, en présence d’une base, la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA). Les chaines
présentent alors des fonctions terminales alcynes, qui sont soumises a une cycloaddition alcyne-
azoture catalysée par le cuivre (CUAAC) dans le but d’ajouter un bloc CD intercalant. Cette réaction est
réalisée avec I'assistance de cuivre (I), amené dans ce cas par le bromure de cuivre (CuBr), associé a un
ligand, ici, le 4,4’-dinonyl-2,2’-dipyridyl (dNbipy), sous atmosphére inerte, afin d’éviter que le cuivre (I)
ne s’oxyde en cuivre (Il) et perde ses propriétés de catalyseur. Ces deux étapes de couplage sont alors
répétées a tour de rdle jusqu’a obtention du nombre d’unités et de la longueur de chaine désirés
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(Figure 11.6). Les chalnes sont alors séparées de la résine lors d’'une étape de clivage, en milieu acide
(c’est le TFA qui est utilisé) qui consiste a casser une liaison covalente (en I'occurrence la liaison ester
qui précéde la phénylalanine). L'oligomére synthétisé est alors récupéré en solution et précipité.

:\ij o)
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Figure 11.6. Schéma de la synthése itérative, orthogonale et supportée des poly(triazole amide)s a partir d’une résine Phe-
Wang. (i) Amidification : acide 5-héxynoique (0), agents de couplage, DIPEA, DMF anhydre. (ii) CuAAC : 11-azidoundecan-1-
amine (Ez), CuBr, dNbipy, DMF anhydre. (iii) Etape de clivage : TFA, DCM, 2h.

Cette stratégie, qui reprend les grandes lignes des synthéses présentées précédemment, % %9
est destinée a I'amélioration des conditions de réactions, et notamment a la réduction des temps de
chaque étape, d’ol les quelques changements de réactifs.

2.2. Optimisations pour la synthése des oligomeéres

2.2.1. Premiers essais : nécessité d’apporter des améliorations

Pour les premiers essais de synthése, I'agent de couplage utilisé pour I'étape de formation de
I'amide est I’héxafluorophosphate de (1-cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidénaminooxy)diméthylamino-
morpholino-carbenium (COMU), réputé efficace dans la synthése de polypeptides.’®> 1% Chaque étape
du cycle, couplage acide-amine comme cycloaddition alcyne-azoture, est alors laissée 1h a
température ambiante. Les chaines ciblées contiennent cing unités” (trois unités codantes et deux
unités intercalantes). Cependant, I'analyse en spectrométrie de masse montre de nombreuses
impuretés (Figure 11.7.a) malgré la présence en trés faible abondance du produit désiré (composé 11-2).

* Le terme « unité » utilisé dans cette thése est a différencier des « unités répétitives » généralement discutées
dans le domaine des polymeéres. Ici, chaque unité correspond a un monomeére ajouté, que ce soit un monomere
AB ou un monomere CD. En revanche, une unité répétitive est composée a la fois d’'un monomere AB et d’un
monomere CD. Ainsi, une chaine de cing unités est constituée de trois monomeres AB et deux monomeres CD,
qui peuvent étre assimilées a 2,5 unités répétitives comme la terminologie classique le suggére.
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En particulier, des congéneres de plus faibles masses (Figure I.7.c) ne contenant que deux (Xi), trois
(X2) ou quatre (Xs) unités au lieu de cing sont majoritairement observés preuve que les conditions ne
sont pas optimales pour obtenir des rendements complets a chaque étape. Le rendement global
supérieur a 100% est également un indicateur de la présence de nombreuses impuretés.

Le doublement des temps de réactions (passage de 1h a 2h) ne donne pas de résultats

significatifs et le spectre de masse correspondant (Figure 11.7.b) a exactement la méme allure pour le
composé II-3.
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Figure 11.7. Spectres ESI-HRMS des premiers essais pour la synthese de poly(triazole amide)s (amidification avec COMU). a.

Réactions laissées 1h a température ambiante (11-2). b. Réactions laissées 2h a température ambiante (11-3). c. Structures des
différentes espéces observées.

Si ces premiéres synthéses présentent des points positifs, et notamment |'obtention,
minoritairement, du produit désiré, plusieurs aspects restent a optimiser. En effet, les étapes de
couplage acide carboxylique-amine, et dans une moindre mesure les cycloadditions alcyne-azoture, ne
semblent pas toutes compléetes. Des modifications des conditions de réactions, a commencer par les
agents de couplage utilisés sont donc envisagées. De plus, quelques impuretés supplémentaires sont

visibles, en témoignent les rendements globaux des synthéses, montrant la nécessité d’une étape
finale de purification du produit.

2.2.2. Influence du chauffage par micro-ondes sur I'étape de couplage acide-amine

Les syntheéses qui suivent font finalement intervenir un couple d’agents de couplage, a savoir
un mélange de N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) et d’hydroxybenzotriazole (HOBt).***! Méme si les
congéneres de plus faibles masses sont en quantités moins importantes (un seul contre trois visibles
précédemment), au moins I'une des étapes d’amidification n’a pas entiérement donné satisfaction
(Figure 11.8.a, composé II-4), comme le prouve le pic a 566,4 Da correspondant a une séquence
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tronquée de deux étapes, soit une amidification puis une « click » (Figure 11.8.d). En revanche, et assez
étonnamment, les réactions « clicks » semblent cette fois-ci complétes, sans que les conditions n’aient
été changées.
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Figure 11.8. Spectres ESI-HRMS des essais avec chauffage au micro-onde pour la synthése de poly(triazole amide)s. Les ions
non attribués sont non propres aux échantillons. a. Amidification a température ambiante (lI-4). b. Amidification a 60°C au
micro-onde (II-5). c. Amidification a 40°C au micro-onde (11-6). d. Structures des différentes espéces observées.

Ces derniers probléemes observés sont résolus grace a l'instauration d’un chauffage lors de
I’étape de couplage concernées, a savoir I'amidification. En effet, grace a une chauffe a hauteur de
60°C pendant les deux heures de réaction, le pic a 566,4 Da disparait complétement ne laissant plus
que I'oligomere visé II-5 seul (Tableau II.1), présent sous ses formes protonée et doublement protonée
(Figure 11.8.b). Un essai est méme réalisé a 40°C (composé |I-6), et le spectre de masse présente la
méme allure (Figure 11.8.c), suggérant que cette température est suffisante pour compléter la réaction
en deux heures.

Masse [M+H]*

Echantillon Conditions de couplage m/zi M/ Zexp
11-4 Température ambiante 872,6120 872,6116
11-6 40°C aux micro-ondes 872,6120 872,6099

Tableau I.1. Masses mesurées pour les oligoméres II-4 (amidification a température ambiante) et I1-6 (amidification a 40°C
au micro-onde).

Les structures des différents produits sont confirmées par une analyse en spectrométrie de
masse en tandem (Figure 11.9). Les masses des fragments des ions analysés permettent en effet de
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reconstruire les séquences des produits et sous-produits observés (voir 1.6.1.2), a savoir 0-E;-0-E1-0
pour I'oligomere ciblé, 0-E;-0 pour son congéneére de masse inférieur (0 correspondant a I'unité codant
pour le bit 0 et E; dénotant I'unité intercalaire). Il est, en outre, possible de repérer un chemin de
fragmentation préférentiel pour ces structures, puisque seules deux séries de fragments sont visibles
sur ces spectres, correspondant a la rupture d’une seule et méme liaison, la liaison amide.
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Figure 11.9. Spectres de masse en tandem des ions de m/z 566,4 Da (a) et 872,6 Da (b) observés dans les échantillons I1-4, 1I-5
et II-6. Les pics annotés en gris correspondent a des fragments internes.

L'utilisation des micro-ondes permet un chauffage homogene et efficace du milieu réactionnel,
contrairement a un chauffage par des méthodes conventionnelles qui chauffe d’abord I'extérieur du
réacteur avant d’atteindre le coeur de celui-ci (Figure 11.10). Ces résultats permettent donc de valider
I’emploi des micro-ondes a 40°C pour les étapes de couplage acide carboxylique-amine primaire.

70



Optimisation de la synthése d’oligo(triazole amide)s a séquences définies I

Chauffage conventionnel Chauffage par micro-ondes

Le milieu réactionnel est ciblé
pour un chauffage plus efficace et
plus homogene.

Perte d’énergie due au chauffage
de I'extérieur plutét qu’au centre
du milieu réactionnel, résultant en
une température hétérogéne.

Figure 11.10. Principe du chauffage par micro-ondes. Les teintes bleues référent a des températures basses tandis que les
teintes rouges dénotent des températures élevées.

2.2.3. Réduction des temps de réactions

La réussite de la synthese grace a I'apport du chauffage par micro-ondes pousse a essayer
d’améliorer encore un peu plus les conditions des réactions en essayant de diminuer la durée de celles-
ci.

Ainsi, un essai est réalisé au cours duquel les étapes d’amidification ne sont laissées a 40°C
gu’une heure au lieu de deux. La spectrométrie de masse montre que ce temps réduit de réaction n’est
pas suffisant pour que cette derniere soit compléte, le composé X de masse 565,3 refaisant son
apparition au travers d’un pic a 566,3 Da (Figure 1l.11.a). L'oligomére |I-7 souhaité est tout de méme
toujours visible sous ses deux formes protonée et doublement protonée (Tableau I1.2).

Masse [M+H]*

Echantillon Conditions de synthese m/zu M/ Zexp
11-7 Amidification 1h 872,6120 872,6117
11-8 CuAAC 1h 872,6120 872,6136

Tableau 11.2. Masses mesurées pour les oligoméres II-7 (amidification pendant 1h) et 1I-8 (CuAAC pendant 1h).

De la méme maniére, une expérience a été conduite en réduisant le temps de réaction de la
cycloaddition alcyne-azoture de moitié, la faisant donc durer une heure au lieu de deux. Comme pour
le couplage acide-amine, une impureté a laquelle il manque deux étapes fait son apparition. Méme si
le pic a 566,3 Da n’a qu’une faible intensité, sa présence prouve la dispersité de I'échantillon (Figure
11.11.b, composé II-8).
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Figure I1.11. Spectres ESI-HRMS des essais a temps réduits pour la synthése de poly(triazole amide)s. Les ions non attribués
sont non propres aux échantillons. a. Amidification pendant 1h (II-7). b. CUAAC pendant 1h (1I-8). c. Structures des différentes
especes observées.

Ces résultats montrent finalement la nécessité de conserver des temps de réaction de 2h pour
les deux étapes impliquées dans les itérations de la synthése des oligo(triazole amide)s. Méme si la
durée des cycles ne peut a priori pas étre plus diminuée dans ces conditions, elle reste bien meilleure
que celle des cycles des synthéses réalisées en 2009 et 2014, % qui comptaient une étape de 20h et
une autre de 4h.

2.2.4. Synthese d’une chaine plus longue

L'une des limitations qui peuvent étre apportées par la synthése sur support solide est
I'impossibilité de synthétiser des chaines relativement longues. En effet, lorsque les chaines en
croissance s’allongent, il est possible qu’elles s’entremélent et que, a cause de I'encombrement
gu’elles génerent autour de la bille de résine, les fonctions terminales deviennent moins accessibles.
Cela explique qu’apres un certain nombre d’étapes de couplage, celles-ci puissent ne plus donner des
rendements complets, induisant une dispersité des chalnes. Cette caractéristique étant
particulierement indésirable dans le cas de polymeres a séquences définies, il est important de savoir
s’il est possible de synthétiser des oligoméres de masses un peu plus élevées que celles étudiées
précédemment sans probléme majeur. C’est pourquoi la synthése d’une chaine contenant non plus
cing, mais huit unités (quatre unités codantes et quatre espaceurs, composé I-9) est étudiée, afin
d’observer si I'extension de I'oligomere ne présente pas de soucis de séquence tronquée notamment.

Masse [M+2H]*
Echantillon m/zu M/ Zexp
11-9 696,0307 696,0312

Tableau 11.3. Masse mesurée pour la synthése d’une chaine plus longue (11-9).

Le spectre de masse de cet oligomeére ne présente aucune anomalie (Figure 11.12.a), attestant
de l'uniformité de la chaine. La structure du produit est méme confirmée par I'analyse en
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spectrométrie de masse en tandem (Figure 11.12.b) du pic a 696.0 Da, correspondant a I'espéce II-9
doublement protonée (Tableau 11.3). Les chemins de fragmentation observés sont les mémes que
précédemment, avec des ruptures au niveau des liaisons amides. Méme si une chaine de huit unités
n’est pas encore d’'une masse particulierement élevée, cette étude montre que I'extension de la chaine
est potentiellement possible sans soucis majeur de rendement des derniéres étapes de synthéese.
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Figure 11.12. Spectrométrie de masse pour la chaine plus longue (1I-9) de poly(triazole amide). a. Spectre ESI-HRMS. Les ions
non attribués sont non propres aux échantillons. b. Spectre de masse en tandem de I'ion de m/z 696,0 Da observé dans
I’échantillon 11-9. Les pics annotés en gris correspondent a des fragments internes.

Cependant, un probléme subsiste pour une caractérisation plus poussée. En effet, la solubilité
tres faible dans la plupart des solvants ne permet pas, par exemple, d’analyser les composés
synthétisés en chromatographie d’exclusion stérique par exemple.

3. Amélioration de la solubilité des composés synthétisés grace a un nouvel

espaceur

3.1. Stratégie générale

L'idée est alors de se rapprocher des structures qui étaient présentées dans les études
précédentes, en remplacant I'unité intercalante comprenant une chaine alkyle par un espaceur
contenant une chaine PEG, qui est censée étre plus hydrophile, et donc augmenter la solubilité des
oligomeéres dans I'eau. Ainsi, le monomeére AB utilisé précédemment, I'acide 5-héxynoique (0), est
conservé, mais le bloc CD, le 11-azidoundecan-1-amine (E1), est remplacé par son homologue aux
unités éthyléne glycols, le 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (Ez). En dehors de ce changement
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d’espaceur, les conditions restent les mémes pour les différentes étapes (Figure 11.13). L'étape de
couplage acide carboxylique-amine primaire se fait donc en 2h dans le DMF en présence de DIPEA et
d’un mélange DIC/HOBLt tandis que la CuAAC a lieu sous atmosphére inerte a température ambiante
dans le DMF avec CuBr et dNbipy.
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Figure 11.13. Schéma de la synthése itérative, orthogonale et supportée des poly(triazole amide)s a espaceurs PEG a partir
d’une résine Phe-Wang. (i) Amidification : acide 5-héxynoique (0), DIC, HOBt, DIPEA, DMF anhydre. (ii) CUAAC : 11-azido-3,6,9-
trioxaundecan-1-amine (Ez), CuBr, dNbipy, DMF anhydre. (iii) Etape de clivage : TFA, DCM, 2h.

3.2. Syntheses d’oligomeres

3.2.1. Nouvelles preuves de la nécessité de I'utilisation des micro-ondes

Deux chaines de huit unités sont tout d’abord synthétisées. Dans le premier cas, les étapes
d’amidification ont lieu a température ambiante (composé 11-10) alors que dans le second cas, elles
sont réalisées une nouvelle fois avec chauffage par les micro-ondes a 40°C (composé 1I-11).

Les résultats confirment la tendance décrite précédemment. En effet, la synthese a
température ambiante conduit a une forte dispersité des chaines polymeres due a la présence
d’oligomeéres a séquences tronquées. En particulier, un pic a 551,7 Da sur le spectre ESI-HRMS de
I’échantillon montre I'existence d’un oligomére X auquel il manque deux unités (Figure I1.14.a). Cette
observation est confirmée par I'analyse MS/MS réalisée sur cet ion (Figure 11.14.c). Sur le spectre
correspondant a la synthése aux micro-ondes en revanche, méme si ce pic ne disparait pas, il est
beaucoup moins présent (Figure I1.14.b). C’'est bien le produit ciblé (Tableau Il.4, composé II-11), sous
ses formes doublement protonée a 707,9 Da et triplement protonée a 472,3 Da, qui prédomine
largement. L'analyse en masse en tandem du premier cité confirme la structure obtenue (Figure
I1.14.d). Un bémol subsiste : le pic parasitaire ne disparait pas complétement, ce qui témoigne d’'étapes
incompletes.
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Figure 11.14. Spectrométrie de masse pour les chaines contenant les espaceurs PEG. a. Spectre ESI-HRMS de I'oligomére dont
les amidifications sont effectuées a température ambiante (II-10). b. Spectre ESI-HRMS de I'oligomére dont les amidifications
sont effectuées a 40°C au micro-onde (lI-11). Les ions non attribués sont non propres aux échantillons. c. Spectre de masse en
tandem de I'ion de m/z 551,7 Da observé dans I’échantillon II-10. d. Spectre de masse en tandem de I'ion de m/z 707,9 Da
observé dans I’échantillon 1I-11. Les pics annotés en gris correspondent a des fragments internes. e. Structures des différentes
espéces observées.

Masse [M+2H]*
Echantillon Conditions de couplage m/z m/Zexp
1-11 40°C aux micro-ondes 707,9063 707,9063

Tableau I1.4. Masse mesurée pour la synthése d’une chaine contenant des espaceurs PEG avec les amidifications effectuées
au micro-onde (lI-11).

L'objectif premier de ce changement de structure était le besoin d’améliorer la solubilité pour
permettre une meilleure caractérisation, et notamment par chromatographie d’exclusion stérique,

75



I Chapitre Il

afin de montrer I'uniformité des chaines. Cependant, la solubilité du produit n’est pas significativement
maximisée. De plus, la présence en bout de chaine d’'une amine primaire qui pourrait interagir
fortement avec la colonne de I'appareil empéche une telle analyse. C'est pourquoi il est décidé d’une
part de se limiter a des cycles menant a des oligomeéres avec un nombre impair d’unités, afin d’obtenir
un alcyne terminal, et d’autre part de travailler désormais sur les débuts de chaines qui pourraient
aider avec le comportement en solution des oligomeres.

3.2.2. Optimisation des bouts de chaines dans le but d’améliorer la solubilité

Différentes séries d’oligomeres sont donc synthétisées, terminant a chaque fois par un alcyne
(Figure 11.15). Pour chaque série, trois tailles de chaines sont produites, contenant cing, sept et neuf
unités. Pour la premiére structure (composés II-12), la phénylalanine est conservée en tant que linker
sur la résine, et donc en début de chaine. Pour la deuxiéme série (composés 11-13), celle-ci est
remplacée par une glycine, un autre acide aminé de structure plus simple puisque par rapport a la
phénylalanine, le groupement phényle est abandonné. Cependant, comme décrit précédemment (voir
11.2.1), 'analyse d’oligoméres présentant une glycine peut poser des problémes, du fait de I’apparition
de fragments due a I’hydrolyse acide de la glycine.[*®” La disponibilité d’une résine fonctionnalisée avec
une glycine dans le commerce est en revanche un avantage majeur. Enfin, pour la troisieme série
d’oligomeéres synthétisés (composés 11-14), aucun acide aminé n’est présent en début de chaine. La
synthése a lieu directement sur une résine Wang dont la fonction finale est un groupement hydroxyle.
La premiere étape de la synthése n’est donc pas une amidification entre I'acide carboxylique du
monomere et I'amine primaire de la résine mais une estérification entre I'acide carboxylique du
monomere et I'alcool de la résine. Le cycle reprend ensuite son rythme classique en alternant CuUAAC
et amidifications.
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Figure 11.15. Concept général pour le contréle des bouts de chaines des poly(triazole amide)s a séquences définies contenant

des séquences synthétiques. a. Schéma général pour la syntheése itérative des polymeres. (i) Amidification. (ii) CuAAC. (iii)
Etape de clivage. b. Structures des polyméres synthétisés.
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3.2.2.1. Une phénylalanine en début de chaine

Dans le premier cas, le composé est synthétisé avec un linker phénylalanine. Contrairement
aux résultats précédents, une forte dispersité est observée au fur et a mesure que les chaines croissent.
En effet, des I'oligomere a cing unités, le spectre ESI-HRMS montre que I'échantillon contient, comme
le prouve le pic a 572,3 Da, un congénéere X; de masse inférieure correspondant a un oligomeére de
trois unités (Figure 11.16.a). Le produit visé 11-12-5 est observé sous sa forme doublement protonée a
442,7 Da (Tableau I1.5), a travers un pic de faible intensité. L'échantillon suivant présente les mémes
problémes. L’oligomeére a sept unités II-12-7 est a peine visible a 598,8 Da (Tableau I1.5) alors que les
impuretés, en I'occurrence I'oligomere a cing unités X, et celui a trois unités Xi, sont largement
présents (Figure I1.16.b). En ce qui concerne la séquence a neuf unités 11-12-9 enfin, le scénario est le
méme. Le pic correspondant a celle-ci est a peine observable a 754,9 Da, alors que les impuretés, les
séquences a sept (Xs), cing (X2) et trois unités (X1), sont plus majoritaires (Figure 11.16.c).
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Figure 11.16. Spectres ESI-HRMS des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et une phénylalanine terminale. Les ions non
attribués sont non propres aux échantillons. a. Oligomére clivé apres cing étapes (l1-12-5). b. Oligomere clivé aprés sept étapes
(1I-12-7). c. Oligomere clivé apres neuf étapes (11-12-9). d. Structures des différentes espéces observées.
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Méme si elle n’est toujours pas parfaite, la faible solubilité de ces trois échantillons permet,
apres filtration, de réaliser des analyses en chromatographie d’exclusion stérique. Les résultats
confirment la tendance observée en spectrométrie de masse avec une dispersité (Tableau 11.5)
nettement visible (Figure 11.17), preuve que la synthéese n’est pas au point.

5 unités 3 unités

7 unités

— 11-12-5
— 11-12-7
— 11-12-9]

T T T T
28,0 28,5 29,0 29,5
Volume d'élution (mL)

Figure 11.17. Analyses SEC des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et une phénylalanine terminale (11-12).

Masse [M+2H]* Dispersité
Echantillon m/zu M/ Zexp )
11-12-5 442,7475 442,7477 1,05
11-12-7 598,8373 598,8356 1,08
11-12-9 754,9272 1,08

Tableau 11.5. Masses mesurées et dispersité des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et une phénylalanine terminale (II-
12).

3.2.2.2. Utilisation de la glycine et les problémes en découlant

L'utilisation d’une glycine en tant que linker permet une synthése plus rapide du point de vue
de I'expérimentateur puisque la résine fonctionnalisée est commerciale. La synthése débute donc
directement par la déprotection de I'amine primaire terminale de celle-ci. Cependant, méme si aucun
probléme n’est observé durant les différentes étapes de la synthese, les produits finaux obtenus
(composés 11-13-5, II-13-7 et 11-13-9) sont complétement insolubles, a tel point que la SEC, comme I'ESI-
HRMS sont impossibles. Ces oligoméres ne pouvant pas étre caractérisés, la synthése d’oligo(triazole
amide)s a séquences synthétiques sur une résine fonctionnalisée par une glycine est abandonnée.

3.2.2.3. Un bout de chaine sans linker : le choix de la simplicité

Finalement, un essai est réalisé a partir d’une résine Wang non fonctionnalisée. La présence
des linkers (phénylalanine ou glycine) permettait de débuter la croissance des chaines d’'une amine
primaire, donnant lieu a des cycles de réactions uniquement composés d’amidifications et de CuAAC.
L'absence de linker sur la résine Wang, qui se termine par un groupement hydroxyle, oblige a débuter
par une étape d’estérification pour attacher le premier monomeére portant un acide carboxylique.
Cette étape est réalisée dans les mémes conditions que la fonctionnalisation de la résine par la
phénylalanine protégée (voir 11.2.1), en présence de DCC et DMAP dans le DCM. La synthése itérative
reprend ensuite son cours normal avec une étape de CuAAC suivie d’une amidification.
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Figure 11.18. Spectres ESI-HRMS des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et sans acide aminé terminal. Les ions non
attribués sont non propres aux échantillons. a. Oligomére clivé apres cing étapes (11-14-5). b. Oligomere clivé apreés sept étapes
(1I-14-7). c. Oligomere clivé apres neuf étapes (11-14-9). d. Structures des différentes espéces observées.

Encore une fois, trois oligomeéres de tailles différentes sont synthétisés, contenant cing, sept
et neuf unités. Les spectres de masse de chacun des échantillons montrent que I'oligomeére ciblé est
systématiquement présent (Tableau 11.6), comme en témoignent les pics a 369,2 Da et 737,4 Da (II-14-
5, Figure 11.18.a), 525,3 Da (ll-14-7, Figure 11.18.b) et 454,6 Da et 681,4 Da (ll-14-9, Figure 11.18.c).
Cependant, dans les trois cas, et malgré une étape de lavage des produits finaux par précipitation et
centrifugation dans Et;0, une impureté est visible a 445,1 Da ([X+H]*) et 462,1 Da ([X+NH4]*). Cette
impureté ne correspond a aucun congéneére tronqué des séquences synthétisées.

De la méme maniére que pour les oligomeres dont le début de chaine est une phénylalanine,
il a été possible, aprés filtration, de réaliser une analyse en SEC dans le THF. Celle-ci confirme cette
tendance avec, a chaque fois, la trace de I'oligomeére recherché (Tableau 11.6), accompagné d’autres

especes (Figure 11.19).
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Figure 11.19. Analyses SEC des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et sans acide aminé terminal (11-14).

Masse Dispersité
Echantillon m/zu M/ Zexp P
11-14-5 737,4192 [M+H]* 737,4180 1,08
11-14-7 525,3031 [M+2H]* 525,3017 1,09
11-14-9 681,3930 [M+2H]* 681,3957 1,09

Tableau I1.6. Masses mesurées et dispersité des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et sans acide aminé terminal (II-
14).

4. Analyses de chaines uniques par les nanopores

4.1. Introduction aux analyses par les nanopores

Comme décrit précédemment (voir 1.6.1), une technique d’analyse de polymeres a séquences
définies faisant intervenir des nanopores a fait son apparition dans les années 1990.' Ces objets ont
une structure tridimensionnelle qui présente une cavité dont le diamétre est de I'ordre du nanometre.
lls peuvent étre produits synthétiquement — les nanopores synthétiques sont généralement percés
dans une membrane a base de nitrure de silicium,“®") mais récemment, de nouveaux systémes ont été
développés a partir de graphénel*® 483 oy de disulfure de molybdénel*®* 485 — mais sont également
régulierement issus du milieu biologique. En effet, certaines protéines ont une conformation dans
I’espace qui dévoile un vide en son coeur d’échelle nanométrique. L'intérét de ces objets est que cet
ordre de grandeur de leur diamétre correspond globalement a la taille de molécules, que ce soit des
petites molécules ou certaines dimensions de plus grandes, comme des polymeéres, qui peuvent alors
transiter a travers le pore.!*8 Dans le systéme qui est au centre de cette technique d’analyse, les pores
sont intégrés 8 une membrane qui sépare et isole deux réservoirs.[*”! Les nanopores de protéines sont
donc insérés dans des membranes bicouches lipidiques : ce sont des protéines transmembranaires.
Les deux milieux qui entourent cette membrane, appelés cis et trans, contiennent une solution
contenant des électrolytes, ainsi que des électrodes.*??! Une fois la membrane « peinte » pour séparer
ces milieux, la protéine, qui a été isolée, est ajoutée par le coté cis et s’insere dans la membrane. Une
fois ce passage unique entre les deux réservoirs ouverts, les protéines en excés sont évacuées et un
potentiel électrique peut étre appliqué entre les deux cOtés de la membrane, entrainant un
déplacement des ions présents dans la solution a travers le pore.
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L'analyse de molécules par les nanopores repose sur la mesure de I'intensité de ce courant. En
effet, lorsqu’introduites dans I'un des deux réservoirs, les molécules analysées vont avoir tendance a
également utiliser ce passage entre les deux milieux pour tenter de passer d’'un c6té a l'autre, et ce
d’autant plus si elles sont chargées. Lors de leur séjour au coeur du nanopore, ces analytes interagissent
avec celui-ci, entrainant un blocage du courant électrique qui est visible lors de la mesure. Ainsi, le
nanopore joue en premier lieu un role de détection de I'analyte par I'évenement créé par ce blocage
du courant. Le blocage mesuré du courant électrique induit par la molécule analysée est différent selon
la taille, la structure et la composition de celle-ci, permettant a cette méthode de différencier les
analytes, en plus de les détecter. C’est la base méme de cette technique.*® Seulement cette détection
dépend avant tout de la capacité des molécules a pénétrer dans le nanopore.

Dans les années 1990, les premiéres molécules détectées sont des acides nucléiques.[4?% 439

Ces biomacromolécules chargées dans le milieu subissent un phénomeéne de translocation a travers le
nanopore. Cependant, afin que ce phénomeéne prenne place, il est avant tout nécessaire que les
molécules entrent dans le nanopore. Le taux de capture des analytes par le nanopore est donc un
facteur déterminant dans cette méthode.*®! Ce taux de capture détermine en premier lieu la quantité
de matiére nécessaire a insérer dans le réservoir choisi afin d’obtenir des résultats. En effet, si les
molécules sont en trop faible quantité, leurs entrées dans le pore, et par conséquent les éveénements
enregistrés, se feront plus rares. De la méme maniére, il n’est pas forcément utile d’en ajouter en excés
si ce taux est déja satisfaisant. Il existe plusieurs maniéres d’ajuster ce taux de capture pour optimiser
cet aspect. Tout d’abord, le choix du c6té de la membrane pour I'ajout de I'analyte est important.
Effectivement, lors de son insertion dans la membrane, la protéine qui forme le nanopore, asymétrique
(une extrémité forme un vestibule, plus large, alors que I'autre extrémité est composée du tonneau,
plus étroit), prend la plupart du temps une orientation préférentielle, due a son mécanisme de
formation spatiale lorsqu’elle perce la membrane.*® Cette orientation ameéne le vestibule du
nanopore du coté cis alors que le tonneau ressort par conséquent du coté trans. Des études révelent
gue de ce fait, les phénomenes de translocation des acides nucléiques sont beaucoup plus importants
dans le sens cis>trans que dans le sens trans—>cis.!*®® Cela s’explique a la fois par cette géométrie de
la protéine, qui présente d’'un c6té un large vestibule facilement accessible et de I'autre un tonneau
plus étroit, créant une barriére énergétique, et par la composition méme des polypeptides qui la
constituent, riches en acides aminés qui pourraient favoriser une répulsion électrostatique du c6té

trans, et au contraire pourvus d’acides aminés contribuant a I’attraction des analytes du coté cis.[*! ||
en ressort que pour obtenir un taux de capture plus important, il est nécessaire d’injecter les molécules
a analyser du c6té cis de la membrane. Un autre facteur influant sur ce taux est la valeur de la tension
imposée au systeme. En effet, il existe une relation exponentielle entre le voltage choisi et le nombre
d’événements enregistrés.[*®¥ Cependant, il ne faut pas abuser de ce paramétre car un courant trop
important entraine un nombre croissant de collisions entre les macromolécules et le pore qui peuvent
également induire un blocage du courant ne résultant donc pas de la translocation de ladite

macromolécule. Ainsi, des interférences peuvent étre observées.

Une fois I'analyte capturé par le nanopore, d’autres éléments influent sur la qualité de
I’analyse.*®! Le premier d’entre eux est d’ordre purement géométrique puisqu’il concerne la taille des
objets mis en jeu. Il parait évident que l'intérieur du pore doit étre d’un diameétre plus large que les
ions présents dans le milieu tout d’abord (environ 0,1 nm), mais également plus large que certaines
dimensions des analytes qui le traversent (environ 1,5 nm pour un simple brin d’ADN, 3 nm pour de
I’ADN double brin).**® Parmi les nanopores biologiques les plus utilisés, I’a-hémolysine (Figure

81



I Chapitre Il

1.20.a)1“®8! présente un diamétre interne entre 2,6 et 1,4 nm qui parait parfait pour des mesures sur
les acides nucléiques.*®Y L’aérolysine (Figure 11.20.b),[*?! une autre protéine transmembranaire,
présente un tonneau de diamétre 1,7 nm qui correspond globalement aux standards requis./*>*! Ces
nanopores dont le tonneau a un diameétre permettant de laisser passer un brin d’ADN, mais pas deux,
démontrent une autre utilité. En effet, il a été montré qu’ils pouvaient, grace a cette caractéristique,
permettre de séparer deux brins d’ADN en conformation hélicoidale.[“®® Cependant, un diamétre trop
important en comparaison des molécules analysées entrainerait une diminution des interactions entre
le nanopore et les especes, et donc en une mesure moins efficace. Il est a noter que pour une mesure,
pendant que I'analyte est présent dans le pore, il est nécessaire que de nombreux ions prennent le
méme chemin en simultané, d’ou le besoin d’'un diameétre du nanopore capable d’accueillir a la fois la
molécule analysée et des ions. 45!

J oo
g

> 2SS

a-Hémolysine Aérolysine

Figure 11.20. Représentation de la structure tridimensionnelle de I’a-hémolysine (a) et de I'aérolysine (b), nanopores de
protéines transmembranaires utilisés pour la caractérisation des poly(triazole amide)s contenant des séquences définies
synthétiques.

Un autre facteur influengant la mesure est bien évidemment la composition des objets
analysés.[#2% 488 Afin de différencier par exemple deux brins d’acides nucléiques, il est nécessaire qu’a
compositions différentes, ils présentent une réponse différente a I'analyse, et c’est le cas. En effet,

chacune des bases nucléiques interagit différemment avec I'intérieur du pore, permettant d’obtenir
des intensités de blocage et des temps de séjour dans le pore différents.*?3! Les amé

iorations de la
résolution des mesures et la mise au point d’un contréle de la vitesse de passage des molécules a
travers le pore permettent d’identifier individuellement chaque base d’un brin d’acide nucléique et
ainsi de séquencer le code constituant celui-ci.[*% 490 49149381 Ay cours des analyses menées sur les
acides nucléiques justement, un autre élément a été observé : I'influence de I'orientation des brins.[*??
Pour une seule composition d’homopolymére analysée, les signaux de plusieurs populations ont été
remarqués. lls correspondent simplement aux espéces s’étant insérées dans le pore par I'extrémité 3’
et par I'extrémité 5’, preuve de I'importance des bouts de chaines et du contrdle du sens de capture.

Pour I'analyse de polymeres synthétiques, certains de ces facteurs peuvent ne plus intervenir,
comme l'orientation de la chaine par exemple. En effet, pour des chaines courtes moins rigides ne
pénétrant pas dans le pore en étant déroulées comme les acides nucléiques, mais plutot sous forme
de pelotes, ces problématiques ne sont pas forcément a prendre en considération. Néanmoins, les
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interactions avec l'intérieur du tonneau différent toujours en fonction de la structure analysée, de
méme qu’en fonction de la taille des chaines, entrainant des écarts d’intensités mesurées ainsi que
des temps de séjours, qui permettent de différencier les espéces (Figure 11.21).13 449 Ay final, avec une
calibration adéquat, en connaissant la structure d’un échantillon, il est possible de retrouver sa masse
tres précisément, du fait du caractére statistique de I’analyse (une moyenne est calculée sur la mesure
d’un grand nombre d’évenements dans le nanopore).
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Figure 11.21. Discrimination des pelotes de polyméres de tailles et/ou structures différentes par les nanopores.

4.2. Analyses des oligo(triazole amide)s par les nanopores

Les analyses réalisées sur les structures synthétisées dans ce chapitre sont conduites par
Monasadat Talarimoghari, du groupe de Jan C. Behrends. Toutes les mesures effectuées sur les
poly(triazole amide)s synthétisés sont réalisées dans une solution de chlorure de potassium (KCI, 4
mol.L?) dans un tampon Tris (pour trishydroxyméthylaminométhane) dans I'eau distillée (pH=7,5).
Chaque échantillon est inséré du coté cis de lamembrane et analysé avec I’a-hémolysine et I’aérolysine
(Figure 11.20). Mais cette derniere, dont la géométrie et le taux de charge du tonneau different
totalement de la premiére,!** ne donne pas d’interactions assez fortes pour permettre de discriminer
les différentes tailles d’oligomeéres. L’a-hémolysine, en revanche, permet d’observer le passage des
chaines avec une intensité satisfaisante, que ce soit en mode positif ou en mode négatif. Le sens du
courant électrique méne justement a des résultats légérement différents selon qu’il est positif ou
négatif. Quel que soit le voltage appliqué, les chaines polymeéres entrent dans le nanopore du c6té cis
vers le cOté trans, mais ce n"est pas le cas des ions présents dans le milieu, dont le sens de la traversée
dépend évidemment du sens du courant électrique. La présence des chaines PEG et des triazoles peut
induire une charge positive des oligomeres en interaction avec les ions potassium du milieu, qui
explique les résultats différents entre les deux modes, un courant négatif agissant alors plus sur
I’analyte chargé. Cela résulte en des temps de séjour plus long dans le nanopore, et en des interactions
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plus fortes qui donnent des mesures et des discriminations plus précises pour chaque entité présente
dans les échantillons, mais aussi des niveaux de conductances résiduelles différents pour un méme
analyte selon le mode utilisé.

Le traitement du signal de l'intensité du courant électrique a travers le pore formé par I'a-
hémolysine permet d’accéder a un tracé du temps de séjour en fonction de la conductance résiduelle,
c’est-a-dire du rapport de I'intensité mesurée et de I'intensité du courant ouvert (I/lo). Ce diagramme
est représentatif de I'intensité des évenements pour chaque niveau de conductance qu’il est possible
de déterminer par une analyse statistique du signal. De cette maniere, le nombre d’évenements
enregistrés pour chaque valeur de conductance, a laquelle correspond le séjour d’une taille de
molécule, est retrouvé, et il est donc possible de discriminer les différents oligomeéres. Le caractére
statistique du traitement permet méme de se faire une idée des proportions de chaque molécule
présente dans I'échantillon.

4.2.1. Analyse des poly(triazole amide)s porteurs d’une phénylalanine

La premiere série analysée est celle dont les débuts de chaines sont constitués d’une
phénylalanine (composés II-12). La caractérisation en ESI-HRMS et en SEC montrait une forte dispersité
des chaines avec la présence a chaque étape de congéneéres des étapes précédentes en grand nombre
(voir 11.3.2.2.1). Ces résultats sont confirmés par les analyses par le nanopore, qui sont présentées ici
pour le mode négatif, pour une tension appliquée de -40 mV (exemple du composé II-12-7, Figure
1.22).

Analyses de I’échantillon 11-12-7
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Figure 11.22. Corrélation entre les analyses ESI-HRMS (a), SEC (b) et avec I'a-hémolysine (c) de I’échantillon contenant le
composé 11-12-7 (d).

Pour le premier oligomére analysé (composé II-12-5), clivé aprés cing étapes itératives (trois
unités codantes et deux espaceurs), différentes tailles de molécules sont déja observées. En effet, en
mode négatif (Figure 11.23.a), trois pics a trois niveaux de conductance distincts sont clairement
visibles, correspondant, comme le suggéraient les autres méthodes de caractérisation, aux oligomeres
résultants de cing étapes comme prévu (composé 11-12-5), mais avec une intensité tres faible, mais
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aussi de trois étapes et d’'une seule étape de synthese. La preuve de I'échec de certaines étapes de
synthése est déja bien montrée par ce premier spectre. De la méme maniere, I'analyse de I'oligomere
consécutif a sept étapes de synthese (composé II-12-7, Figure 11.23.b) révele la présence de chaines de
quatre tailles différentes : les trois déja observées sur I'échantillon précédent auxquelles s’ajoute la
chaine a sept unités qui était visée, mais toujours en intensité minime. Enfin, I'échantillon censé
contenir I'oligomeére de neuf unités (composé 11-12-9) inclut les chaines de sept, cing, trois et une unité
comme précédemment (Figure 11.23.c), mais le produit ciblé n’est pas visible.

Analyses par I’a-hémolysine en mode négatif (-40 mV)
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Figure 11.23. Analyses par I’a-hémolysine des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et une phénylalanine terminale (11-12)
en mode négatif. En haut, enregistrement de I'intensité du courant électrique a travers le pore en fonction du temps. Au milieu,
estimation statistique de I'abondance de chaque espéce observée selon la conductance résiduelle (I/lo) qu’elle induit en
traversant le pore. a. Oligomere clivé apreés cinq étapes (I1-12-5). b. Oligomeére clivé apres sept étapes (II-12-7). c. Oligomere
clivé aprés neuf étapes (11-12-9). d. Structure des oligomeéres analysés.

Ces analyses sont donc une preuve supplémentaire des problémes rencontrés avec cette
synthése. Cependant, la structure donne de bonnes interactions avec le pore de protéine qui
permettent de détecter et de différencier les oligoméres avec précision. Comme pour les autres

techniques de caractérisation, des améliorations sont donc prévues pour les résultats des analyses des
oligomeéres ne portant plus de phénylalanine en débuts de chaines.
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4.2.2. Analyse des poly(triazole amide)s sans acide aminé terminal

Les analyses par I'a-hémolysine des poly(triazole amide)s a séquences définies synthétiques
dont le début de chaine n’est pas un acide aminé (composés 11-14) sont également conformes aux
techniques de caractérisation plus classiques utilisées auparavant (ESI-HRMS et SEC, voir 11.3.2.2.3).
L’absence du groupement phényle a I’extrémité ne change en rien les bonnes interactions observées
entre I'analyte et le pore, et les chaines sont une nouvelle fois parfaitement détectées et discriminées
selon leur taille.

Analyses par I’a-hémolysine en mode négatif (-40 mV)
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Figure 11.24. Analyses par I'a-hémolysine des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et sans acide aminé terminal (1I-14) en
mode négatif. En haut, enregistrement de l'intensité du courant électrique a travers le pore en fonction du temps. Au milieu,
estimation statistique de I'abondance de chaque espéce observée selon la conductance résiduelle (I/lo) qu’elle induit en
traversant le pore. a. Oligomere clivé apreés cinq étapes (11-14-5). b. Oligomeére clivé apres sept étapes (1I-14-7). c. Oligomere
clivé aprés neuf étapes (11-14-9). d. Structure des oligomeéres analysés.

By

En particulier, le spectre correspondant a l'oligomére contenant cing unités montre
I'isomolécularité du produit (composé 1l-14-5, Figure 11.24.a) a travers un pic unique a une conductance
résiduelle aux alentours de 0,3 en mode négatif. Pour ce qui est de I'’échantillon pour une synthese
comprenant deux étapes supplémentaires, I'oligomere a sept unités est également largement
majoritaire (composé II-14-7, Figure 11.24.b) méme si des pics de plus faibles intensités correspondant
a cing et méme trois unités seulement sont observables. Ceux-la restent cependant en trés faible
abondance. En ce qui concerne la chaine de neuf unités (composé 11-14-9), plusieurs espéces sont
visibles dans cet échantillon (Figure 11.24.c), parmi lesquelles le produit ciblé (a 0,16 en mode négatif),
mais aussi les oligomeéres a sept, cing et trois unités (respectivement a 0,18, 0,3 et 0,6). Le pic
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correspondant au congénére a sept unités est assez intense, méme si ce produit semble moins
abondant que 'oligomére a neuf unités, preuve qu’ici encore, la synthese était loin d’étre parfaite.

Il est a noter qu’en mode positif (tension appliquée de +40 mV, Figure 11.25.3), une espéce
inconnue est visible a une conductance résiduelle de 0,2. Il pourrait s’agir de I'impureté X décrite
précédemment sur les spectres de masse (voir 11.3.2.2.3) ou bien d’agrégats de celle-ci. Quoi qu’il en
soit, la présence de ce pic a une intensité de blocage plus élevée que I'oligomeére de sept unités exclue
gu’il s’agisse d’un poly(triazole amide) de plus grande taille, la méthode de synthése ne le permettant
en aucun cas. Un pic est d’ailleurs toujours présent en mode positif pour I'analyse de I'échantillon
contenant I'oligomeére a neuf unités (Figure 11.25.b), aux environs de 0,18 également, qui pourrait étre
di au méme évenement.

Analyses par I'a-hémolysine en mode positif (+40 mV)
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Figure 11.25. Analyses par I'a-hémolysine des poly(triazole amide)s avec espaceurs PEG et sans acide aminé terminal (1I-14) en
mode positif. En haut, enregistrement de l'intensité du courant électrique a travers le pore en fonction du temps. Au milieu,
estimation statistique de I"abondance de chaque espece observée selon la conductance résiduelle (I/lo) qu’elle induit en

traversant le pore. a. Oligomeére clivé apres sept étapes (11-14-7). b. Oligomére clivé aprés neuf étapes (lI-14-9). c. Structure
des oligoméres analysés.

La caractérisation par I’'a-hémolysine des poly(triazole amide)s synthétisés parait en tout cas
une nouvelle fois tres précise et permet bien d’identifier toutes les especes présentes dans le milieu
analysé.

5. Conclusions

L'approche itérative, orthogonale et supportée pour la synthése de poly(triazole amide)s a
séquences définies synthétiques contenant des codes numériques est donc un succes. Les oligomeéres
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recherchés sont obtenus avec des temps et des conditions de réactions optimisés par rapport a ce qui
était décrit précédemment dans la littérature.l** °* En particulier, le temps de réaction de I'étape de
couplage peptidique est divisé par deux grace a I'implémentation d’un chauffage au micro-onde tandis
que la durée de la cycloaddition menant a la formation du triazole est diminuée d’un facteur dix.
Plusieurs structures contenant différents bouts de chaines et différents segments intercalaires ont
ainsi été synthétisés, montrant la grande variété de structures qu'’il serait possible d’atteindre.
Cependant, quelques problémes subsistent. En effet, la caractérisation de certains composés est
rendue difficile par la trés faible solubilité des produits dans la plupart des solvants usuels. De plus,
lorsque celle-ci est possible, elle révele que les chaines synthétisées ne sont pas toujours
isomoléculaires, preuve que ces conditions optimisées ne permettent pas forcément la
reproductibilité. Ainsi, il serait peut-étre nécessaire de répéter chaque étape afin d’assurer un
rendement maximal pour chacune d’elles.

Ces structures se présentent néanmoins comme de trés bons candidats pour une analyse par
les nanopores. En effet, une caractérisation par I’a-hémolysine, nanopore de protéine classique pour
I’étude de polyméres synthétiques et notamment du PEG,'* #*!l permet de détecter, mais aussi de
discriminer tous les poly(triazole amide)s présents dans un échantillon selon leur taille. Cette analyse
statistique donne également une idée de I'abondance de chaque espéce présente dans le milieu. Cette
technique pourrait ainsi trés prochainement devenir un outils majeur pour la caractérisation de
polyméres a séquences définies synthétiques.

88



Chapitre Ili

Développement d’une
nouvelle voie de synthese sans
cuivre






Développement d’une nouvelle voie de synthése sans cuivre I

1. Introduction

Dans le chapitre Il, des poly(triazole amide)s contenant des séquences synthétiques définies
sont synthétisés selon une approche itérative « AB+CD » faisant intervenir deux réactions
orthogonales : le couplage peptidique acide carboxylique-amine primaire et la cycloaddition alcyne-
azoture catalysée par le cuivre (1) (CuAAC). Un soucis majeur empéche ces syntheses d’étre des succes
complets : la tres faible solubilité des produits dans la plupart des solvants usuels. Ce phénomeéne nuit
grandement a la caractérisation facile des séquences, puisque des analyses basiques pour les
polymeéres, telles que la chromatographie d’exclusion stérique par exemple, sont difficiles a obtenir. Il
pourrait étre d0 a la présence de cuivre dans le milieu au cours de la synthése (a chaque étape de
CuAAC). En effet, les triazoles du squelette du polymére, formés pendant la croissance des chaines
sont également connus pour leur propriétés stabilisatrices du cuivre (1).B7%4%! Leur ligation au cuivre
résultant en la formation de complexes avec celui-ci rend son élimination difficile aprés la réaction. La
solution saturée d’acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) utilisée pour les lavages apres chaque
étape de « click » pour complexer le cuivre et I'évacuer n’est peut-étre pas suffisante et des traces
peuvent subsister dans le milieu. Ainsi, il est possible que la présence de cuivre de maniére pérenne
dans le milieu réactionnel provoque non seulement une baisse des rendements pour les étapes
suivantes, du fait de la formation de ces complexes cuivre-polymeéres qui peuvent prendre des
conformations moins réactives, mais aussi, et pour les mémes raisons, une baisse de la solubilité des
produits clivés de la résine. De plus, il ne serait pas étonnant que, lors de leur croissance sur la résine,
les chaines de poly(triazole amide)s complexée par le cuivre ne soient pas non plus complétement
solubilisées dans le solvant de la réaction, entrainant encore une fois une baisse de la réactivité et par
le méme coup, la dispersité de certains composés qui a pu étre observée dans le chapitre précédent.
Finalement, le cuivre étant identifié comme un suspect majeur dans I'explication de tous les problémes
relatifs a la synthése des poly(triazole amide)s, une solution est imaginée afin de ne plus avoir recours
a lui.

N

Une substitution a la CuAAC permettant la formation d’un groupement triazole sans
intervention d’un catalyseur au cuivre existe : c’est la SpAAC (pour strain-promoted alkyne-azide
cycloaddition). Cette réaction utilise deux fonctions réactives identiques a la CuAAC, un alcyne et un
azoture, mais ici, I'alcyne est contenu dans un cycle tendu. Cette réaction de « click » sans cuivre,
découverte inopinément dans les années 1950,14%! est réintroduite en 2003 par I’équipe de Bertozzi
pour une application biologique, en utilisant un dérivé de cyclooctyne.!* En effet, dans les synthéses
imaginées pour une utilisation dans un milieu biologique, la présence de cuivre peut étre
problématique.l*® C’est pourquoi la SpAAC présente de nombreux avantages. En plus de I'inutilité du
catalyseur métallique, elle peut étre conduite dans une grande variété de solvants, donne des
rendements quasi-quantitatifs dans des conditions ne nécessitant pas beaucoup de réactifs (quantités
steechiométriques) et méne & des groupements triazoles intégrés au cycle trés stables.[*”! De plus,
selon la structure de cycloalcyne utilisée, la cinétique de la réaction peut étre trés élevée, permettant
d’atteindre un rendement complet en quelques secondes seulement.[6 4%7]

Plusieurs alcynes cycliques ont été isolées par le passé,!*®® 4%l mais les cycles trop grands sont
trop stables alors que les cycles plus petits se décomposent trop rapidement pour étre utilisés. En
effet, I'instabilité des cycloalcynes, qui dépend de I'angle des liaisons carbone-carbone dans le cycle,
diminue avec I'augmentation de la taille des cycles. Les cycles a neuf carbones ou plus, trop stables, ne
sont donc pas réactifs alors que les cycles a sept carbones ou moins sont inutilisables.[**”) Restent donc
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les cyclooctynes, contenant huit carbones, qui sont les dérivés cycliques d’alcynes les plus petits
isolables, et donc les plus réactifs.’® Effectivement, les angles des liaisons autour de I'alcyne sont de
163°, inférieurs aux 180° habituels pour les alcynes linéaires.[*” %1 Cela procure a la cyclooctyne une
tension de cycle d’environ 18 kcal.mol™, comprise entre les 12 kcal.mol™ d’un cycloalcane saturé et les
25 kcal.mol™* d’un cycloalcyne a sept membres qui se décompose spontanément, par exemple 1497 502!
La barriere énergétique a franchir pour I'addition d’'un azoture est donc plus faible que pour un
acétyléne sans tension. Ces facteurs expliquent donc 'instabilité maitrisée et par conséquent la forte
réactivité de la cyclooctyne, qui peut subir, sans aide d’un catalyseur, une cycloaddition dipolaire [3+2]
avec un azoture pour former un triazole (Figure 11l.1) dont la conformation est particulierement stable.

Cu (1), ligand N=N . N,
P

Figure lll.1. Comparaison entre la CUAAC et la SpAAC pour la formation d’un triazole par cycloaddition alcyne-azoture.

Dans le but toujours d’augmenter la solubilité des poly(triazole amide)s a séquences
synthétiques définies, mais aussi pour adopter une stratégie plus « verte », avec des conditions
considérées comme plus respectueuses de I'environnement (absence de catalyseur métallique,
réaction réalisée dans un solvant partiellement aqueux, économie d’atomes par le nombre de réactifs
diminué), l'insertion de la SpAAC dans la synthése itérative par une approche « AB+CD » de ces
poly(triazole amide)s est étudiée dans ce chapitre.

2. Syntheése itérative d’un oligo(triazole amide) sans cuivre

2.1. Stratégie générale

La synthése des poly(triazole amide)s a séquences synthétiques définies ne faisant plus
intervenir de catalyseur au cuivre est donc réalisée grace a deux réactions orthogonales : une réaction
de couplage peptidique entre un acide carboxylique et une amine primaire, et une réaction de SpAAC
entre un azoture et une cyclooctyne (Figure II.2). Deux types de monomeéres sont donc nécessaires
aux cycles itératifs. Pour l'unité intercalante (bloc CD), la structure contenant les segments
poly(éthyléne glycol)s est conservée et c’est donc le 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine qui est
utilisé. Pour I'autre monomere (bloc AB), la structure conservée reste assez proche de I'acide 5-
héxynoique puisqu’une courte chaine alkyle est entourée par un acide carboxylique d’une part, et par
une cyclooctyne d’autre part, attachée par une liaison éther-oxyde. Comme précédemment, la
différence entre une unité codant pour le bit 0 et une unité codant pour le bit 1 releve de la
composition de la courte chalne centrale de ce monomere. Dans la stratégie retenue ici, le monomere
codant pour le bit 1 porte un groupement méthyle latéral qui differe de la chaine alkyle simple du
monomere codant pour le bit 0 (groupement X sur la Figure 111.2).

92



Développement d’une nouvelle voie de synthése sans cuivre I

SpAAC

N;/*~/°\¢Y\NH2 of x H |
_____ N=N 74
‘HOH W @ (|v) 0 ~ NV(/\O/*/N (o]

W\@ o] X'H

X=CH; ou X=H

Figure 111.2. Schéma général pour la synthése itérative de poly(triazole amide)s a séquences définies contenant des séquences
synthétiques grdce a une réaction de SpAAC a partir d’une résine Wang. (i) Estérification. (ii) SpAAC. (iii) Amidification. (iv)
Etape de clivage.

La synthése est réalisée a partir d’une résine Wang sans linker (Figure 111.3), qui avait donné
d’assez bons résultats lors de la synthese avec cuivre (voir 11.3.2.2.3). La différence majeure entre
I"utilisation d’une résine Wang non fonctionnalisée ou d’une résine Wang porteuse d’un acide aminé,
comme c’était le cas pour certaine syntheses du chapitre Il, est la présence non plus d‘une amine
primaire terminale, mais d’un alcool.
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Figure 111.3. Schéma de la synthése itérative, orthogonale et supportée des poly(triazole amide)s avec des étapes de SpAAC a
partir d’une résine Wang. (i) Estérification : monomere cyclooctyne (llI-1), DCC, DMAP, DCM anhydre. (ii) SpAAC : 11-azido-
3,6,9-trioxaundecan-1-amine (Ez), MeOH/H,0 (8:2). (iii) Amidification : monomeére cyclooctyne (llI-1), DIC, HOBt, DIPEA, DMF
anhydre. (iv) Etape de clivage : TFA, DCM, 2h.
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La premiére étape pour I'ajout d’'un monomere AB est donc une estérification entre le
groupement hydroxyle final de la résine et I'acide carboxyliqgue du monomere. Cette réaction est
réalisée dans les mémes conditions que pour les estérifications du chapitre I, que ce soit pour la
fonctionnalisation de la résine par une phénylalanine ou pour I'ajout du premier monomere. Ainsi,
I’addition du monomére est assistée par le N,N'-dicyclohéxylcarbodiimide (DCC) et par la 4-
diméthylaminopyridine (DMAP). Une fois ce premier monomere attaché, un bloc CD peut étre ajouté.
La réaction de SpAAC entre la cyclooctyne terminale de la chaine et I'azoture de I'espaceur ne nécessite
aucun catalyseur. Seul le monomeére est déposé sur la résine, et la réaction a lieu dans un mélange
méthanol/eau (8:2). En effet, méme si beaucoup de SpAAC se font traditionnellement dans
I’acétonitrile,!*> 503 j| est montré que d’une part, certaines cyclooctynes ont une meilleure solubilité
dans le méthanol,® et que d’autre part, I'ajout d’eau dans le milieu favorise et accélére la
réaction.®® 59! Aprés cette étape, les chaines en croissance sont terminées par une amine primaire
qui peut subir une amidification dans les conditions classiques, c’est-a-dire avec le monomere AB, les
agents de couplage, le diisopropylcarbodiimide (DIC) et I’'hydroxybenzotriazole (HOBt), et une base, la
N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA). Des cycles de ces deux dernieres étapes peuvent alors s’enchainer
jusqu’a obtenir la séquence souhaitée. Les chaines sont ensuite clivées de la résine par rupture de la
liaison ester qui lie les séquences au support, dans des conditions acides amenées par l'acide
trifluoroacétique (TFA). Le procédé est donc tres proche de la synthése du chapitre Il, et seule la SpAAC
remplace la CUAAC. Pour cette étude, seul le monomere codant pour le bit 1 est utilisé en tant que
bloc AB. La synthese des deux monomeéres (bit O et bit 1) suit le méme protocole, mais les réactifs de
départ nécessaires pour le monomere codant pour 1 sont sensiblement moins coliteux, ce qui explique
la préférence pour celui-ci pour le premier essai.

2.2. Synthese du monomere contenant la cyclooctyne

L'une des raisons de la démocratisation limitée de la réaction de SpAAC est la difficulté a
obtenir et isoler les composés contenant une cyclooctyne.*®! Cependant, une route de synthése assez
rapide existe et a été optimisée pour I'obtention de la structure choisie pour I'unité codante des
poly(triazole amide)s (Figure Il.4). Le protocole habituel débute par la formation d’un cycle a huit
carbone : le 8,8-dibromobicyclo[5.1.0]octane (Ill-1-1).506 5071 Cette réaction est réalisée a partir de
cycloheptene et de bromoforme, avec I'assistance du tert-butylate de potassium (t-BuOK) pour un
rendement de 47%, contre 70 a 90% habituellement obtenus dans la littérature. La littérature suggére
ensuite l'utilisation du perchlorate d’argent (AgClO4) pour catalyser I'ajout du segment alkyle se
terminant par un acide carboxylique protégé sous la forme d’un ester. La formation de I'éther qui lie
le cycle a huit carbones et cette seconde partie du monomeére, a partir du 3-hydroxybutyrate d’éthyle,
est possible a température ambiante avec un temps de réaction relativement court, compris entre 30
min et 1h30.510 Cependant, des expériences passées pour cette synthése®* montrent que ces
conditions donnent des rendements trop faibles. Il est donc préférable d’effectuer cette étape a reflux,
avec un temps de réaction allongé, en I'occurrence 8h."'Y Le perchlorate d’argent étant fortement
explosif, il est nécessaire de s’assurer que I'atmosphére est bien inerte et de couvrir la réaction d’une
feuille d’aluminium afin de la protéger de la lumiere. Le rendement de 38% obtenu pour le composé
IlI-1-2 n’est néanmoins pas tout a fait satisfaisant, en comparaison avec les 60% généralement décrits
dans la littérature.
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Figure 11l.4. Synthése du monomere AB contenant la cyclooctyne codant pour le bit 1 (IlI-1).

La derniere étape, enfin, est en fait une double étape puisqu’elle concerne a la fois
I’élimination du brome restant sur le cycle a huit carbones et la déprotection de I'acide carboxylique
de l'autre c6té du monomere. Une premiére méthode en deux temps est tout d’abord essayée. Un
traitement avec du 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-ene (DBU) permet I'élimination du brome et la
formation de la triple liaison dans le cycle tandis que I’hydroxyde de sodium (NaOH) permet ensuite la
saponification de I'ester final.>%! Cependant, dans ces conditions, le produit Ill-1 n’est isolé qu’avec un
rendement de 14%, soit un rendement global de synthése de 2,5%. Les quelques milligrammes obtenus
n’étant méme pas suffisants pour une caractérisation, une deuxieme synthese est effectuée avec des
conditions différentes pour la derniére étape. Celle-ci est en effet effectuée avec du méthylate de
sodium (MeONa), une base forte qui permet a la fois la déshydrohalogénation menant a la formation
de la cyclooctyne et I'hydrolyse de I'ester libérant I'acide carboxylique.l®® >*2l Le monomeére Ill-1 est
cette fois-ci isolé avec un rendement de 35%, soit une rendement global de synthése de 6%,
|légerement meilleur que précédemment, mais toujours loin de ce qui était espéré. De plus, le composé
étant instable, la caractérisation par RMN montre clairement des sous-produits issus de sa
décomposition (Figure 111.5). Il est donc nécessaire de le conserver au congélateur et a I'abri de la
lumiere afin de le stabiliser au maximum. La quantité de monomere obtenue permet cependant de
réaliser des essais de synthése itérative d’oligomeres.
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Figure IIl.5. RMIN 1H (CDCl3) du monomére AB contenant la cyclooctyne codant pour le bit 1 (1ll-1).
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2.3. Syntheése itérative d’un oligomére sans cuivre

Un oligomeére de cing unités (trois unités codantes (lll-1) et deux unités intercalantes (E3),
composé llI-2, Figure I11.6) est donc synthétisé par le procédé itératif, orthogonal et supporté présenté
précédemment (voir Il1.2.1). L'instabilité connue du monomére portant la cyclooctyne pousse a
protéger, autant que faire se peut, le milieu réactionnel, et la résine entre chaque étape de synthese,
de la lumiére, en recouvrant les différents réacteurs d’une feuille d’aluminium. Les étapes
d’amidification et de SpAAC ont toutes lieu au micro-onde, qui est clot et ne présente donc pas de
probléme majeur sur ce plan. De méme, dés qu’aucune réaction n’a lieu pendant quelques heures,
comme c’est le cas la nuit, la résine portant les chaines en croissance est conservée au frais, toujours
emballée par une feuille d’aluminium pour limiter les risques.

)LP\ @N\/\O/\/ox/\o/\)‘ 0

-2

o> 020

masse moléculaire = 1030,6314 Da

Figure ll.6. Structure de I'oligo(triazole amide)s synthétisé par la nouvelle voie de synthése sans cuivre (llI-2).

Apreés clivage de la séquence de la résine, la précipitation dans de I'éther diéthylique fait bien
apparaitre un solide blanc, preuve qu’un composé est présent. Aprés centrifugation et séchage, celui-
ci est immédiatement conservé sous vide, a I'abri de la lumiére, au congélateur. Quelques fractions
servent ensuite aux analyses. La premiéere observation résulte des essais de solubilisation effectués sur
le produit dans une variété de solvants. La solubilité ne parait pas franchement améliorée par rapport
aux syntheses au cuivre du chapitre Il, si ce n’est dans I’eau, ou une légere diminution de la part de
solide est observable a I'eeil nu, en comparaison avec le composé 11-14-5 (séquence 0-E;-0-E,-0, voir
11.3.2.2.3) par exemple. C’est, en partie, I'objectif qui était visé afin de faciliter la potentielle
caractérisation par les nanopores, qui s’effectue dans I’eau. En revanche, pour les autres méthodes de
caractérisation de routine, comme la chromatographie d’exclusion stérique dans le THF ou la
spectrométrie de masse (ESI-HRMS) habituellement réalisée dans le méthanol, les analyses semblent,
au premier abord, plus compliquées.

Comme pour I'étude précédente, la SEC dans le THF est possible aprés filtration des fractions
solides restantes a I'aide d’un filtre de trés faible porosité (de I'ordre de 0,2 um). Cependant, cette
technique ne garantit pas que les composés solubilisés analysés soient complétement représentatifs
de l'intégralité de I’échantillon. De plus, en procédant ainsi, seule une tres faible fraction des produits
passe véritablement en solution, ce qui résulte en une détection minime des espéeces lors de I'analyse
et donc en un tracé duquel il est impossible, au premier regard, de ressortir une quelconque
information (Figure Ill.7.a). Cependant, grace a un agrandissement sur la zone adéquate, il est possible
d’observer la trace de deux espéces (Figure 111.7.b) a un volume d’élution qui correspond globalement
a celui des composés de masses moléculaires de I'ordre de grandeur de celui ciblé. Les produits sont
certes trés faiblement détectés mais il est tout de méme possible d’en extraire quelques informations.
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Figure I11.7. Analyse SEC de I'oligo(triazole amide) issu de la synthése sans cuivre (llI-2). a. Spectre complet. b. Agrandissement
sur la zone correspondant aux produits détectés (annotés 1 et 2).

Tout d’abord, il semble évident a premiére vue que I'échantillon n’est pas isomoléculaire. La
dispersité de I’échantillon est calculé a b = 1,12. Deux espéces distinctes sont clairement visibles.
Méme si leurs masses précises ne peuvent pas étre retrouvées, des ordres de grandeur sont
identifiables. Ainsi, le composé annoté 1 3 une masse au pic de I'ordre de 810 g.mol™ tandis que pour
le composé annoté 2, celle-ci est plutdt de I'ordre de 450 g.mol™. Impossible donc d’affirmer que l'un
de ces deux composés est I'oligomere IlI-2 ciblé.

Echantillon Composé My My b
-2 1 800 827 1,03
-2 2 457 467 1,02

Tableau Ill.1. Données extraites de I'analyse SEC de I'oligo(triazole amide) issu de la synthése sans cuivre (llI-2). Pour les deux
produits visibles, la masse molaire moyenne en nombre, la masse molaire moyenne en poids et la dispersité sont retranscrites.

Afin d’avoir plus de précision sur ces produits, et notamment leurs masses, qui pourraient
attester de leur structure, une analyse en spectrométrie de masse est tentée par le laboratoire de
Laurence Charles. L'utilisation du solvant usuel, le méthanol, ne permettant pas de détecter de produit
en ESI-HRMS, d’autres sont essayés (eau, DMF, mélanges de ceux-ci), sans succes. Méme le THF, qui
avait donné des résultats en SEC ne permet pas de solubiliser assez de produit pour étre ionisé et
analysé. Il est fort probable que le produit, contenant une cyclooctyne terminale instable et sensible a
la lumiére, la chaleur ou encore I'air, se soit dégradé entierement lors du transport et que les sous-
produits qui résultent de cette dégradation, complétement insolubles, ne soient par conséquent pas
visibles en spectrométrie de masse (Figure 111.8). Cela expliquerait qu’une analyse réalisée sur le lieu
de la synthése et pour laquelle les conditions de conservation de I'échantillon sont controlées en
permanence donne des résultats, aussi peu satisfaisants soient-ils, tandis qu’a solvant identique (le
THF), une analyse suivant un transport de plusieurs heures dans des conditions incontrélées ne donne
rien.
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Figure 11.8. Spectres ESI-HRMS de I'oligo(triazole amide) issu de la synthése sans cuivre (Ill-2) en mode positif (a) et en mode
négatif (b).

Plusieurs raisons peuvent expliquer tous ces problemes de stabilité. Tout d’abord, il ne faut
pas perdre de vue que le principe méme de la SpAAC avec les cyclooctynes réside dans cette instabilité
du cycle. En effet, c’est la tension de cycle qui active la réaction en présence du second réactif
contenant |'azoture. Il est donc tout a fait logique que méme en I'absence de celui-ci, le composé a
base de cyclooctyne cherche a retrouver une conformation plus stable. En particulier, il forme des
isomeres plus stables du fait de la présence de moins d’insaturations (Figure 111.9.b). Plusieurs formes
sont suggérées dans la littérature, parmi lesquelles la forme bicyclo[4.2.0]oct-7-éne, la forme
cycloocta-1,2-diéne et la forme cycloocta-1,3-diéne.[*%® 5135141 Ces réarrangements peuvent avoir lieu
de maniere spontanée mais sont plus rapides et donc nombreux avec une activation soit par la lumiére,
soit par la chaleur. La cyclooctyne est également sensible aux bases, en présence desquelles elle peut
subir une addition.”** Ce point peut avoir son importance lors de plusieurs étapes de la synthése
itérative mise en place pour les poly(triazole amide)s, comme le capping des fonctions qui n’ont pas
réagi sur la résine apres l'estérification, qui fait intervenir de la pyridine, ou alors les étapes
d’amidification, pour lesquelles la DIPEA est utilisée. Comme précisé auparavant, la cyclooctyne peut
également réagir rapidement et parfois trés vivement avec I'air, et notamment avec I'oxygene qu’il
contient.[**® 5% Enfin, dans certaines conditions, une oligomérisation des composés contenant une
cyclooctyne est décrite.P** 5% Cela résulte en la formation d’agrégats qui peuvent influer sur la
solubilité des produits dans certains solvants (Figure I11.9.c). De plus, tous ces réarrangements et ces
réactions subis par les cyclooctynes les rendent évidemment inactives vis-a-vis de la cycloaddition avec
les azotures et empéchent donc la formation de triazoles comme prévu par la SpAAC. Ces phénomenes
sont sans doute a I'origine des traces d’impuretés visibles lors de la caractérisation RMN du monomere
juste apres sa purification sur colonne de silice. Ces réactions secondaires peuvent évidemment
également prendre place lorsque la cyclooctyne se trouve au bout des chaines en croissance sur le
support solide, induisant des potentielles réactions interchaines qui, apres clivage, ménent a des
produits de structures, de masses et donc de séquences différentes de celles attendues. Quoi qu’il en
soit, dans ce cas-la, comme lors des isomérisations, la chaine attachée a la résine ne présente plus de
site réactif et ne peut plus subir de cycloaddition SpAAC, et la croissance est alors bloquée et terminée.
Encore une fois, la structure, la masse et la séquence du produit résultant different de celles visées.
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Figure 111.9. Guide (non exhaustif) des réarrangements et réactions subis par le monomere codant pour le bit 1 contenant la
cyclooctyne (llI-2). a. Structure du monomere. b. Produits d’isomérisations. c. Produits d’oligomérisations.

La trop forte instabilité de la cyclooctyne et sa dégradation trop rapide malgré les précautions
prises quant au stockage du produit ne permettent donc pas la synthése, et encore moins la
caractérisation d’oligo(triazole amide)s avec un procédé ne faisant pas appel a un catalyseur au cuivre.
Afin de contrecarrer ces problémes, plusieurs solutions existent. En premier lieu, un changement de
stratégie pourrait étre envisagé. En effet, I'approche « AB+CD » employée ici, calquée sur celle des
synthéses du chapitre Il, méne a des produits intermédiaires finissant par la cyclooctyne entre deux
étapes. lls ont alors tout le loisir de subir les réorganisations citée précédemment. En modifiant les
fonctionnalités des deux monomeres utilisés, ce contretemps pourrait étre évité. Le bloc AB pourrait
par exemple étre porteur de I'acide carboxylique, comme c’est déja le cas, et de l'azoture, en
remplacement de la cyclooctyne, tandis que le monomeére CD contiendrait en retour I'amine primaire
et la cyclooctyne (Figure 111.10). Ainsi, le cycle a huit carbone ne se présenterait, pendant la synthése,
sous la forme d’une cyclooctyne, seulement lors de I'ajout du monomere CD dans le milieu, et serait
immédiatement stabilisé avec la formation du triazole au cours de cette étape. Les bouts des chaines
en croissance intermédiaires seraient alors, en alternance, un azoture ou une amine. Un élément reste
a prendre en compte : la stabilité des nouveaux monomeres. En effet, il ne faut pas perdre de vue que
la présence d’un azoture dans un composé organique peut induire une certaine explosivité du produit
en question. Il faut donc veiller, comme cela a été le cas dans toutes les structures utilisées jusqu’a
présent, a ce que la structure utilisée pour le nouveau monomeére AB respecte une composition
satisfaisante en terme d’atomes d’azote, d’oxygéne et de carbone, afin de limiter ces risques.’3’%
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Figure 111.10. Approches « AB+CD » possibles pour la voie de synthése sans cuivre des poly(triazole amide)s. a. Stratégie
utilisée. b. Stratégie imaginée pour limiter les cyclooctynes intermédiaires.

En complément, des nouvelles structures ont été développées ces dernieres années, qui
pourraient aider a faciliter cette voie de synthese sans cuivre. Ces nouvelles générations de
cyclooctynes (Tableau I11.2) ont été créées avec I'objectif de stabiliser un peu plus les composés, mais
aussi d’augmenter leur réactivité.[*”- 502 5171 Deyx catégories ont été particulierement étudiées : les
composés fluorés et les composés diarylés. Les premiers, développés tout de suite apres les premiéeres
utilisations de cyclooctynes dans les réactions de SpAAC, ont permis d’augmenter jusqu’a un facteur
60 la cinétique de la cycloaddition par I'insertion en a de I'alcyne de groupements électroattracteurs,
tout en garantissant une compatibilité biologique chére au groupe de Bertozzi.l’®% 5185201 | es seconds,
porteurs d’une cyclooctyne dibenzoannulée, sont également beaucoup plus réactifs de par
I"augmentation de la contrainte du cycle induite par ces groupements aryles qui entourent le cycle a
huit carbones. % 521525

Nom de la structure Abréviation Structure Année de découverte
Cyclooctyne oCT | 2004
R
= F
Monofluorocyclooctyne MOFO OLR 2006
—\ F
. F
Difluorocyclooctyne DIFO 0 2007
[
R
Dibenzocyclooctyne DIBO 2008
R
Dibenzoazacyclooctyne DIBAC 2010
N
R
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Nom de la structure Abréviation Structure Année de découverte
Biarylazacyclooctynone BARAC O O 2010
N
O R
Bicyclononyne BCN 2010
H'V "H
R

Tableau I1.2. Liste (non exhaustive) des nouvelles générations de cyclooctynes pour une utilisation dans des réactions de
cycloadditions.[497]

De ces progrés divers pourraient étre imaginées des nouvelles structures de monomeres pour
la synthese de poly(triazole amide)s sans cuivre qui seraient plus stables, plus réactifs, et qui aideraient
sans doute a obtenir les séquences souhaitées tout en améliorant les conditions.

3. Conclusions

Une voie de synthese des poly(triazole amide)s ne faisant pas intervenir de catalyseur au
cuivre, responsable de problemes de réactivité et de solubilité notamment, est donc imaginée suite
aux développements récents de la réaction de SpAAC (pour strain-promoted alkyne-azide
cycloaddition). Un monomere contenant une cyclooctyne, fonction principale intervenant dans la
SPAAC, est synthétisé. La cyclooctyne, grace a la tension de son cycle induite par les angles autour de
la triple liaison, réagit spontanément avec un azoture organique pour former un groupement triazole.
Le catalyseur devient donc inutile et la synthése, plus propre d’un point de vue environnemental, doit,
en théorie, mener a des oligomeres plus solubles dans les solvants usuels et donc plus facilement
caractérisables.

Dans un premier temps, le monomeére codant pour le bit 1, composé d’un acide carboxylique
et d’une cyclooctyne, est synthétisé avec succés, méme si le rendement global de cette synthése est
relativement faible. Cependant, la caractérisation de celui-ci par RMN dévoile déja une dégradation
spontanée du produit, trés certainement due a la fois a I'air, a la température et a la lumiere. Des
conditions drastiques sont alors nécessaires pour la conservation du monomere. La synthése d’un
oligomeére est ensuite effectuée a partir de ce monomere et de l'unité intercalante constituée d’une
chaine PEG déja utilisée dans les synthéses avec cuivre. La caractérisation de la séquence se montre
néanmoins trés compliquée. En effet, la solubilité du produit n’est pas assez améliorée, rendant
certaines analyses difficiles. De plus, I'analyse par SEC révele la présence dans I’échantillon de plusieurs
especes, preuve de la polymolécularité des chaines. Il est également impossible, a partir des
informations données par cette technique, d’assurer que la séquence désirée ait été obtenue. Une
étude en spectrométrie de masse pourrait éclaircir ce point, mais I'insolubilité des produits couplée a
une probable dégradation due aux conditions de transport de ceux-ci rend cette analyse impossible.

Plusieurs solutions pourraient aider a résoudre les différents probléemes rencontrés avec le
monomere et I'oligomeére. D’abord, une structure de monomere inspirée des nouvelles générations de
cyclooctynes, plus stables et plus réactives, devrait permettre de compléter les étapes plus facilement,
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plus rapidement et avec un rendement quantitatif souhaitable pour une synthese de polymeére a
séquence définie. Ensuite, un changement de stratégie itérative, a travers une inversion des
fonctionnalités des monomeres, permettrait de limiter le nombre d’intermédiaires finissant par une
cyclooctyne entre deux étapes, empéchant par le méme coup la dégradation des chaines en
croissance, et favorisant donc I'isomolécularité du produit final. La courte étude préliminaire pourrait
donc étre poussée un peu plus loin grace a ces différentes perspectives afin de développer, avec
succes, cette nouvelle voie de synthése de poly(triazole amide)s sans cuivre.
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Application a la synthése d’acides xénonucléiques I

1. Introduction

Le chapitre Il et le chapitre Ill concernent la synthése de polymeéres a séquences définies
contenant des codes numériques synthétiques définis par des groupements latéraux disséminés le
long des chaines. Le langage binaire utilisé permet d'implémenter des messages en langage ASCII a
raison d’un bit d’information par unité codante. Intercalés entre ces unités codantes, des espaceurs
aident a conférer aux macromolécules des propriétés physiques mais n’apportent pas d’information
au code de la chaine. Cela entraine une perte d’espace et donc une densité d’information qui n’est pas
optimale. Afin de pallier ce probléme, il est possible d’insérer a chaque étape de la synthése une unité
codante, qui augmenterait donc cette densité d’information.

Comme décrit dans le chapitre | (voir 1.2.1.3.3), les acides xénonucléiques (XNAs) sont des
analogues des acides nucléiques,”! qui portent les bases caractéristiques de ceux-ci (adénine, cytosine,
guanine, thymine ou uracile) sur un squelette principale synthétique,> °» 521 qui peuvent étre
ordonnées en séquences apériodiques.®¥ Ils forment donc un pont entre deux domaines majeurs : la
biologie et la chimie de synthése.?” 528 |’exemple le plus marquant est celui des acides nucléiques
peptidiques (PNAs)!”- 18 53] de Peter E. Nielsen, décrit au début des années 1990. Sur la base d’une
synthése peptidiquel™ (voir 1.2.2.3) & partir d’acides aminés modifiés, porteurs donc des bases azotées
des acides nucléiques, il construit ces PNAs composés d’un squelette 2-aminoéthylglycine sur lequel
sont attachées les bases. Il parvient donc a implémenter le long des chaines, un code basé sur un
alphabet quaternaire (en utilisant par exemple uniguement les bases A, C, T et G de I’ADN) pour lequel
une base est insérée a chaque ajout d’'un monomere. Cependant, la synthese de ces PNAs, si elle n’est
pas réalisée a I'aide de templates ADN ou ARN,** repose, comme pour les synthéses de polypeptides
traditionnelles, sur une approche itérative « AB+AB » (voir 1.3.3.4) faisant donc intervenir des
groupements protecteurs, et par conséquent, des étapes de déprotection (Figure 1V.1). En effet, les
acides aminés utilisés sont porteurs a la fois d’un acide carboxylique et d’une amine primaire, qui
réagissent au cours d’une étape de couplage acide-amine. En I'absence de groupement protecteur,
I'ajout du monomere en exces dans le milieu réactionnel entrainerait une polymérisation et donc
I’addition de plusieurs unités pendant I'étape, résultant en une absence de contréle de la séquence et
en une polymolécularité des chaines. Il est donc nécessaire de protéger I'amine primaire des
monomeres (voir 1.2.2.3.3) afin d’empécher cette polymérisation et de n’ajouter qu’une seule unité a
chaque étape. Cependant, dans le but d’ajouter ensuite le synthon suivant, 'amine présente au bout
de la chaine en croissance doit étre déprotégée, afin de pouvoir réagir a nouveau avec un acide
carboxylique. Originellement utilisé, le groupement Boc est assez rapidement remplacé par un
groupement Fmoc, clivable en conditions basiques.® Cela permet de ne pas jouer sur les différents
niveaux d’acidité entre déprotection de I'amine et clivage de la chaine, assurant de ne pas séparer les
chaines de la résine en méme temps que le Boc est éliminé. Les amines présentes sur les bases
nucléiques sont, elles, protégées par un groupe Cbz, partant également dans les conditions acides du
clivage final.
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Figure IV.1. Schéma général de la synthése des PNAs & partir d’une résine MBHA (voir 1.2.2.3.1).153] (i) Amidification :
monomeére protégé, agent de couplage, base, solvant. (ii) Déprotection de I'amine terminale : pipéridine, solvant. (iii) Etape
de clivage par HF.

Dans la lignée de ces travaux, le groupe de Winssinger décrit en 2010 la synthése de PNAs
« clickables » (cPNAs), intégrant des fonctions triazoles a certains points de la chaine.®?® En fait, une
réaction de cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre est utilisée afin de lier des fragments
de PNAs. Cette manceuvre a pour but premier d’améliorer les propriétés physiques des PNAs, et
notamment leur résistance a la température et aux attaques chimiques et biologiques.

Un autre des intéréts de ces deux types de XNAs est leur capacité a interagir avec des acides
nucléiques naturels. En effet, le squelette des PNAs par exemple a été imaginé de telle sorte que
I’'espacement des bases soit identique & celui de I’ADN ou de I’ARN.[”! Cette propriété résulte en la
possibilité de former des complexes en présence d’acides nucléiques double-brin ou simple-brin en
respectant I"appariement des bases selon le schéma de Watson et Crick (voir 1.2.1.1.1).17 1857 |4
température de fusion de ces complexes est méme, comme prévu, plus élevée que pour les complexes
naturels,!*” 3 € preuve de la stabilité plus importante des complexes de PNAs vis-a-vis de la
température. De méme, il a été montré que l'insertion de groupements triazoles, isostéres des
amides®% et déja utilisés comme peptidomimétiques®® du fait de leur aptitude a donner des
conformations spatiales similaires aux polypeptides% >3 53l en remplacement de certaines liaisons
amides de la chaine n’altérait en rien la capacité de ces oligoméres a s’hybrider avec les acides
nucléiques naturels.[>?% 532

Dans ce contexte, la synthése d’oligo(triazole amide)s par une approche itérative « AB+CD »
sur support solide telle que celle décrite dans le chapitre Il est adaptée a la synthése de XNAs (Figure
IV.2.c), dans le but a la fois de faciliter les conditions de synthése de certains analogues tels que les
PNAs par I'abandon de la chimie de protection, mais aussi, sans altérer leur propension a s’hybrider
avec des séquences naturelles complémentaires, d’améliorer leurs propriétés physiques et
notamment d’augmenter la température de fusion des complexes formés avec les acides nucléiques.
Ainsi, deux structures de monomeres ont été imaginées pour permettre cette synthese requérant deux
réactions orthogonales que sont le couplage acide-amine permettant la formation d’'un amide et la
CuAAC menant a la formation d’un triazole. Un premier monomere est porteur des fonctions acide
carboxylique et azoture, le second est composé des fonctions alcyne et amine primaire (Figure 1V.2.a).
Dans les deux cas, quatre dérivés sont synthétisés, portant 'une des quatre bases azotées de I’ADN :
la thymine, I'adénine, la cytosine ou la guanine (Figure 1V.2.b). Cette nouvelle classe de XNAs est
nommeée acide nucléique peptide triazole (PTzNA pour peptide triazole nucleic acid).
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Figure IV.2. Concept général de la synthése itérative, orthogonale et supportée des PTzNAs. a. Stratégie « AB+CD » étudiée
pour la synthése des PTzNAs. Cette approche nécessite 'emploi de deux monoméres AB et CD contenant quatre fonctions
orthogonales A, B, C et D. b. Structure des monomeres utilisés. c. Schéma général pour la synthése itérative des polymeéres. (i)
Amidification. (i) CuAAC. (iii) Etape de clivage.

2. Syntheése itérative de PTzNAs

2.1. Stratégie générale

Comme pour les séquences synthétiques présentées dans le chapitre ll, la synthése des PTzNAs
est basée sur deux réactions orthogonales mettant en jeu quatre fonctions réactives. Il est donc
nécessaire d’utiliser deux types de monomeéres différents portant chacun deux de ces quatre fonctions.
Les structures de monoméres décrites par Winssinger en 2010,°?°! adaptées ici pour la synthése des
PTzNAs, présentent une différence par rapport a celles des monomeres utilisés dans les précédents
chapitres puisque les associations de fonctions ne sont pas les mémes. En effet, alors que
précédemment, le premier bloc portait les fonctions acide carboxylique et alcyne alors que le second
portait les fonctions amine et azoture (voir 11.2.1), ici, c’est le contraire : le monomere appelé AB est
composé d’un acide carboxylique (A) et d’'un azoture (B) et le monomere CD porte un alcyne (C) et une
amine primaire (D). Ces deux types de monomeéres sont déclinés selon les quatre bases nucléiques de
I’ADN, la thymine (T), I'adénine (A), la cytosine (C) et la guanine (D), donnant lieu a la formation d’une
librairie de huit monomeres (voir 1V.2.2) a partir desquels il est possible de synthétiser n‘importe quelle
séquence.

La synthése des oligoméres est effectuée sur une résine Wang fonctionnalisée par un acide
aminé comme celle qui a été utilisée dans le chapitre Il (Figure IV.3). Des essais non concluants ayant
été effectués sur une résine commerciale fonctionnalisée par une glycine (voir 1V.2.3.1), c’'est
finalement la phénylalanine qui a été retenue. Le groupement Fmoc protégeant I'amine primaire de la
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phénylalanine est éliminé grace a la pipéridine et le premier monomere AB est ajouté par couplage
acide carboxylique-amine primaire en présence d’un agent de couplage et d’'une base. Une fois la
réaction terminée et la résine lavée, une cycloaddition alcyne-azoture catalysée par le cuivre (l)
(CuAAC) a lieu pour attacher un monomere CD a I'azoture terminal. Cette étape est réalisée en
présence d’une source de cuivre (I), d’un ligand et, si besoin, d’un réducteur du cuivre pour éviter qu’il
ne s’oxyde en cuivre (ll). Une amine primaire est de nouveau présente au bout des chaines en
croissance et un nouveau cycle peut avoir lieu. Pour ces deux réactions, les conditions different selon
la base nucléique présente sur le monomere ajouté (voir 1V.2.3). Des cycles de ces deux étapes sont
effectués jusqu’a I'obtention de la séquence désirée. L'oligomeére est alors séparé de la résine lors

d’une étape de clivage en conditions acides, en présence d’acide trifluoroacétique (TFA), puis purifié
par précipitation et par des lavages successifs au diéthyle éther (Et;0).

‘ i NH, ( ‘ i JJ\/N\/\Ns

Figure IV.3. Schéma de la synthése itérative, orthogonale et supportée des PTzNAs. (i) Amidification : monomére, agent de
couplage, base, solvant. (ii) CUAAC : monomeére, source de cuivre (1), ligand, solvant. (iii) Etape de clivage : TFA, DCM, 2h.

2.2. Synthese des monomeres

Une librairie de huit monoméres est nécessaire a la synthese des PTzNAs (Figure IV.4). Il est a
noter que les amines primaires présentes sur les bases nucléiques (A, C et G seulement) sont protégées
par un groupement Boc clivable en conditions acides.
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Figure IV.4. Structures chimiques des huit monomeres utilisés pour la synthese de PTzNAs.

2.2.1. Syntheses des blocs AB

Les monomeres de type AB portant les fonctions acide carboxylique et azoture sont
synthétisés en suivant le protocole précédemment décrit dans la littérature.?®! Cette synthése
comprend trois étapes : la formation du squelette (sur lequel I'acide est protégé), la fonctionnalisation
par la base nucléique a travers une liaison amide, et la déprotection de I'acide (Figure IV.5). L’acide est
en premier lieu protégé par un groupement benzyle (Bn), qu’il est possible d’éliminer tout simplement
en conditions basiques. Le squelette, formé donc d’un acide carboxylique protégé et d’un azoture
entre lesquels est positionnée une amine servant a accueillir la base nucléique, est issu de I'addition
d’azoture de sodium sur la 2-bromoéthylamine, en présence du bromoacétate de benzyle. La base,
sous forme d’acide, est ensuite attachée par une amidification réalisée en présence d’un agent de
couplage, I'héxafluorophosphate de O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetraméthyluronium (HBTU),
et d’une base, la triéthylamine. Enfin, la déprotection de I'acide carboxylique se fait en présence de
soude.
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Figure IV.5. Synthése des blocs AB. a. Schéma général de la synthése des monomeres AB. b. Structure des monomeres obtenus.

2.2.2. Syntheses des blocs CD

En ce qui concerne les monomeres de type CD, porteurs des fonctions alcyne et amine
primaire, les protocoles décrits dans la littérature® ne concernent que le cas ol I'amine est protégée
par un groupement méthyltrityle (Mtt), ce qui n’est pas nécessaire dans une approche orthogonale
telle que celle utilisée pour les PTzNAs. C’est pourquoi les monomeres déprotégés sont synthétisés.
Les synthéses des monomeéres portant I'adénine (CD-A), la cytosine (CD-C) ou la guanine (CD-G) ont
été réalisées par Laurence Oswald et se basent sur la méme approche (Figure IV.6). Une étape de
déprotection de I'amine est simplement ajoutée. La synthése se fait donc en quatre étapes: la
formation du squelette, la protection de I'amine terminale, I'ajout de la base nucléique par
amidification et la déprotection de I'amine terminale. Le squelette est formé par I'addition de
I’éthyléne diamine sur le chlorure de propargyle. L'amine primaire terminale est ensuite protégée par
un groupement Mtt amené par le chlorure de 4-méthyltrityle. L'amine secondaire restante, au milieu
de la chaine, permet d’attacher la base souhaitée dans les mémes conditions que pour les blocs AB.
L'amine primaire du squelette est finalement déprotégée grace a un mélange acide
trifluoroacétique/triisopropylsilane (TFA/TIS).
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Figure IV.6. Synthése des blocs CD. a. Schéma général de la synthése des monomeres CD. b. Structure des monomeéres obtenus.

Pour le monomeére fonctionnalisé avec la thymine (CD-T), une stratégie un peu différente est
utilisée (Figure IV.7). L'amine primaire du squelette n’est plus protégée par un groupement Mtt mais
par un groupement Boc, dont la déprotection en milieu acide est plus aisée puisque la thymine elle-
méme ne comporte pas d’amine primaire. Le squelette protégé est cette fois-ci issu en une seule étape
d’une réaction entre le N-Boc-éthylene diamine et le bromure de propargyle. La thymine est ensuite
attachée comme précédemment et le Boc est finalement éliminé par ajout de TFA.
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Figure IV.7. Synthése du bloc CD-T. a. Schéma général de la synthése du monomére CD-T. b. Structure du monomere obtenu.
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2.3. Synthese des oligoméres

2.3.1. Des premieres tentatives prometteuses

Quelques ajustements ont été apportés a la suite des premiers essais de synthéses de PTzNAs,
les conditions ne menant pas forcément aux résultats escomptés. Néanmoins, ces tentatives ont
amené des résultats prometteurs qui ont ouvert la voie a ces optimisations. Les monomeres portant
des thymines (AB-T et CD-T) étant les plus faciles a produire, et les moins colteux, des homopolyméres
de séquences ne contenant que des thymines ont été synthétisés pour les premiers tests. Les réactions
sont menées dans le DMF. Pour le couplage acide-amine, des solutions méres des réactifs sont
préparées: une solution de concentration 0,2 mol.l? pour le monomére, une solution de
concentration 0,5 mol.L pour I’agent de couplage et une solution de bases de concentration 1,8 mol.L°
! en 2,6-lutidine et 1,2 mol.L? en DIPEA. Ces solutions sont ensuite mélangées dans les bonnes
proportions pour activer tous les réactifs et déposées sur la résine. Pour ce qui est de la CuAAC, les
réactifs sous forme solide (le monomere, la source de cuivre, CuBr, et le ligand, dNbipy) sont déposés
sur la résine. Le tube subit des cycles vide-argon pour que la réaction se fasse sous atmosphére inerte
et le solvant est finalement injecté. Le dispositif est agité pendant la réaction. Au-dela du choix des
réactifs, plusieurs facteurs sont importants dans cette synthése supportée, comme le volume de
solution déposé et la concentration en réactifs dans le milieu, ou encore la capacité de la résine a
gonfler dans le solvant choisi, qui modifie I'accessibilité des sites réactifs.

En premier lieu, la résine utilisée n’est pas fonctionnalisée par une phénylalanine mais c’est la
résine Wang porteuse d’une glycine, commerciale, qui est choisie. Pour les premiéres synthéses, c’est
I"agent de couplage HBTU qui est utilisé pour I'amidification. Le volume du mélange de réactifs déposé
est alors d’environ 120 puL pour 10 mg de résine. La réaction est maintenue 1h. Pour I'étape de « click »,
ce sont 0,5 mL de solvants qui sont injectés. Cette étape est réalisée en 3h. Dans ces conditions, la
séquence de neuf thymines synthétisée est obtenue (composé 1V-3). Cependant, le spectre MALDI-
TOF du produit montre également la présence de tous les congéneres des étapes précédentes aux
séquences tronquées (Figure IV.8). Cet essai prouve tout de méme qu’il est possible d’obtenir
I'oligomere souhaité.

[4T+Na]"

1209.9
[6T+Na]*
1765.9

IV-3 [Gly-TTTTTTTTT]
masse moléculaire = 2591,9810 Da

T T T T T T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
m/z

Figure IV.8. Spectre MALDI-TOF de la premiére séquence de PTzNA [Gly-TTTTTTTTT] (IV-3).

Des ajustements sont ensuite effectués. Notamment, les temps de réactions ont été doublés,
le nombre de répétitions des étapes également, le volume de solution déposé a été augmenté (a
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concentrations égales) afin de s’assurer que toute la résine était couverte, les quantités de matiere ont
été modifiées, certains réactifs également, et notamment I'agent de couplage pour I'amidification. Les
résultats de ces essais ne sont cependant pas concluants puisque la polymolécularité des chaines est
toujours observée. Néanmoins, certains changements de conditions sont conservés comme le volume
de solution déposé sur la résine plus important ou la répétition de I'étape d’amidification (la solution
du mélange monomeére/agent de couplage/base est finalement déposée deux fois pendant 30 min)
par exemple. Finalement, grace a la combinaison de ces optimisations, un oligomére isomoléculaire
de huit thymines (composé 1V-4) est tout de méme obtenu et un suivi a chaque étape en MALDI-TOF
permet de vérifier que celles-ci sont complétes (Figure 1V.9). Des pics d'impuretés demeurent (visibles
au niveau des deux dernieres étapes notamment) mais ils ne correspondent pas aux produits des
étapes précédentes et ne sont donc pas issus d’étapes incompléetes.
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Figure IV.9. Superposition des spectres MALDI-TOF apreés les 3éme, 4éme, 5éme geme 7eme ot 8éme gtgpes de synthése de la
séquence de PTzNA [Gly-TTTTTTTT] (IV-4) avec des conditions optimisées.

En plus de ces impuretés dont I'origine n’est pas claire, un autre probléme subsiste dans ces
analyses : la présence de pics satellites récurrents a +57 Da par rapport aux pics des produits. Comme
brievement expliqué dans le chapitre Il (voir 11.2.1), le faible encombrement de la glycine présente sur
la résine et, apres clivage, en début de chaine, la rend vulnérable a une hydrolyse par un acide, comme
le TFA justement utilisé pour le clivage. Cela provoque une fragmentation au niveau de cette glycine
et des écarts de -57 Da, dont cette analyse est la parfaite illustration.*®” Ce phénoméne est en
particulier largement observé pour I'analyse de protéines. Les pics présents a +57 Da peuvent eux
s’expliquer tout simplement par la formation d’adduits avec des ions sodium et potassium au cours de
I"analyse en spectrométrie de masse. Pour pallier ce probléme, il est donc nécessaire de modifier le
linker utilisé sur la résine, la glycine, par un autre qui ne subirait pas la fragmentation.

2.3.2. Une nouvelle résine : un changement clé

Une résine fonctionnalisée par une phénylalanine, comme pour les syntheses du chapitre Il
(voirll.2.1) est donc ensuite utilisée pour toutes les synthéses. Celle-ci, plus encombrée par la présence
du groupement phényle, ne subit pas I’hydrolyse acide et n’est donc pas fragmentée. En outre, I'agent
de couplage pour I'amidification utilisé jusqu’a présent, HBTU, est remplacé par une structure plus
réactive découverte récemment,’>>3->3% donnant de meilleurs rendements : I’héxafluorophosphate de
2-(1H-7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium (HATU). Un oligomére contenant une
séquence de huit thymines (composé IV-5) comme précédemment est synthétisé dans ces conditions
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et parait pratiqguemment isomoléculaire en analyse ESI-MS (Figure 1V.10.a). Seul un congénere
inférieur correspondant a une séquence de six thymines est visible sous sa forme doublement
protonée de maniere minoritaire a m/z 917,9 Da. Cette tendance est confirmée lors d’un second essai
pour une chaine un peu plus courte de six thymines (composé IV-6-6, Figure IV.10.b), qui comporte

une nouvelle fois de maniére trés minoritaire des traces de séquences tronquées correspondant a 5
thymines (X3), 4 thymines (X;) et 3 thymines (X1).

a. IV-5 [Phe-TTTTTTTT] b. IV-6-6 [Phe-TTTTTT]
masse moléculaire = 2389,9360 Da masse moléculaire = 1833,7217 Da
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Figure IV.10. Spectres ESI-HRMS des séquences [Phe-TTTTTTTT] (IV-5) (a) et [Phe-TTTTTT] (IV-6-6) (b) de PTzNAs.

Suivant le méme protocole, des essais sont aussi conduits afin d’intégrer des cytosines,
également dans la catégorie des pyrimidines puisque de structure trés proche des thymines, dans la
chafne a plusieurs positions. Dans le premier oligomére synthétisé, la cytosine est placée en fin de
séquence grace a une réaction CuAAC (composé IV-7, Figure IV.11.a). Le spectre de masse
correspondant est parfait puisque seule la séquence [Phe-TTTTTC] est observée. C'est la preuve de
I'efficacité de ces conditions pour les pyrimidines. De méme, en placant une cytosine également en
début de chaine grace a une amidification (composé IV-8, Figure IV.11.b), le composé [Phe-CTTTTC]

est majoritaire, méme si des impuretés correspondant a des séquences [Phe-TTTC] (X;) et [Phe-CTTC]
(X1) sont visibles minoritairement.
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a. IV-7 [Phe-TTTTTC] b. IV-8 [Phe-CTTTTC]
masse moléculaire = 1818,7220 Da masse moléculaire = 1803,7224 Da
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Figure IV.11. Spectres ESI-HRMS des séquences [Phe-TTTTTC] (IV-7) (a) et [Phe-CTTTTC] (IV-8) (b) de PTzNAs.

2.3.3. Des problemes avec certaines bases nucléiques : optimisation pour chaque
situation

Si I'incorporation des bases pyrimidiques se déroule sans soucis, ce n’est pas forcément le cas
des bases puriques. En effet, 'ajout par exemple d’une guanine en bout de chaine par CuUAAC est un
échec. La séquence [Phe-TTTTTG] (composé IV-9) est a peine visible tandis que I'oligomeére tronqué
[Phe-TTTTT] contenant 5 thymines (X) est bien observé (Figure IV.12), preuve que I'addition du bloc
CD-G est ratée.

IV-9 [Phe-TTTTTG]
masse moléculaire = 1858,7282 Da

[X+2H]*
785.8

930.4

1 [IV-9+2H]*

N

T T T —T T T T
500 600 700 800 900 1000 1100 1200
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Figure IV.12. Spectre ESI-HRMS de la séquence de PTzNA [Phe-TTTTTG] (IV-9) (CuAAC avec CuBr/dNbipy).

De plus, méme si I'ajout d’une guanine par amidification au milieu d’'une séquence contenant
déja des thymines et une cytosine (séquence [Phe-TTCTGT], composé IV-10) est une réussite dans les
mémes conditions que pour les pyrimidines (Figure IV.13.a), la méme expérience pour un ajout par
réaction « click » (séquence [Phe-TCTGTT], composé IV-11) est loin d’étre satisfaisante (Figure IV.13.b).
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Seule une séquence tronquée [Phe-TCTT] (X) est alors observée a 632,3 Da sous une forme doublement
protonée.

a. IV-10 [Phe-TTCTGT] b. IV-11 [Phe-TCTGTT]
masse moléculaire = 1843,7285 Da masse moléculaire = 1843,7285 Da
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Figure IV.13. Spectres ESI-HRMS des séquences [Phe-TTCTGT] (IV-10) (a) et [Phe-TCTGTT] (IV-11) (CuAAC avec CuBr/dNbipy)
(b) de PTzNAs.

Un essai d’ajouts en bouts de chaines dans les mémes conditions (séquence [Phe-GTTTTG],
composé IV-12) donne le méme résultat : la guanine du début de séquence est bien attachée par
amidification tandis que pour celle de bout de chaine, par CUAAC, ce n’est pas le cas. L'oligomeére visé
est cependant visible trés minoritairement a 942,9 Da (Figure 1V.14).

IV-12 [Phe-GTTTTG]
masse moléculaire = 1883,7347 Da
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Figure IV.14. Spectre ESI-HRMS de la séquence de PTzNA [Phe-GTTTTG] (1V-12) (CuAAC avec CuBr/dNbipy).
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M =1V-13, IV-14, IV-15 et IV-16 [Phe-TTTGTT]
masse moléculaire = 1858,7282 Da
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Figure IV.15. Spectres ESI-HRMS de la séquence de PTzNA [Phe-TTTGTT] synthétisée avec différentes conditions pour I'ajout
du bloc CD-G. a. CuAAC du bloc CD-G avec CuBr/dNbipy (IV-13). b. CUAAC du bloc CD-G avec CuBr/THPTA (IV-14). c. CuUAAC du
bloc CD-G avec CuBr/TBTA (IV-15). d. CuUAAC du bloc CD-G avec CuSO4/TBTA (IV-16). e. Structures des différents ligands utilisés.

Des changements de conditions sont donc nécessaires pour les purines et notamment des
blocs CD porteurs de I'alcyne et de I'amine primaire. La réaction de CuAAC mise en jeu fait intervenir
une source de cuivre et un ligand qui forment un complexe qui doit étre le plus stable possible pour
catalyser au mieux la formation du triazole. L'utilisation du couple CuBr/dNbipy ne permet
apparemment pas cette formation dans le cas de la guanine. Celle-ci perturbe en effet la coordination
du ligand avec le cuivre en formant elle-méme un complexe avec le cuivre. Le défi consiste donc a
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trouver un ligand qui stabilise plus encore le cuivre et qui catalyse toujours la formation du triazole.
Dans ce but, plusieurs ligands ont été essayés pour I'incorporation d’une guanine au milieu d’une
chaine de PTzNA constituée de thymines. Outre le 4,4’-dinonyl-2,2’-dipyridyl (dNbipy)©2”! utilisé
habituellement (composé IV-13, Figure IV.15.a), deux structures assez similaires intégrant elles-mémes
trois triazoles qui stabilisent le catalyseur au cuivrel’" 4% 52 sont essayées (Figure IV.15.e) : le tris-
(hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA) (composé 1V-14, Figure 1V.15.b) et le tris-
(benzyltriazolylméthyl)amine (TBTA) (composé IV-15, Figure 1V.15.c). Ces deux ligands sont connus
pour avoir des caractéristiques stabilisantes du cuivre du fait de leur capacité a se lier de maniére
tétradentée a celui-ci, I'enveloppant ainsi compléetement, et ne laissant aucun site de liaison disponible
pour une potentielle déstabilisation du complexe catalyseur.B" 4% Comme c’est parfois le cas dans la
littérature, TBTA est également couplé avec CuSO4 en remplacement de la source habituelle de cuivre
(1), CuBr (composé IV-16, Figure IV.15.d).5?! Les résultats pour I'incorporation du bloc CD-G dans une
séquence de PTzNA ne sont pas a la hauteur des espérances puisque dans tous les cas, le produit
souhaité n’est pas observé de maniére majoritaire. Cependant, une légere amélioration semble
apparaitre avec TBTA, et notamment lorsque celui-ci est couplé a CuSQO,, le pic de la séquence [Phe-
TTTGTT] paraissant légérement plus intense.

M =1V-17, IV-18, IV-19 et IV-20 [Phe-TTTATT]
masse moléculaire = 1842,7333 Da
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Figure IV.16. Spectres ESI-HRMS de la séquence de PTzNA [Phe-TTTATT] synthétisée avec différentes conditions pour I'ajout
du bloc CD-A. a. CuAAC du bloc CD-A avec CuBr/dNbipy (IV-17). b. CuAAC du bloc CD-A avec CuBr/THPTA (IV-18). c. CuUAAC du
bloc CD-A avec CuBr/TBTA (IV-19). d. CuAAC du bloc CD-A avec CuSO,4/TBTA (IV-20).
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Les mémes essais sont conduits sur I'autre monomeére CD portant une purine, celui de
I’adénine (CD-A). Les résultats sont tout a fait comparables, et c’est encore une fois le couple
CuSO4/TBTA (composé 1V-20, Figure IV.16.d) qui semble donner le rendement le plus élevé pour la
cycloaddition du bloc CD-A dans une chaine de PTzNA, méme si les chaines sont loin d’étre uniformes.

= 1V-21, IV-22, IV-23 et IV-24 [Phe-TTTTAT]
masse moléculaire = 1842,7333 Da
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Figure IV.17. Spectres ESI-HRMS de la séquence de PTzNA [Phe-TTTTAT] synthétisée avec différentes conditions pour I'ajout
du bloc AB-A. a. Agent de couplage pour I'addition de bloc AB-A : HATU (IV-21). b. Agent de couplage pour I'addition de bloc
AB-A : HBTU (IV-22). c. Agent de couplage pour I'addition de bloc AB-A : PyBOP (IV-23). d. Agent de couplage pour I'addition
de bloc AB-A : COMU (IV-24). e. Structure des différents agents de couplage utilisés.

De maniéere similaire, I'intégration du monomeére AB-A demande quelques ajustements. En
effet, contrairement aux trois autres blocs du méme type, celui portant une adénine ne donne pas de
rendement quantitatif lorsque I'amidification est menée avec I’'héxafluorophosphate de 2-(1H-7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium (HATU) (composé IV-21, Figure 1V.17.a). Aussi, des
expériences sont conduites avec des agents de couplage différents (Figure IV.17.e). Parmi ceux-Ia,
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I’héxafluorophosphate de O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetraméthyluronium (HBTU) (composé
IV-22, Figure 1V.17.b), déja utilisé dans les premiéres syntheéses, I’héxafluorophosphate de
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium (PyBOP) (composé IV-23, Figure IV.17.c), qui avait
également déja été essayé pour les premieres optimisations sur la résine Gly-Wang, et enfin
I’"héxafluorophosphate de (1-cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidénaminooxy)diméthylamino-morpholino-
carbenium (COMU) (composé IV-24, Figure IV.17.d), qui a également fait ses preuves dans la synthése
de polypeptides.[>36 537]

Finalement, aucun de ces tests ne donne de différence significative par rapport a I'utilisation
de HATU. En effet, sur tous les spectres ESI-HRMS, méme si la séquence [Phe-TTTTAT] est largement
observée, c’est aussi le cas d’'impuretés, et notamment de la séquence tronquée [Phe-TTTA] ou [Phe-
TTAT] (X1) qui traduit du bon ajout de I'adénine mais d’étapes incomplétes pour I'ajout de thymines.

2.3.4. Conclusions des synthéses

Finalement, aucun probléme majeur n’est a relever pour la synthese de séquences de PTzNAs
contenant des pyrimidines. L’ajout des blocs AB-T et AB-C par amidification en présence de HATU
donne la plupart du temps un rendement quantitatif et la cycloaddition avec le couple CuBr/dNbipy
pour l'incorporation des monomeres CD-T et CD-C est également compléte. Pour ce qui est des
purines, le couplage acide carboxylique-amine primaire avec HATU permettant I'ajout des monomeres
AB-G et AB-A est également possible, méme si pour I'adénine, des séquences tronquées sont
présentes. En revanche, pour les blocs CD-G et CD-A, la CuUAAC est incompléte. Leur incorporation
nécessite un changement de conditions et c’est a priori le couple CuSO4/TBTA qui donne les meilleurs
résultats, bien que les produits requiérent toujours une purification par séparation, qui pourrait étre
réalisée par exemple par HPLC préparative.

Malgré tout, des séquences ont pu étre synthétisées avec I'ensemble des monomeres a
disposition et leurs structures confirmées par détermination de leurs masses exactes en spectrométrie
de masse ESI-HRMS (Tableau IV.1).

Masse
Echantillon Séquence m/zw M/ Zexp
1V-6-2 PheeT=T 722,3005 [M+H]* 722,3021
IV-6-3 PheeTaTeT 1014,3925 [M+H]* 1014,3931
IV-6-4 PheeT=TeT=T 639,7610 [M+2H]** 639,7623
IV-6-6 PheeTaTeTuTeTnT 917,8681 [M+2H]** 917,8673

V-5 PheeTsTeTsTeTsTeTsT 11959753 [M+2H]** 1195,9771

Iv-7 PheeTaTeTuTeTnC 910,3683 [M+2H]** 910,3676
IV-8 PheeCrnToTaTeT=C 902,8685 [M+2H]**  902,8672
IV-10 PheeT=TeCTeGHT 922,8715 [M+2H]**  922,8719
IvV-12 PheeGrTeTaTeTnG 942,8746 [M+2H]**  942,8735
V-9 PheeT=TeTuTeTnG 930,3714 [M+2H]**  930,3725
IV-16 PheeTuTeTuGeTnT 930,3714 [M+2H]**  930,3727
IV-20 PheeTaTeT=AeT=T 922,3739 [M+2H]**  922,3743
IvV-24 PheeTuTeTuTeAnT 922,3739 [M+2H]** 922,3741

Tableau IV.1. Valeurs expérimentales des m/z mesurés par ESI-HRMS pour les PTzNAs protonés synthétisés par chimie itérative

« AB+CD » en phase solide. Les symboles e et =indiquent respectivement les liaisons amides et triazoles.
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3. Etude des propriétés d’hybridation des PTzNAs

Comme décrit précédemment (voir IV.1), un des intéréts des XNAs est leur capacité a interagir
avec les acides nucléiques naturels et a former des complexes avec ceux-la. Pour ce faire, les PNAs par
exemple répondent aux regles d’appariement de Watson et Crick et forment donc des duplexes et des
triplexes plus stables que pour des couples ADN-ADN.F”! |Is présentent notamment une température
de fusion (Tm) plus élevée, une plus grande résistance a la dégradation chimique ou enzymatique et
une sensibilité accrues aux erreurs de complémentarité dans les séquences.®”” De méme,
I'introduction de triazoles a certains points de la chaine principale améliore encore la stabilité des
complexes.>3? || parait donc naturel d’essayer d’inspecter cette propriété pour les PTzNAs. Un bon
moyen de vérifier cela est de réaliser des tests d’hybridation et de mesurer la température de fusion
du complexe (voir 1.2.1.1.3), c’est-a-dire la température a laquelle la moitié des liaisons hydrogénes
entre bases complémentaires sont rompues.!*® Pour ce faire, il est possible d’effectuer une mesure en
spectroscopie UV-visible a 260 nm, longueur d’onde d’absorption maximale des bases nucléiques, en
faisant varier la température. En effet, il est possible d’observer une variation importante de
I"'absorbance entre le cas ou les bases sont appariées avec leur complémentaire et le cas ou elles sont
libres. Afin de connaitre la conformation dans I'espace des molécules analysées, il est également
possible d’effectuer une analyse du dichroisme circulaire, dont le signal permet également de savoir si
les complexes forment une hélice ou un feuillet par exemple, qui donnent des tracés particuliers, ou
toute autre structure secondaire ou tertiaire.>*®! Une mesure en fonction de la température permet
également d’observer les changements de conformation qui pourraient avoir lieu et ainsi de
déterminer également la température de dénaturation des potentiels complexes. De telles
expériences ont donc été menées sur une séquence de PTzNA afin de voir leur capacité a se lier aux
séquences complémentaires naturelles.

3.1. Analyses en spectroscopie UV-visible en fonction de la température

Afin de réaliser les tests en spectroscopie UV-visible, une séquence de PTzNA et sa séquence
complémentaire d’acide nucléique naturel sont nécessaires. Ici, une séquence [Phe-TTTTTTTT]
(composé 1V-5) est utilisée avec son complémentaire d’ADN, une séquence [AAAAAAAA]. Pour
référence, des essais avec I'équivalent ADN de la séquence PTzNA ([TTTTTTTT]) sont également
réalisés. Dans chaque expérience, deux cycles chauffage-refroidissement sont subis par le mélange des
séquences dans une solution de tampon PBS (pour phosphate buffer saline) dans I'’eau milli-Q. Ces
cycles sont réalisés entre 3°C et 90°C a une vitesse de 1°C par minute avec des paliers de 10 min aux
températures extrémes. L'absorbance est mesurée a 260 nm comme précisé précédemment, et la
concentration en oligoméres est déterminée de telle sorte que I'absorbance du mélange se situe aux
alentours de 1, afin d’étre dans des conditions de mesure optimales.

La mesure de contréle avec deux brins d’ADN complémentaires, en |'occurrence des
homopolymeres de thymine et d’adénine de huit unités, donne déja des indications. En effet, le tracé
de I'absorbance relative de I’échantillon en fonction de la température (Figure 1V.18.a) montre un écart
total d’environ 15% entre 3°C et 90°C alors que I'effet hyperchrome prédit qu’il devrait étre compris
entre 20% et 40% en théorie.>>>*! De plus, I'absence de paliers clairement définis a basses et hautes
températures rend difficile la lecture des données, le ralentissement de la pente étant moins visible.
Enfin, les mesures enregistrées sur la phase montante des cycles (de 3°C a 90°C) semblent donner des
résultats moins concluants que pour la phase descendante (de 90°C a 3°C), comme en témoigne la fin
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des courbes correspondantes, pour lesquelles I'absorbance relative ne se stabilise absolument pas a
90°C. Il est a noter que les résultats entre les deux cycles sont trés similaires, confirmant la
reproductibilité de I'expérience. En tracant la dérivée de I'absorbance en fonction de la température
(Figure IV.18.b), il est possible de ressortir un peu plus facilement I'information. En effet, lorsque
I’absorbance augmente le plus nettement, c’est-a-dire a la température de fusion (Tm), la valeur de la
dérivée atteint un maximum. Ainsi, il possible de lire directement sur cette courbe une valeur de Tm.
Ce tracé prouve une nouvelle fois que les données lors du refroidissement sont plus facilement
exploitables. Pour cette échantillon ADN-ADN, une Tm aux alentours de 50°C est mesurée.

Hybridation ADN [TTTTTTTT] - ADN [AAAAAAAA]
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Figure IV.18. Spectres UV-visible de I’hybridation de deux brins d’ADN complémentaires de séquences [TTTTTTTT] et
[AAAAAAAA]. Conditions : concentrations de 5 uM pour chacun des oligoméres dans une solution de tampon PBS dans I'eau
milli-Q a 10 mM. Deux cycles chauffage-refroidissement sont subis par I’échantillon entre 3°C et 90°C a une vitesse de 1°C/min.
a. Mesure de I'absorbance relative G 260 nm en fonction de la température. b. Dérivée premiére de I"absorbance en fonction
de la température. Le maximum de cette dérivée est atteint au niveau de la température de fusion Tm du complexe ADN-ADN.

La différence entre les résultats en montée en température et lors de la descente est
confirmée par I'analyse d’'un mélange PTzNA-ADN (séquence [Phe-TTTTTTTT] pour le brin de PTzNA et
[AAAAAAAA] pour le brin d’ADN). En effet, I'analyse des données lors de la montée en température ne
permet pas d’observer ni changement de pente pour I'absorbance relative (Figure 1V.19.a), ni
maximum pour sa premiere dérivée (Figure IV.19.b). Cependant, le changement de pente des courbes
de refroidissement (Figure 1V.19.c) est beaucoup moins tranchant que pour un couple ADN-ADN et le
maximum de la dérivée beaucoup moins évident (Figure IV.19.d). S’il y avait une hybridation entre le
brin d’ADN et le brin de PTzNA, la température de dénaturation serait mesurée aux environs de 42°C,
c’est-a-dire a un niveau inférieur aux interactions entre brins d’ADN, mais il est difficile de conclure sur
ces résultats. En revanche, un phénomene perturbateur est observé au cours des cycles de chauffage
et de refroidissement entre 0°C et environ 30°C. En effet, un pic d’absorbance est clairement observé
dans ces températures, plus net lors du chauffage, qui indiquerait peut-étre une conformation
particuliére a basse température, comme la formation d’agrégats par exemple.
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Hybridation PTzNA [Phe-TTTTTTTT] - ADN [AAAAAAAA]
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Figure IV.19. Spectres UV-visible de I’hybridation de deux brins de PTzNA et d’ADN complémentaires de séquences [Phe-
TTTTTTTT] (PTzNA, IV-5) et [AAAAAAAA] (ADN). Conditions : concentrations de 5 uM pour chacun des oligoméres dans une
solution de tampon PBS dans I'eau milli-Q a 10 mM. Deux cycles chauffage-refroidissement sont subis par I'échantillon entre
3°C et 90°C a une vitesse de 1°C/min. a. Mesure de I'absorbance relative a 260 nm en fonction de la température pour les
montées en température. b. Dérivée premiére de l'absorbance en fonction de la température pour les montées en
température. c. Mesure de I'absorbance relative a 260 nm en fonction de la température pour les descentes en température.
d. Dérivée premiere de I'absorbance en fonction de la température pour les descentes en température.

Cependant, rien ne permet de conclure a la formation d’un complexe PTzNA-ADN, en atteste
I’analyse des mémes cycles de températures subis par le brin de PTzNA seul (Figure 1V.20), qui montre
de la méme maniéere une variation forte de I'absorbance a des températures basses. Ces interactions
observées sont donc uniquement dues aux molécules de PTzNA et il parait alors intéressant d’essayer
d’observer la conformation spatiale prise par celles-ci en fonction de la température. Des études du
dichroisme circulaire sont donc conduites.
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Figure IV.20. Spectre UV-visible de I’analyse d’un brin de PTzNA de séquence [Phe-TTTTTTTT] (IV-5). Conditions : concentration
de 10 uM pour l'oligomére dans une solution de tampon PBS dans I'eau milli-Q ¢ 10 mM. Deux cycles chauffage-
refroidissement sont subis par I’échantillon entre 3°C et 90°C a une vitesse de 1°C/min.

3.2. Etude de la conformation spatiale par mesure du dichroisme circulaire

Les analyses de dichroisme circulaire sont effectuées dans les mémes conditions que pour la
spectroscopie UV-visible, c’est-a-dire dans une solution de tampon PBS dans I'eau milli-Q, avec des
concentrations en oligomeéres identiques. Un dispositif de contréle de la température par effet Peltier
permet d’enregistrer des spectres a différents paliers. L’analyse consiste en une mesure du dichroisme
circulaire Ag, c’est-a-dire de la différence d’absorption du milieu présentant une activité optique,
comme c’est le cas lorsque les molécules ont des structures secondaires ou tertiaires, entre une onde
polarisée circulairement a gauche et une onde polarisée circulairement a droite.>*% 43! Selon la
conformation des différentes espéces dans I'espace, et |'orientation de celle-ci (le sens de rotation
d’une hélice par exemple), la lumiere polarisée dans un sens est plus rapidement absorbée que celle
polarisée dans I'autre sens, résultant en cette différence mesurable. Pour les acides nucléiques et les
protéines, plusieurs domaines de longueurs d’ondes sont a distinguer.5** %! En effet, tout ce qui se
passe dans les UV lointains (240 nm et avant) est d{i a la structure secondaire des chaines qui dépend
souvent de leur structure et de leur squelette alors que ce qui est mesuré aprés 240 nm est plutot lié
a la structure tertiaire des chaines, et a comment elles interagissent ensemble en fonction de leur
composition en bases nucléiques ou acides aminés. Dans le cas présent, les mesures sont effectuées a
des longueurs d’ondes comprises entre 200 et 320 nm. Il serait intéressant d’observer la réponse des
produits dans des UV plus lointains, malheureusement, la solution tampon utilisée (PBS pour
phosphate buffer saline), qui contient une quantité d’ions chlorure trop importante qui perturbe
I’absorbance aux alentours de 200 nm, ne le permet pas.>*4 54!

Les premiéres mesures sont a nouveau effectuées sur un mélange de deux brins
complémentaires de PTzNA (séquence [Phe-TTTTTTTT], composé IV-5) et d’ADN (séquence
[AAAAAAAA]) et montrent un spectre (Figure 1V.21.a) qui ne présente pas de valeurs minimales ou
maximales locales aux longueurs d’ondes caractéristiques de I’hélice alpha (bande positive a 193 nm,
bandes négatives a 211 et 245 nm pour 'ADN, a 208 et 222 nm pour les protéines, puis bandes
positives entre 260 et 280 nm)[38:544:5%1 g du feuillet beta (bande positive & 195 nm et bande négative
3 218 nm)B4 541 par exemple, mais plutdt un tracé de conformation aléatoire. De plus, la forme de la
courbe n’est pas significativement modifiée par les changements de température puisque seule
I'intensité du signal mesuré varie. Cela montre qu’il n’y a pas de changement de structure secondaire
ou tertiaire en fonction de la température, et donc a priori pas d’hybridation entre les brins de PTzNA
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et d’ADN complémentaires. De plus, il est a noter que les phénomeénes a basses températures observés
en spectroscopie UV-visible ne sont pas visibles sur le dichroisme circulaire. lls ne relévent donc pas de
la conformation spatiale des molécules de PTzNA mais pourraient tout de méme étre le fruit
d’agrégation de celles-ci.

Hybridation PTzNA [Phe-TTTTTTTT] — ADN [AAAAAAAA]
b.

Ag (mdeg)
Ae (mdeg)

———— 71— — 77
220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure IV.21. Analyse de I’hybridation de deux brins de PTzNA et d’ADN complémentaires de séquences [Phe-TTTTTTTT]
(PTzNA, IV-5) et [AAAAAAAA] (ADN). a. Mesure du dichroisme circulaire d’'un mélange PTzNA (séquence [Phe-TTTTTTIT], IV-
5)-ADN (séquence [AAAAAAAA]) a différentes températures. Conditions : concentrations de 5 uM pour chacun des oligoméres
dans une solution de tampon PBS dans I'eau milli-Q a 10 mM. b. Représentation théorique du spectre de dichroisme circulaire
d’une hélice d’ADN double-brin.[538 5461

Des mesures complémentaires sont également réalisées sur des échantillons contenant
chacun des deux brins étudiés séparément. La concentration en especes totale est identique, ce qui
signifie que la concentration de chaque espéce est doublée puisqu’il n’y a plus qu’un seul composé
dans I’échantillon. Alors que le spectre de I'échantillon d’ADN montre le méme dichroisme circulaire
que dans le cas du mélange (Figure IV.22.a), avec une intensité doublée sans doute du fait du
doublement de la concentration de cette espéce, pour I'échantillon de PTzNA (Figure 1V.22.b), le signal
est plat et d’intensité nulle. Ces analyses montrent donc que le signal enregistré pour le mélange de
ces deux composés n’était effectivement pas représentatif d’'un phénomene d’hybridation des espéeces
mais qu’il correspondait uniquement a I'absorbance du brin d’ADN seul, le brin de PTzNA
n’interagissant absolument pas avec et ne présentant lui-méme aucune structure secondaire ou
tertiaire. L'absence de changement de conformation entre basses et hautes températures est donc
par la méme occasion expliqué. Cela confirme la tendance observée en UV-visible, qui ne montrait pas
clairement la formation d’un complexe PTzNA-ADN (voir 1V.3.1).
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a. Analyse ADN [AAAAAAAA] b. Analyse PTzNA [Phe-TTTTTTTT]
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Figure IV.22. Mesures du dichroisme circulaire sur un brin d’ADN (séquence[AAAAAAAA]) (a) et sur un brin de PTzNA (séquence
[Phe-TTTTTTTT], IV-5) (b) a différentes températures. Conditions : concentration de 10 uM pour I'oligomeére dans une solution
de tampon PBS dans I'eau milli-Q a 10 mM.

Cette absence de structure secondaire propre et d’interaction avec des brins naturels
complémentaires pourrait trouver sa source dans les conditions de synthése utilisées. En effet, bien
que considéré comme un isostére de la liaison peptidique,’®3* 532 'anneau triazole est plus rigide que
celui-ci et ne permet donc pas forcément a la molécule de prendre une conformation dans I'espace
définie. La rotation de chaines courtes®? n’est pas forcément adaptable & des segments plus longs.
Plusieurs méthodes le permettent cependant. En contrdlant les positions de substitution du triazole
grace a la catalyse appropriée (qui induit une certaine régiosélectivité),®*”! il est possible d’induire une
rotation de la chaine polymere qui lui permet de prendre la forme d’une hélice par exemple. Dans ce
cas, il est évidemment plus aisé de former des duplexes hélicoidaux avec des brins d’ADN. Plusieurs
formes existent pour le 1,2,3-triazole : la forme 1,4-substituée, qui est obtenue dans ce chapitre par
CuAAC,'3Y |a forme substituée 1,3, la forme substituée sur les positions 1 et 5 et la forme substituée
2,4, notamment. Chacune donne des résultats différents sur les propriétés physiques ou biologiques
et il convient donc de sélectionner la meilleure forme dépendamment de I'application visée.

4. Conclusions

L’approche itérative, orthogonale et supportée pour la synthése de poly(triazole amide)s a
séquences définies est donc transposée a la synthese de séquences naturelles. Des acides
xénonucléiques dont le squelette synthétique est composé d’'un enchainement de liaisons amides et
triazoles sont obtenus grace a des cycles de deux réactions, une amidification et une cycloaddition
CuAAC, faisant intervenir deux types de monomeres, AB et CD. Grace a la déclinaison de chacun de ces
deux types de blocs avec les quatre bases nucléiques de I’ADN, n’importe quelle séquence de PTzNA
(pour peptide triazole nucleic acid) désirée est accessible. Les conditions de synthése sont optimales
pour I'addition des blocs porteurs des pyrimidines (la thymine et la cytosine). En revanche, lorsqu’il
s’agit des purines (guanine et adénine), des ajustements sont effectués. Pour I'étape de CuAAC, le
couple cuivre/ligand utilisé habituellement (CuBr/dNbipy) est remplacé par un autre (CuSO4/TBTA) qui
donne de meilleurs rendements. Cependant, la réaction est loin d’étre compléte, le produit souhaité
n’étant obtenu que de maniére minoritaire. Les séquences riches en purines sont donc plus
compliquées a obtenir. Une étape de purification est a prévoir pour isoler la bonne séquence.
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Cependant, méme si les rendements de la synthése ne sont pas parfaits et les polymeres obtenus pas
uniformes, cette étude ouvre des perspectives intéressantes pour la synthése orthogonale d’acides
nucléiques.

En ce qui concerne les propriétés d’hybridation des PTzNAs avec les brins d’ADN
complémentaires, les résultats de I'étude préliminaire menée ne montrent pas clairement de
phénomeéne qui pourrait correspondre a la formation d’un complexe. En effet, a la maniére des
PNAs, 71852571 des cPNAsP??! ou des TzNAs,!>3? |a formation de complexes XNA-ADN était attendue
avec une stabilité accrue par rapport aux complexes ADN-ADN classiques. Cependant, méme si la
tendance semble plut6ét dans le sens de la possibilité d’'une mesure de température de dénaturation
en spectroscopie UV-visible, celle-ci n’est pas corrélée avec les mesures de dichroisme circulaire. Des
pistes pourraient néanmoins étre creusées au niveau de la synthese des composés afin de surmonter
ce probleme et de rendre plus clairs de tels phénomeénes. En effet, le design des monomeres utilisés
pourrait étre revu afin d’assurer que la distance entre les bases favorise la formation d’un hybride. De
plus, une modification des conditions de formation des groupements triazoles, certainement trop
rigides, pourrait aider a induire une structure spatiale des PTzNAs et ainsi faciliter leurs interactions
avec les brins d’ADN complémentaires. Enfin, I'observation d’une potentielle hybridation serait
certainement plus franche avec des séquences complémentaires un peu plus longues qui créeraient
des liens plus forts entre les brins. L'obtention de duplexes PTzNA-ADN ne semble donc pas
inaccessible.
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En conclusion, les travaux de cette thése ont été entierement consacrés a la synthése de
poly(triazole amide)s a séquences définies et a I'étude de certaines de leurs propriétés. Les synthéses
ont été réalisées sur support solide, selon un procédé multi-étapes itératif, avec une approche
orthogonale. Cela signifie que deux catégories de monomeres sont mises en jeu, portant quatre
fonctions réactives qui ne peuvent réagir que deux a deux, dans des réactions chimiosélectives. En
I'occurrence, la liaison amide est obtenue par couplage entre un acide carboxylique et une amine
primaire tandis que le groupement triazole est issu d’une cycloaddition d’un alcyne et d’un azoture. La
synthése itérative permet ainsi de réguler I'enchainement des monomeéres et donc de créer une
séquence d’unités monomeres définie, et la chimiosélectivité des réactions permet de s’affranchir
d’étapes de déprotection souvent nécessaires dans des synthéses multi-étapes traditionnelles, telle
gue la synthése peptidique.

L'étude du chapitre Il s’est tournée vers l'optimisation des conditions de synthese des
poly(triazole amide)s contenant des séquences codées synthétiques. En définissant deux unités
codantes, I'une pour un bit 0 et I'autre pour un bit 1, il est possible, grace au procédé itératif, d’écrire
un message le long des chaines polyméres sous la forme d’un code binaire, et donc d’encoder de
I'information numérique sur ces chaines. Dans le cas étudié, le monomere codant pour le bit 0 était
I'acide 5-héxynoique, duquel il est facile d’envisager un monomére codant pour le bit 1, qui
comporterait un carbone supplémentaire, dans la chaine principale avec I'acide 6-heptynoique ou dans
une chaine latérale. Ces blocs contenant une fonction acide carboxylique d’une part, et une fonction
alcyne d’autre part, un second type de monomeére, portant un azoture et une amine primaire, était
nécessaire a la synthése des polyméres. Ce monomeére est considéré comme une unité intercalante,
c’est-a-dire qu’elle n’apporte pas d’information a la séquence implémentée sur les chaines mais peut
étre utilisée afin de controler les propriétés du composé synthétisé. Deux espaceurs de ce type ont été
utilisés : le 11-azidoundécan-1-amine (E1) et le 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (E). Les temps
de réaction de chacune des étapes de la synthése ont été grandement améliorés, passant de 4h a 2h
par simple introduction d’un chauffage au micro-onde pour le couplage peptidique, avec un mélange
de N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC) et d’hydroxybenzotriazole (HOBt) comme agent de couplage
aidé par la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA) en tant que base, et de 20h a 2h pour la cycloaddition
alcyne-azoture catalysée par le cuivre (CUAAC), grace a un couple CuBr/4,4’-dinonyl-2,2’-bipyridyl
(dNbipy). Les structures trés proches des unités intercalantes, I'une étant plus hydrophile que I'autre,
auraient di permettre de contrdler la solubilité des oligoméres. Cependant, aucun des deux espaceurs
n’a donné de résultat convaincant, les chaines étant relativement insolubles dans la plupart des
solvants usuels. Des expériences ont donc été menées en faisant varier les bouts de chaines afin
d’apporter un nouveau controle de la solubilité. Des résines Wang fonctionnalisées avec trois
différents linkers (une phénylalanine, une glycine et une résine Wang classique) ont été utilisées a
cette fin. Encore une fois, aucun progres n’a été observé concernant la solubilité des produits
synthétisés, laissant la caractérisation de ceux-ci compliquée, méme si dans la plupart des cas (seules
les chafnes débutant par une glycine sont a exclure), des analyses en spectrométrie de masse et en
chromatographie d’exclusion stérique ont été possibles.

Le comportement des deux séries de polymeres caractérisées (celle dont les chaines débutent
par un simple acide carboxylique et celle dont les chaines débutent par une phénylalanine) a
également été étudié dans des analyses par des nanopores. Dans cette technique, un nanopore est
inséré dans une membrane, créant un tunnel entre deux réservoirs contenant une solution saline, par
lequel passe un courant électrique. Les chaines polymeres, ajoutées a I'un des réservoirs, traversent
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alors ce pore sous I'impulsion du courant électrique et lors de leur passage dans le tunnel, bloquent
partiellement celui-ci. Les interactions analyte-nanopore variant selon la nature du composé, il est
facile de discriminer des produits de structures ou de tailles différentes simplement par observation
de l'intensité de blocage du courant ou de la durée des événements enregistrés. Les résultats obtenus
pour les différentes tailles et structures de poly(triazole amide)s a séquences définies analysées par
I’a-hémolysine ont confirmé ce phénomene et permis de différencier les analytes de maniére précise
et statistique, donnant ainsi une indication sur la composition et la pureté des échantillons. Cette
méthode se présente donc comme un bon complément aux autres techniques de caractérisation
auxquelles les poly(triazole amide)s ont été soumis, puisque tous les résultats sont corrélés.

Afin de résoudre les problemes de solubilité rencontrés avec les poly(triazole amide)s
synthétisés, une nouvelle voie de synthése a été imaginée dans le chapitre Ill. En effet, la faible
capacité des oligomeres a étre solubilisés dans la plupart des solvants usuels a été attribuée a
I"utilisation du cuivre comme catalyseur des étapes de CuAAC, qui est capable de se lier et par
conséquent de former un complexe stable avec les triazoles des chaines en croissance. Ce phénomene
peut résulter en une baisse de la réactivité des différents produits mis en jeu, et donc en une baisse
de rendement de la synthese, ainsi qu’en la formation d’espéces agrégées plus volumineuses et moins
solubles. Ainsi, une synthese s’affranchissant de ces étapes de CUAAC avec catalyse au cuivre a été
mise en place en ayant recours a des réactions de SpAAC (pour strain-promoted alkyne-azide
cycloaddition). Celles-ci, faisant appel a des alcynes non plus linéaires mais cycliques, reposent sur la
forte réactivité des fonctionnalités par elles-mémes, du fait de la tension de cycle présente dans le
cycloalcyne. L’alcyne cyclique le plus petit (et donc plus réactif) isolable est la cyclooctyne, c’est
pourquoi un nouveau monomere AB (codant pour le bit 1, tel que le suggere la présence d’un
groupement méthyle latérale) porteur d’un acide carboxylique et d’une cyclooctyne a été synthétisé.
Cette synthese, dont le rendement global est moyen, a résulté en I'obtention d’'un composé tout de
méme relativement instable vis-a-vis de I'air, de la lumiéere ou de la chaleur, et qui a donc nécessité
des conditions de conservation strictes. Malgré celles-ci, la caractérisation par RMN a révélé la
présence d'impuretés dues a la dégradation du monomere, avant méme qu’une synthése itérative
d’oligo(triazole amide) ne puisse étre entreprise. Lorsque cette derniere a été réalisée, malgré toutes
les précautions prises, la caractérisation n’a pas été facilitée. En effet, la solubilité du produit obtenu
n’a pas été améliorée par rapport aux synthéses faisant intervenir le catalyseur au cuivre. De plus, si
I’analyse en SEC a montré la présence de deux espéces dans I'échantillon, preuve de la dispersité des
chafnes, mais de I'existence de composés résultant de la synthese, I'ESI-HRMS n’a rien donné, aucune
espece n"apparaissant sur les spectres. Ce résultat a été attribué a la dégradation du produit pendant
le transport, ainsi qu’a des réarrangements donnant des produits complétement insolubles. En effet,
plusieurs phénomeénes pourraient étre issus de [linstabilité de la cyclooctyne, comme des
isomérisations, menant a des intermédiaires non réactifs, ou des oligomérisations, donnant des
agrégats de monomeres ou de chaines polymeres non réactifs et insolubles. Récemment, des pistes
ont été étudiées afin de résoudre ces soucis, et notamment la création de nouvelles générations de
cyclooctynes, plus stables, et permettant des SpAAC plus rapides. Méme si ce concept aurait di mener
a une synthése plus verte (étant données I'absence de cuivre et I'utilisation de solvants plus
respectueux de I'environnement, comme I'eau), cette étude préliminaire n’a pas vraiment abouti,
malgré les nombreuses pistes qui pourraient permettre des améliorations.

Enfin, le projet du chapitre IV a consisté en la synthése de poly(triazole amide)s a séquences
définies naturelles. Suivant I'exemple des acides nucléiques peptidiques (PNAs) de Nielsen, une
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structure comprenant un squelette poly(triazole amide) sur lequel sont attachées les bases de I’ADN a
été imaginé (PTzNAs). La stratégie de synthése est pratiquement identique a celle des poly(triazole
amide)s a séquences définies synthétiques, et seule une inversion des fonctions réactives dans les
monomeres est a noter. Ainsi, les monomeéres AB portent un acide carboxylique et un azoture, tandis
que les blocs CD sont composés d’un alcyne et d’une amine primaire. Cette approche ne nécessite pas
d’unité intercalante et chaque monomere, AB ou CD, comporte une des quatre bases de I’ADN
(thymine, cytosine, guanine ou adénine). La densité d’information a donc été doublée par rapport aux
syntheses précédentes. Une bibliotheque de huit monomeres différents (quatre blocs AB et quatre
blocs CD) a donc été constituée pour permettre la synthese de n‘importe quelle séquence de PTzNA.
Les syntheses d’oligoméres ont été réalisées sur une résine Wang fonctionnalisée par une
phénylalanine, donnant une amine primaire terminale sur laquelle il est possible de débuter le
processus itératif, qui a été préférée a la glycine du fait de sa plus grande résistance a I’hydrolyse acide
qui facilite la caractérisation des produits. Les premiers essais ont été effectués avec les monomeres
porteurs de thymines, puis, une fois les étapes optimisées, les autres monomeres ont été intégrés au
fur et a mesure. Au final, aucun probléeme majeur n’a été rencontré lors des ajouts des monomeres par
couplage peptidique lorsque I'agent de couplage utilisé était I’héxafluorophosphate de 2-(1H-7-
azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium (HATU) et les bases activatrices la 2,6-lutidine et la
DIPEA. Cependant, une distinction a été faite pour les étapes de CuAAC entre les purines et les
pyrimidines. Pour ces derniéres, le couple CuBr/dNbipy, déja utilisé dans le chapitre II, est adapté, alors
que pour les blocs porteurs de guanines ou d’adénines, il a été remplacé par un couple CuSOa/tris-
(benzyltriazolylméthyl)amine (TBTA). Des dispersités ont été observées pour certaines séquences,
preuve de la nécessité d’intégrer une étape de purification des oligomeres afin d’isoler les bonnes
séquences.

Une étude des propriétés d’hybridation d’une séquence de huit thymines de PTzNA avec la
séquence complémentaire d’ADN a ensuite été conduite. Tandis que les analyses en spectroscopie UV-
visible laissaient imaginer la formation d’un complexe qui fondait avec une augmentation de la
température, cette tendance n’a pas été confirmée par les mesures de dichroisme circulaire, qui n’ont
pas permis d’identifier de conformation spatiale connue correspondant a un duplexe ou triplexe, ni
méme de changement de celle-ci avec la température. Plusieurs pistes pourraient néanmoins étre
étudiées pour permettre d’observer des phénoméenes de complexation PTzNA-ADN. Par exemple, la
synthése de séquences plus longues, une modification des conditions de formation des groupements
triazoles, et notamment au niveau de la catalyse, ou encore le contrble plus précis des distances
interbases devraient aider a induire de telles évenements.

Au final, les travaux de cette these on permis d’ouvrir des perspectives intéressantes pour la
synthése itérative, orthogonale et supportée de poly(triazole amide)s contenant des séquences
définies numériques ou naturelles. Plusieurs techniques de caractérisation ont pu étre appliquées a
ceux-ci, comme la chromatographie d’exclusion stérique, la spectrométrie de masse (et la
spectrométrie de masse en tandem) ou encore l'analyse par les nanopores, une technique trés
prometteuse mais peu courante, qui a donné des résultats trés encourageants pour la détection et la
discrimination des différentes espéeces présentes dans les échantillons. Malgré les quelques soucis de
solubilité et de dispersité des produits, le développement d’'une nouvelle voie de synthése
s’affranchissant de la catalyse au cuivre, entamé dans cette étude, pourrait permettre d’atteindre des
rendements complets et des produits plus solubles. Enfin, dans le cas des séquences génétiques, de
nombreuses pistes ont été envisagées afin de favoriser des interactions avec des séquences de
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biopolymeéres, et notamment les acides nucléiques naturels, ouvrant la voie a une grande variété
d’applications. Finalement, les travaux de cette these ont mené a de nombreuses synthéses
concluantes de polymeéres a séquences définies encodés numériquement et naturellement, tres
encourageantes pour le développement de nouvelles propriétés et applications de ces polymeres.
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1. Techniques d’analyse et matériel utilisé

1.1. Résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN *H et 13C ont été enregistrés dans le DMSO-ds ou dans le CDClz sur un
appareil Bruker Avance 400 MHz.

1.2. Chromatographies

Chromatographie sur couche mince (CCM) : les chromatographies sur couche mince ont été
effectuées sur des plaques de silice (gel de silice MERCK 60F 254, épaisseur : 0,25 mm). Elles ont été
révélées avec la ninhydrine, une solution d’acide phosphomolybdique dans I’éthanol ou une solution
de molybdate d’ammonium cérique dans |'eau.

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 : les chromatographies d’exclusion stériques ont été
réalisées par Mélanie Legros et Catherine Foussat, sur un systeme équipé d’'une pompe Shimadzu
LC20-AD, d’un dégazeur en ligne Shimadzu DGU-20A, d’un injecteur automatique Shimadzu SIL-20A,
d’un four a colonne Shimadzu CTO-20A a 35°C, d’un détecteur réfractométrique Shimadzu RID-10A,
d’un détecteur UV Shimadzu SPD-20A et de quatre colonnes PLGel monoporosité (granulométrie : 5
um, longueur : 30 cm, diametre interne : 7,5 mm) en série avec des pores de dimensions variées : 50
A, 100 A, 500 A, 1000 A (domaine de séparation : 100 & 60 000 g/mol). L’étalonnage des masses
molaires a été réalisé a partir de standards de polystyréne linéaires (courbe établie a partir de 10
standards fournis par Polymer Laboratories, masses molaires comprises entre 162 et 20 650 g/mol).
Les analyses ont été réalisées dans le THF (qualité HPLC) avec un débit de 1 mL.min, avec le toluéne
comme marqueur.

1.3. Spectrométrie de masse

Spectrométrie MALDI-TOF : les analyses de masse ont été effectuées sur un spectrometre
Autoflex ITM MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics GmbH, Bréme, Allemagne). L’acquisition a été réglée
pour des masses allant de 600 a 3000 m/z. L’équipement a dans un premier temps été calibré avec un
mélange de 7 peptides (Bruker Peptide Calibration Standard Il, Bruker Daltonics GmbH, Bréme,
Allemagne). La préparation des échantillons a été effectuée selon la méthode de la goutte séchée : le
produit a analyser (1 grain) est solubilisé dans 100 uL d’une solution composée d’un mélange eau milli-
Q/ACN/TFA (50:50:0,1) ; la matrice (acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB)) est diluée dans ce méme
mélange (5 mg dans 0,5 mL). 15 pL de chacune de ces deux préparations sont prélevés et 1 uL du
mélange final est déposé sur la plaque d’échantillons et laissé a I'air libre, a température ambiante,
jusqu’a évaporation totale du mélange de solvants.

Spectrométrie ESI-HRMS et masse en tandem : les spectres de masse haute résolution et
MS/MS, réalisés par le groupe de Laurence Charles, ont été obtenus grace a l'utilisation d’un
spectrometre de masse QStar Elite (Biosystems SCIEX, Concors, ON, Canada), équipé d’une source
d’ionisation par electrospray. Les ions sont mesurés par un analyseur de masse a temps de vol
comportant un accélérateur orthogonal. En mode MS, les mesures de masse exacte ont été réalisées
en utilisant les ions de référence du poly(propyléne glycol) ou du poly(éthylene glycol) comme étalon
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interne. En mode MS/MS, un quadripdle a été utilisé pour sélectionner I'ion précurseur. Celui-ci est
ensuite soumis a une CID (Collision-Induced Dissociation) dans une cellule de collision. Le gaz de
nébulisation est I'air (10 psi), et I'azote est utilisé comme gaz rideau (20 psi) et gaz de collision.
L'acquisition et le traitement de données ont été réalisés a I'aide du logiciel Analyst (QS 2.0) de chez
Applied Biosystems.

1.4. Spectroscopie UV-visible

Les spectres UV-visible ont été enregistrés sur un spectrophotometre Varian Cary 5000 équipé
d’un porte-cellules thermostaté.

Des solutions meres de PTzNA [Phe-TTTTTTTT] et d’ADN [TTTTTTTT] et [AAAAAAAA] sont
préparées dans de I'’eau milli-Q (500 umol.L?). Une solution de tampon PBS est également préparée
(10,2 mmol.L? de tampon phosphate, 2,7 mmol.L? de KCl et 139,7 mmol.L? de NaCl, pH=7,4).

Pour les mesures, un mélange d’oligomeéere de thymine (ADN ou PTzNA) et d’oligomeére
d’adénine complémentaire (ADN) est préparé (10 pL de chaque solution mere) avec le tampon PBS
(980 pL), résultant en des concentrations de 5 pmol.L! pour chaque oligomére, 10 mmol.L? pour le
tampon phosphate, 2,7 mmol.L’? pour KCL et 137 mmol.L’* pour NaCl (pH=7,4). La solution mélange
est placée dans une cuvette UV-visible en quartz de contenance 1400 uL (chemin optique de 1 cm)
scellée.

Les échantillons sont d’abord soumis a une chauffe rapide de la température ambiante a 90°C
a une vitesse de 10°C/min, et, aprés 10 min de palier a 90°C, refroidis jusqu’a 3°C a la méme vitesse de
10°C/min. lls sont ensuite sujets a deux cycles successifs de chauffage et refroidissement entre 3°C et
90°C a une vitesse de 1°C/min. A la fin de ces cycles de changements de température, les échantillons
sont ramenés a température ambiante. Pendant ces cycles, les variations du signal d’absorbance UV-
visible sont enregistrées a 260 nm.

1.5. Dichroisme circulaire

Les spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés sur un spectropolarimétre de
dichroisme circulaire "J-810" de Jasco équipé d’un thermostat a effet Peltier PTC-423S/L de Jasco
également.

Des solutions meres de PTzNA [Phe-TTTTTTTT] et d’ADN [TTTTTTTT] et [AAAAAAAA] sont
préparées dans de I'’eau milli-Q (500 umol.L?). Une solution de tampon PBS est également préparée
(10,2 mmol.L't de tampon phosphate, 2,7 mmol.L'* de KCl et 139,7 mmol.L" de NaCl, pH=7,4).

Pour les mesures, un mélange d’oligomere de thymine (ADN ou PTzNA) et d’oligomere
d’adénine complémentaire (ADN) est préparé (10 pL de chaque solution mére) avec le tampon PBS
(980 L), résultant en des concentrations de 5 pmol.L'! pour chaque oligomére, 10 mmol.L? pour le
tampon phosphate, 2,7 mmol.L™? pour KCL et 137 mmol.L™? pour NaCl (pH=7,4). La solution mélange
est placée dans une cuvette UV-visible en quartz de contenance 3500 pL (chemin optique de 1 cm)
scellée.

Les spectres de dichroisme circulaire pour des longueurs d’onde comprises entre 180 et 400
nm sont enregistrés a différentes températures (5°C, 25°C, 45°C, 65°C et 85°C) aprés stabilisation
compléte de celles-ci.
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1.6. Analyses par les nanopores

Les analyses de détection et discrimination par nanopores ont été réalisées par Monasadat
Talarimoghari et Jan C. Behrends.

Les bicouches lipidiques ont été obtenues de maniére automatisée!>*® 3 partir d’'une solution
de diphytanoyl-phosphocholine (DPhPC, Avanti Lipids, Alabaster, AL, Etats-Unis) dans l'octane (2
mg.mL?) disposée sur une puce a réseau de micro-électrodes MECA-16 (cavités de diamétre 50 um,
lonera Technologies GmbH, Freiburg, Allemagne). Les bicouches ont été mises sous tension électrique
en utilisant un amplificateur patch-clamp Axopatch-200B, le signal du courant a été filtré a un seuil de
100 kHz (filtre de Bessel a 4 pbles intégré a I’ Axopatch) puis a 50 kHz (filtre de Bessel a 8 péles , Modeéle
9002, Frequency Devices, Ottawa, IL, Etats-Unis) et digitalisé a une fréquence d’échantillonnage de
500 kHz grace a un convertisseur analogique-numérique NI-PCI6221 (National Instruments, Austin, TX,
Etats-Unis) couplé au logiciel GePulse (Michael Pusch, University of Genova, Italie). Pour les nanopores,
I'a-hémolysine (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Allemagne) et la proaérolysine (Aerohead Scientific,
Saskatoon, Canada) ont été utilisées. Tous les analytes ont été solubilisés dans un premier temps dans
le méthanol, puis 5 pL de ces solutions de polyméres ont été ajoutés a 150 uL d’une solution aqueuse
de KCI (4 mol.L'Y) contenant un tampon trishydroxyméthylaminométhane (Tris) et dont le pH a été
contrélé a hauteur de 7,5.

1.7. Micro-onde

Les synthéses au micro-onde ont été réalisées en utilisant le micro-onde Monowave 300 Anton
Paar, sous agitation magnétique a 600 rpm.

1.8. Syntheses itératives

Les synthéses sur phase solide sont réalisées dans des tubes d’extraction en phase solide (SPE)
de 1 mL, 3 mL, 6 mL, 12 mL ou 20 mL en polypropyléne composé d’un fritté de 20 um de porosité et
fournis par SUPELCO® prolongé par un robinet de vidange et muni d’un septum (bouchon a jupe en
caoutchouc) pour les étapes de dégazage.

Les réactions sont agitées a I'aide d’un agitateur IKA KS 130 basic.

2. Réactifs et solvants

Tous les produits chimiques et solvants ont été utilisés sans purification supplémentaire, sauf
indication contraire.

Acide trifluoroacétique (TFA, Sigma-Aldrich, 99%), acide chlorhydrique (HCI, Sigma-Aldrich, 37%), acide
acétique (AcOH, Fisher Chemical, 99.7%), hydroxyde de sodium (NaOH, VWR, 99%), hydroxyde de
potassium (KOH, VWR, 87%), sulfate de sodium anhydre (Na,SO., Fischer Scientific, 99.6%), 1,11-
dibromoundécane (Sigma-Aldrich, 98%), azoture de sodium (NaNs, Alfa Aesar, 99%), phtalimide de
potassium (Alfa Aesar, 98%), hydrate d’hydrazine (Aldrich, 98%), cyclohepténe (Alfa Aesar, 96%,
stabilisé avec 0.1% de BHT), tert-butoxyde de potassium (t-BuOK, Alfa Aesar, 97%), bromoforme (Alfa
Aesar, 97%), perchlorate d’argent anhydre (AgClO4, Alfa Aesar), 3-hydroxybutyrate d’éthyle (Alfa
Aesar, 98%), 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-ene (DBU, TCl, 98%), méthylate de sodium (MeONa, Alfa
Aesar, 98%), solution de bromure de propargyle (Alfa Aesar, 80%m dans le toluene, stabilisé avec
MgO), N-Boc-éthylénediamine (Alfa Aesar, 98%, contient jusqu’a 5% de tert-butanol), 2-
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bromoéthylamine, bromure d'hydrogene (Alfa Aesar, 98%), bromoacétate de benzyle (Alfa Aesar,
97%), acide 1-thymine acétique (Aldrich, 98%), triéthylamine (Merck, 97%), héxafluorophosphate de
O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetraméthyluronium (HBTU, Iris Biotech, 99%), résine Fmoc-Gly-
Wang (Novabiochem, taux de fonctionnalisation de 0,23 mmol.g?), résine Wang (Iris Biotech, taux de
fonctionnalisation de 0,22 mmol.g?), Fmoc-L-phénylalanine (Fmoc-Phe-OH, Iris Biotech, 99%), 4-
diméthylaminopyridine (DMAP, Aldrich, 99%), N,N’-dicyclohéxylcarbodiimide (DCC, Alfa Aesar, 99%),
anhydride acétique (Alfa Aesar, 99%), pyridine anhydre (Sigma-Aldrich, 99.8%), pipéridine (Alfa Aesar,
99%), acide 5-héxynoique (Alfa Aesar, 97%), N,N’-diisopropylcarbodiimide (DIC, Aldrich, 99%), hydrate
de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt, Aldrich, 97%), héxafluorophosphate de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-
yl)-1,1,3,3-tetraméthyluronium (HATU, Iris Biotech, 99%), héxafluorophosphate de benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium (PyBOP, Novabiochem, 99%), héxafluorophosphate de (1-cyano-2-
éthoxy-2-oxoéthylidénaminooxy)diméthylamino-morpholino-carbenium (COMU, Alfa Aesar, 98%), ,N-
diisopropyléthylamine (DIPEA, Alfa Aesar, 99%), 2,6-lutidine (Alfa Aesar, 98%), 4,4'-dinonyl-2,2'-
bipyridyl (dNbipy, TCl, 98%), tris-(hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA, Aldrich, 95%), sulfate
de cuivre (I1) (CuSQs, Sigma-Aldrich, 99%), acide L-ascorbique (Sigma-Aldrich, 99%), sel d’ascorbate de
sodium (Alfa Aesar, 99%), acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA, Sigma, 99.9%, sel de disodium),
chloroforme deutéré (CDCls, Aldrich, 99.8%), chloroforme anhydre (Sigma-Aldrich, 99%, stabilisé avec
de I'amylene), diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-ds, Aldrich, 99.8%), diméthylsulfoxyde anhydre
(DMSO anhydre, Sigma-Aldrich, 99.9%), acétone anhydre (Fischer Scientific), acétone (Carlo Erba,
99.8%), méthanol anhydre (MeOH anhydre, Sigma-Aldrich, 99.8%), méthanol (MeOH, Carlo Erba,
99.9%), méthanol (MeOH, Carlo Erba, 99.9%), tétrahydrofurane (THF, Aldrich, 99%, stabilisé avec BHT),
1,4-dioxane (Sigma-Aldrich, 99.5%), toluéne anhydre (Sigma-Aldrich, 99.8%), n-pentane anhydre (Alfa
Aesar, 99.8%), n-pentane (Carlo Erba, 95%), acétate d’éthyle (EtOAc, Carlo Erba, 99.8%), cyclohexane
(cHex, Carlo Erba, 99.8%), éthanol absolu (EtOH, VWR, 99.8%), dichlorométhane anhydre (DCM
anhydre, Sigma-Aldrich, 99.8%, stabilisé avec de I'amyléne), dichlorométhane (DCM, Sigma-Aldrich,
99.9%, stabilisé avec de I'amyléne), dichlorométhane (DCM, Carlo Erba, 99.9%, stabilisé avec de
I'amylene), N,N-diméthylformamide anhydre (DMF anhydre, Sigma-Aldrich, 99.8%), N,N-
diméthylformamide (DMF, Sigma-Aldrich, 99%), 1-méthyl-2-pyrrolidinone anhydre (NMP anhydre,
Sigma-Aldrich, 99%), éther diéthylique (Et,O, Carlo Erba, 99.5%, stabilisé avec BHT). Le bromure de
cuivre (I) (CuBr, Sigma-Aldrich, 98%) a été lavé a I'acide acétique glacé dans le but d’éliminer toutes les
especes solubles oxydées, filtré, lavé a I’éthanol, et séché.

Pour les chapitres Il et lll, le 11-azido-3,6,9-trioxaundécan-1-amine (E;) a été synthétisé par Laurence
Oswald selon un protocole adapté de la littérature.[54% 550

Pour le chapitre IV, es blocs AB-C, AB-G et AB-A, ainsi que les blocs CD-C, CD-G et CD-A ont été
synthétisés par Laurence Oswald. Les synthéses des monoméres sont adaptés d’une publication.?
De méme, le ligand tris-(benzyltriazolylméthyl)amine (TBTA), a été synthétisé par Abdelaziz Al-Ouahabi
d’aprés une publication précédente.’”Y La séquence d’ADN [TTTTTTTT] utilisée pour les analyses en
spectroscopie UV-visible et en dichroisme circulaire a été synthétisée par Niklas Konig sur un
synthétiseur d’oligonucléotides Expedite 8900 (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, Etats-Unis)

tandis que la séquence [AAAAAAAA] est commerciale (Eurogentec, Seraing, Belgique).
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3. Syntheéses

3.1. Syntheses du Chapitre |l

3.1.1. Synthese de I'espaceur E1 contenant une chaine alkyle (I1-1)

Cette synthése est adaptée de publications.!#4% 551

Etape 1 : Synthése du 1-azido-11-bromoundécane (l1-1-1).
NaN3

Br/\/\/\/\/\/\Br —_— Br/\/\/\/\/\/\N3
11-1-1

A une solution de 1,11-dibromoundécane (10 g, 31,8 mmol, 1,5 éq.) dans le DMF anhydre (50 mL) a
60°C est ajouté NaNs3 (1,38 g, 21,2 mmol, 1 éq.) par portions pendant 30 min. Le mélange est agité
pendant 5h a 60°C. Le solvant est ensuite évaporé et de I'éther diéthylique (100 mL) ainsi qu’une
solution de NaOH 1M (100 mL) sont ajoutés. Aprées agitation, le mélange est extrait avec de I'éther
diéthylique, puis les phases organiques combinées sont séchées sur Na,SO4 et concentrées. Le produit
brut est purifié sur colonne de silice en éluant au n-pentane. Le composé 1l-1-1 est isolé sous la forme
d’une huile incolore avec un rendement de 59% (3,47 g).

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8, ppm) : 1.49-1.23 (m, 14H, -CH,-(CH2)7-CH2-), 1.65-1.55 (m, 2H, -CHa-CHa-
N3), 1.86 (q, 2H, -CHo-CH,-Br), 3.26 (t, 2H, -CH2-N3), 3.42 (t, 2H, -CH»-Br).

RMN *3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 26.9, 28.3, 28.9, 29.0, 29.3, 29.6, 33.0, 34.2, 51.4.

Etape 2 : Synthése du 1-phthalimido-11-azidoundécane (11-1-2).

O
N- K*
o
NN 0 NN
11-1-1 11-1-2

(o)

Au phtalimide de potassium (1,5 g, 8,1 mmol, 1,5 éq.) est ajoutée une solution du composé II-1-1 (1,5
g, 5,4 mmol, 1 éq.) dans le DMF anhydre (30 mL). Aprés 5h d’agitation a 70°C, le solvant est évaporé.
Le produit brut est purifié sur colonne de silice en éluant au dichlorométhane. Le composé 1I-1-2 est
isolé sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 76% (1,41 g).

RMN H (400 MHz, CDCls, &, ppm) : 1.41-1.22 (m, 14H, -CHa-(CH,)7-CHa-), 1.63-1.55 (m, 2H, -CHa-CHa-
N3), 1.72-1.63 (m, 2H, -CH2-CH2-N-), 3.26 (t, 2H, -CH2-N3), 3.68 (t, 2H, -CHa-N-), 7.74-7.69 (m, 2H, -CHa-
CHa-C-), 7.87-7.82 (m, 2H, -CH>-C-).

RMN *3C (100 MHz, CDCls, &, ppm) : 26.8, 27.0, 28.8, 29.0, 29.3, 29.5, 38.2, 51.6, 123.3, 132.3, 134.0,
168.6.
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Etape 3 : Synthése du 11-azidoundécan-1-amine (lI-1).

(0] NHzNHz
RV T Vo VO Y H20 M e Ve VO %
N N3 —— H2N N3
11-1-2 -1
(0]

A une solution du composé 1I-1-2 (1 g, 2,9 mmol, 1 éq.) dans I'éthanol (40 mL) est ajouté de I’hydrate
d’hydrazine (0,5 g, 10,2 mmol, 3,5 éq.). Le mélange réactionnel est agité a reflux pendant 4h, puis
refroidi a température ambiante. Une solution de KOH 1M (50 mL) est alors ajoutée et le solvant
évaporé. Le mélange est extrait au dichlorométhane, puis les phases organiques combinées sont
séchées sur Na;SO, et concentrées. Le composé II-1 est isolé sous la forme d’une huile incolore avec
un rendement de 97% (601 mg).

d
. b d d d d £
AN
HchdddeN3
fb
—solvant Djh
7 6 s a4 3 2 1
8 (ppm)

Figure E.1. RMN H (CDCl3) du composé II-1.

RMN *H (400 MHz, CDCls, §, ppm) : 1.48-1.24 (m, 16H, -CH,-(CH,);-CH>-), 1.64-1.56 (m, 2H, -CH»-CH-
Ns), 2.68 (t, 2H, -CH>-NH,), 3.26 (t, 2H, -CH>-Ns).

RMN *3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 26.9, 27.0, 29.0, 29.3, 29.6, 29.7, 34.1, 42.5, 51.7.

3.1.2. Préparation de la résine fonctionnalisée avec une phénylalanine
Etape 1 : Fonctionnalisation de la résine.

300 mg de résine Wang (taux de fonctionnalisation = 0,22 mmol.g) sont introduits dans un tube
d’extraction en phase solide (SPE) de 6 mL, muni d’un robinet, déposés au fond sur le fritté. Le tube
est rempli avec du DCM de sorte que la résine puisse gonfler. Aprés 10 min, le tube est vidé mais la
résine pas complétement séchée. Le HO-Phe-Fmoc (102 mg, 0,264 mmol, 4 éq.), la DMAP (16 mg, 0,132
mmol, 2 éq.) et le DCC (54 mg, 0,264 mmol, 4 éq.) sont introduits dans le tube, sur la résine. Le tube
SPE est fermé grace a un bouchon a jupe en caoutchouc, et aprés 3 cycles vide-argon, 5 mL de DCM
anhydre sont injectés. Apres dissolution compléte des réactifs, le tube est laisse a agiter pendant 24h
a température ambiante. Le réacteur est ensuite vidé et la résine lavée abondamment au DMF afin
d’éliminer les sous-produits insolubles dans le DCM. Elle est ensuite lavée plusieurs fois par du DMF et
du DCM et séchée completement sous flux d’air.
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Etape 2 : Capping des fonctions n’ayant pas réagi.

Le tube SPE contenant la résine fonctionnalisée est a nouveau clos a I'aide d’un bouchon a jupe en
caoutchouc, puis de I'anhydride acétique (0,83 mL) et de la pyridine (4,17 mL) sont injectés. Aprés 1h
d’agitation a température ambiante, le tube est vidé et la résine lavée avec différents solvants (DMF
4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x). La résine est ensuite completement séchée sous flux d’air.

Etape 3 : Détermination du niveau de substitution.

10 mg de résine Fmoc-Phe-Wang sont introduits dans un pilulier de 30 mL et couverts de 0,5 mL d’une
solution de pipéridine a 30% dans le DMF pendant 30 min a température ambiante. 19,5 mL d’éthanol
absolu sont introduits ans le pilulier, la solution est mélangée et la résine décantée au fond du flacon
pendant 5 min. Le surnageant éthanoique est prélevé et introduit dans une cuvette de 1 cm, puis
analysé en spectroscopie UV-visible. L’absorbance de I’échantillon a 300 nm est mesurée. Le taux de
fonctionnalisation par la phénylalanine est calculé grace au coefficient d’extinction du groupement
Fmoc a 300 nm grace a I’équation suivante :

3.05 X Asqp

taux de fonctionnalisation (mmol. g™ 1) =
m

ou m = masse du support (mg) et Asqp = absorbance a 300 nm.
Etape 4 : Activation de la résine Fmoc-Phe-Wang.

300 mg de résine Fmoc-Phe-Wang (taux de fonctionnalisation = 0,22 mmol.g?) sont utilisés comme
support solide et placés dans un tube SPE de 6 mL. Avant les étapes itératives, les billes de résine
gonflent 10 min en étant agitées dans le DCM a température ambiante. Le groupement Fmoc est
ensuite éliminé par traitement avec une solution de pipéridine a 20% dans le DMF pendant 20 min.
Cette étape de déprotection est répétée pour assurer |'élimination compléte du groupement
protecteur de la résine. La résine est alors lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et
DCM 2x) et séchée complétement sous flux d’air.

Le méme protocole est appliqué dans le cas d’une synthése sur résine Fmoc-Gly-Wang commerciale.

3.1.3. Synthese itérative d’oligomeres sur une résine Phe-Wang a température
ambiante

Etape 1 : Couplage acide carboxylique-amine primaire pour I’ajout des blocs AB (i).

Trois solutions sont préparées : une solution d’agent de couplage (0,5 mol.L'* pour COMU, 0,5 mol.L?
pour chaque dans le cas du mélange DIC/HOBt, dans le DMF anhydre), une solution de base (DIPEA,
1,2 mol.L't dans le DMF anhydre) et une solution de monomére (acide 5-héxynoique, 0,2 mol.L dans
le DMF anhydre). La résine est conditionnée avec du DMF anhydre. Le tube est vidé mais la résine n’est
pas complétement séchée. Dans un pilulier de 3 mL, un mélange composé des solutions de monomere
(4 éq.), d’agent de couplage (3,5 éq.) et des bases (6 éq.) est préparé. Ce mélange est laissé 2 min pour
activer 'acide carboxylique du monomeére puis collecté a I'aide d’une micropipette (2,937 mL) et
déposé sur la résine, sur le fritté dans le fond du tube, qui est agité pendant 2h. La résine est alors
lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x) et séchée complétement sous flux
d’air.
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Etape 2 : Cycloaddition alcyne-azoture catalysée par de cuivre (1) (CuUAAC) pour I’ajout des blocs CD

(ii).

Sur la résine précédemment conditionnée avec du DMF anhydre, la source de cuivre (CuBr, 3 éq.), le
ligand (dNbipy, 6 éq.) et le monomere (11-azidoundecan-l-amine (E;) ou 11-azido-3,6,9-
trioxaundecan-1-amine (E;), 6 éq.) sont déposés. Un bouchon a jupe en caoutchouc scelle le tube SPE
(surmonté de parafilm) et trois cycles vide-argon sont réalisés pour assurer une atmospheére sans
oxygeéne dans le tube. 5 mL de solvant (DMF anhydre) sont injectés dans le tube sous argon. 1 mL d’une
solution saturée d’acide L-ascorbique dans I'eau distillée est également injecté. Une autre couche de
parafilm est fixée sur le bouchon pour empécher I'air d’entrer par les trous d’injection dans le septum.
Le tube est agité 2h a température ambiante. La solution est ensuite drainée et la résine lavée une
premiere fois avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x), puis avec une solution
saturée d’EDTA dans un mélange eau distillée/DMF (1:1) pendant 30 min pour éliminer les traces de
cuivre restantes, puis a nouveau avec des solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x). Elle est enfin
séchée complétement sous flux d’air.

Etape 3 : Procédure générale pour le clivage des oligomeres (iii).

Le clivage des chaines de poly(triazole amide)s de la résine est réalisé dans une solution de TFA dans
le DCM (1:1 v:v) pendant 2h a température ambiante dans un pilulier de 10 mL. Apres la réaction, la
solution est filtrée dans un tube de centrifugation, concentrée et précipitée dans de I'éther diéthylique
froid (8 a 10 volumes). Le tube est ensuite centrifugé pendant 20 a 9500 tours par minute et le
surnageant retiré. Le solide obtenu est enfin complétement séché in vacuo.

3.1.4. Synthése itérative d’oligomeres sur une résine Phe-Wang ou Gly-Wang au micro-
onde

Etape 1 : Couplage acide carboxylique-amine primaire pour I’ajout des blocs AB (i).

Trois solutions sont préparées : une solution d’agents de couplage (0,5 mol.L pour chacun des agents
du mélange DIC/HOBt, dans le DMF anhydre), une solution de base (DIPEA, 1,2 mol.L'! dans le DMF
anhydre) et une solution de monomeére (acide 5-héxynoique, 0,2 mol.L'? dans le DMF anhydre). La
résine est completement séchée avec de I'éther diéthylique et insérée dans un tube de 10 mL adapté
pour le micro-onde. Dans un pilulier de 3 mL, un mélange composé des solutions de monomere (4 éq.),
d’agent de couplage (3,5 éq.) et des bases (6 éq.) est préparé. Ce mélange est laissé 2 min pour activer
I’acide carboxylique du monomeére puis collecté a I'aide d’une micropipette (2,937 mL) et déposé sur
la résine, dans le fond du tube. Celui-ci est soumis a un chauffage par micro-ondes pendant 2h. La
résine est alors a nouveau transférée dans un tube SPE et lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM
4x, DMF 2x et DCM 2x) puis séchée complétement sous flux d’air.

Etape 2 : Cycloaddition alcyne-azoture catalysée par de cuivre (1) (CuUAAC) pour I’ajout des blocs CD

(ii).
Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 2 du 3.1.2.
Etape 3 : Procédure générale pour le clivage des oligomeéres (iii).

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 3 du 3.1.2.
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3.1.5. Synthese itérative d’oligomeéres sur une résine Wang au micro-onde
Etape 1 : Estérification pour le premier ajout d’un bloc AB (i).

300 mg de résine Wang (taux de fonctionnalisation = 0,22 mmol.g?) sont introduits dans un tube
d’extraction en phase solide (SPE) de 6 mL, muni d’un robinet, déposés au fond sur le fritté. Le tube
est rempli avec du DCM de sorte que la résine puisse gonfler. Aprés 10 min, le tube est vidé mais la
résine pas complétement séchée. Le monomere (acide 5-héxynoique, 4 éq.), la DMAP (2 éq.) et le DCC
(4 éq.) sont introduits dans le tube, sur la résine. Le tube SPE est fermé grace a un bouchon a jupe en
caoutchouc, et apres 3 cycles vide-argon, 5 mL de DCM anhydre sont injectés. Aprés dissolution
compléte des réactifs, le tube est laisse a agiter pendant 24h a température ambiante. Le réacteur est
ensuite vidé et la résine lavée abondamment au DMF afin d’éliminer les sous-produits insolubles dans
le DCM. Elle est ensuite lavée plusieurs fois par du DMF et du DCM et séchée completement sous flux
d’air.

Le tube SPE contenant la résine fonctionnalisée est ensuite a nouveau clos a I'aide d’un bouchon a jupe
en caoutchouc, puis de I'anhydride acétique (0,83 mL) et de la pyridine (4,17 mL) sont injectés. Apres
1h d’agitation a température ambiante, le tube est vidé et la résine lavée avec différents solvants (DMF
4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x). La résine est ensuite complétement séchée sous flux d’air.

Etape 2 : Cycloaddition alcyne-azoture catalysée par de cuivre (1) (CuUAAC) pour I’ajout des blocs CD

(ii).

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 2 du 3.1.2.

Etape 3 : Couplage acide carboxylique-amine primaire pour I’ajout des blocs AB (iii).
Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 1 du 3.1.3.

Etape 4 : Procédure générale pour le clivage des (iv).

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 3 du 3.1.2.

3.2. Syntheses du Chapitre I

3.2.1. Synthese du monomere avec la cyclooctyne (llI-1) — 1¢" essai

Etape 1 : Synthése du 8,8-dibromobicyclooctane (l1l-1-1)

Br t-BuOK
+ —_—
Br/l\Br

1-1-1

Br Br

A une solution de cyclohepténe (2,0 g, 20,8 mmol, 1 éq.) et de t-BuOK (4,7 g, 41,6 mmol, 2 éq.) dans le
n-pentane anhydre (5 mL) est ajouté du bromoforme (7,9 g, 31,2 mmol, 1,5 éq.) au goutte a goutte
pendant 6h, a -10°C, sous argon. Le mélange est ramené a température ambiante puis la réaction est
laissée sous agitation toute la nuit. De I'eau (30 mL) est ensuite ajoutée, puis le pH du milieu est
neutralisé avec une solution de HCl 1M. Le mélange est alors extrait avec du n-pentane, les phases
organiques combinées sont lavées a I'eau, séchées sur Na,SO, et concentrées. Le produit brut est enfin
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purifié par co-évaporation avec quelques millilitres de chloroforme et le composé 1lI-1-1 est isolé sous
la forme d’une huile jaune avec un rendement de 47% (3,12 g).

Rf (cHex/EtOAc 95:5) = 0,78.

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8, ppm) : 1.23-1.11 (m, 3H, -CH-CHH’-CH,-, -(CH,),-CHH’~(CHa),-), 1.43-1.30
(m, 2H, -CH-CH,-CHH’-), 1.76-1.65 (m, 2H, -CH-), 1.94-1.78 (m, 3H, -CH-CH,-CHH’-, -(CH2),-CHH’~(CH.)»-
), 2.32-2.21 (m, 2H, -CH-CHH’-CH.).

RMN *3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 28.14, 29.03, 32.36, 34.84, 40.83.

Etape 2 : Ajout de I’éthyle 3-hydroxybutyrate — 1¥** conditions (111-1-2)

Br Br
n-1-1 n-1-2

A une solution 3-hydroxybutyrate d’éthyle (22,2 g, 168 mmol, 30 éq.) et de perchlorate d’argent
anhydre (3,5 g, 16,8 mmol, 3 ég.) dans le toluéne anhydre (5 mL) agitée sous argon est ajoutée une
solution du composé Ill-1-1 (1,5 g, 5,6 mmol, 1 éq.) dans un mélange de toluene anhydre (3 mL) et de
pyridine anhydre (4 mL). Le milieu réactionnel est porté a reflux pendant 4h, a I'abri de la lumiére. Les
résidus solides sont alors filtrés, le mélange est lavé a la saumure (100 mL) puis extrait avec Et,0. Les
phases organiques combinées sont alors lavées a I'eau puis séchées sur Na,SO,4 et concentrées. Le
produit brut est purifié sur colonne de silice en éluant au cyclohexane/acétate d’éthyle (95/5). Le
composé llI-1-2 est isolé sous la forme d’une huile jaune avec un rendement de 35% (625 mg).

R¢ (cHex/EtOAc 9:1) = 0,57.

RMN H (400 MHz, CDCls, &, ppm) : 1.35-1.18 (m, 8H, -O-CH-CH,-CHs, -O-CHCH3-CHa-, -CO-0O-CH,-CHs),
2.05-1.42 (m, 6H, -CH-CH2-(CH,)s-CH2-CH-), 2.45-2.24 (m, 2H, -CO-CH,-CHCH3-), 2.82-2.54 (m, 2H, -O-
CH-CBr-CH-CH-), 4.20-3.90 (m, 4H, -CBr-CH-O-, -O-CHCH3-CH,-, -CO-O-CH,-CHs), 6.19-6.13 (m, 1H, -
CBr-CH-CH..).

RMN 3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 14.37, 19.25, 21.50, 26.42, 28.49, 33.43, 36.70, 40.05, 40.19, 41.53,
42.75, 60.53, 70.38, 71.47, 82.75, 84.14, 131.02, 133.55, 133.80, 171.48, 171.72.

ESI-HRMS (mode positif) : [M+H]* m/zy = 319.0903, m/zexp = 319.0901.

Etape 3 : Formation de la cyclooctyne et déprotection de I'acide carboxylique — 1% conditions (lll-

1)
Br
) o_~_1.DBU_
\|/\n, 2. NaOH O/ \(\fr

1-1-2 -1

A une solution du composé 11I-1-2 (0,5 g, 1,6 mmol, 1 éq.) dans le DMSO anhydre (6 mL) agitée sous
argon a 80°C est ajouté du DBU (0,5 g, 3,1 mmol, 2 éq.). Le mélange est agité pendant 15 min puis du
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DBU (1,9 g, 12,5 mmol, 8 ég.) est a nouveau ajouté. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation a
80°C pendant 72h. Une fois le mélange refroidi a température ambiante, une solution de NaOH (0,25
g, 6,3 mmol, 4 éq.) dans l'eau (1 mL) est ajoutée et la réaction est agitée une nuit. Le mélange est
ensuite acidifié jusqu’a pH=1 par ajout d’une solution de HCl 1M (25 mL), puis extrait avec de |'acétate
d’éthyle. Les phases organiques combinées sont alors séchées sur Na,SO, et concentrées. Le produit
brut est purifié sur colonne de silice en éluant au cyclohexane/acétate d’éthyle (90/10), avec 1%
d’acide acétique. Le composé llI-1 est isolé sous la forme d’une huile jaune avec un rendement de 14%
(46 mg).

Rf (cHex/EtOAc 9:1) = 0,22.

Le produit s’étant décomposé rapidement a la lumiére et a Iair, sa caractérisation n’a pas été possible.
3.2.2. Synthése du monomeére avec la cyclooctyne (l1I-1) — 2™ essai

Etape 1 : Synthése du 8,8-dibromobicyclooctane (ll1-1-1)

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 1 du 3.2.1.

Etape 2 : Ajout de I’éthyle 3-hydroxybutyrate — 2" conditions (111-1-2)

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 2 du 3.2.1 a partir de 9,3 mmol (2,5 g) du
composé lll-1-1, sauf pour le temps de reflux, qui est de 8h au lieu de 4h. Le composé 1lI-1-2 est isolé
sous la forme d’une huile jaune avec un rendement de 38% (1,12 g).

Etape 3 : Formation de la cyclooctyne et déprotection de I’acide carboxylique —2"** conditions (111-1)

Br
MeON —
Omov eONa 0\|/\n,OH
(o) o

1-1-2 -1

A une solution de MeONa (0,9 g, 16,4 mmol, 7 éq.) dans le méthanol anhydre (30 mL) agitée sous argon
pendant 10 min est ajouté le composé Ill-1-2 (0,75 g, 2,3 mmol, 1 éq.) au goutte a goutte. Le mélange
est agité a température ambiante pendant 72h. Apres un ajout d’eau (2 mL) et une agitation pendant
une nuit a température ambiante, le milieu réactionnel est acidifié jusqu’a pH=1 par ajout d’une
solution d’HCI 1M (35 mL), puis extrait avec de I'acétate d’éthyle. Les phases organiques combinées
sont alors séchées sur Na,SO4 et concentrées. Le produit brut est purifié sur colonne de silice en éluant
au dichlorométhane/méthanol (de 100/0 a 96/4). Le composé IlI-1 est isolé sous la forme d’une huile
jaune avec un rendement de 35% (170 mg).

R¢ (DCM) = 0,36.
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Figure E.2. RMN 1H (CDCl3) du composé IlI-1.

Du fait de la décomposition du produit a la lumiére et a I’air, des pics correspondant a des impuretés
(produits de la dégradation) sont observés en RMN.

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8, ppm) : 1.40-1.07 (m, 3H, -O-CHCH3-CH,-), 1.57-1.41 (m, 1H, -C=C-CH-CHH’-
), 1.96-1.58 (m, 6H, -C=C-CH2-(CH,)3-CH2-CH-), 2.12-1.97 (m, 2H, -CO-CH,-CHCHs-), 2.49-2.13 (m, 2H, -
CH-C=C-CH,-), 2.92-2.56 (m, 1H, -C=C-CH-CHH’-), 3.72-3.64 (m, 1H, -O-CHCH3-CH,-), 4.23-3.89 (m, 1H,
-CH2-C=C-CH-).

RMN 3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 19.22, 21.50, 24.10, 26.40, 27.01, 28.31, 28.44,29.11, 30.43, 33.39,
33.44, 36.69, 36.79, 40.02, 40.14, 40.66, 41.17, 42.51, 42.88, 68.94, 70.29, 71.36, 77.56, 82.75, 84.09,
172.16.

3.2.3. Synthése itérative d’un oligo(triazole amide) a séquence définie sans cuivre sur
une résine Wang

Etape 1 : Estérification pour le premier ajout d’un bloc AB (i).

50 mg de résine Wang (taux de fonctionnalisation = 0,22 mmol.g?) sont introduits dans un tube
d’extraction en phase solide (SPE) de 6 mL, muni d’un robinet, déposés au fond sur le fritté. Le tube
est rempli avec du DCM de sorte que la résine puisse gonfler. Apres 10 min, le tube est vidé mais la
résine pas complétement séchée. Le monomere contenant la cyclooctyne (l11-1 (1), 4 éq.), la DMAP (2
éq.) et le DCC (4 éq.) sont introduits dans le tube, sur la résine. Le tube SPE est fermé grace a un
bouchon a jupe en caoutchouc, et aprés 3 cycles vide-argon, 2,5 mL de DCM anhydre sont injectés.
Apres dissolution complete des réactifs, le tube est laisse a agiter pendant 24h a température
ambiante. Le réacteur est ensuite vidé et la résine lavée abondamment au DMF afin d’éliminer les
sous-produits insolubles dans le DCM. Elle est ensuite lavée plusieurs fois par du DMF et du DCM et
séchée compléetement sous flux d’air.

Afin d’assurer un rendement maximal, cette étape est répétée.

Le tube SPE contenant la résine fonctionnalisée est ensuite a nouveau clos a I'aide d’un bouchon a jupe
en caoutchouc, puis de I'anhydride acétique (0,83 mL) et de la pyridine (4,17 mL) sont injectés. Apres
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1h d’agitation a température ambiante, le tube est vidé et la résine lavée avec différents solvants (DMF
4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x). La résine est ensuite complétement séchée sous flux d’air.

Etape 2 : Cycloaddition alcyne-azoture catalysée par de cuivre (1) (CuUAAC) pour I’ajout des blocs CD

(ii).

La résine est completement séchée avec de I'éther diéthylique et insérée dans un tube de 10 mL adapté
pour le micro-onde. Le monomere (11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine (E,), 6 éq.) est déposé sur
la résine dans le fond du tube puis 2,5 mL de solvant (mélange MeOH/H,0 8:2) sont ajoutés. Le tube
est soumis a un chauffage par micro-ondes pendant 2h. La résine est alors a nouveau transférée dans
un tube SPE et lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x) puis séchée
complétement sous flux d’air.

Etape 3 : Couplage acide carboxylique-amine primaire pour I’ajout des blocs AB (iii).

Trois solutions sont préparées : une solution d’agents de couplage (0,5 mol.L pour chacun des agents
du mélange DIC/HOBt, dans le DMF anhydre), une solution de base (DIPEA, 1,2 mol.L? dans le DMF
anhydre) et une solution de monomeére (llI-1 (1), 0,2 mol.L? dans le DMF anhydre). La résine est
complétement séchée avec de I'éther diéthylique et insérée dans un tube de 10 mL adapté pour le
micro-onde. Dans un pilulier de 3 mL, un mélange composé des solutions de monomere (4 éq.), d’agent
de couplage (3,5 éq.) et des bases (6 éq.) est préparé. Ce mélange est laissé 2 min pour activer 'acide
carboxyligue du monomeére puis collecté a I'aide d’une micropipette (490 puL) et déposé sur la résine,
dans le fond du tube. Celui-ci est soumis a un chauffage par micro-ondes pendant 2h. La résine est
alors a nouveau transférée dans un tube SPE et lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF
2x et DCM 2x) puis séchée complétement sous flux d’air.

Etape 4 : Procédure générale pour le clivage des oligomeres et la déprotection des groupements Boc
des bases (iv).

Le clivage des chaines de poly(triazole amide)s de la résine est réalisé dans une solution de TFA dans
le DCM (1:1 v:v) pendant 2h a température ambiante dans un pilulier de 10 mL. Aprés la réaction, la
solution est filtrée dans un tube de centrifugation, concentrée et précipitée dans de I'éther diéthylique
froid (8 a 10 volumes). Le tube est ensuite centrifugé pendant 20 a 9500 tours par minute et le
surnageant retiré. Le solide obtenu est enfin complétement séché in vacuo.

3.3. Syntheses du Chapitre IV
3.3.1. Synthese du synthon AB-T (IV-1)

Etape 1 : Synthése du squelette acide carboxylique (protégé) — azoture (IV-1-1).

(o)
Br
A
(o)
Br  NaN ©/\ H
HzN/\/ 3 ~Ns R OJI\/N\/\N;,,

_ HoN
HBr

IV-1-1

A une solution de 2-bromoéthylamine hydrobromure (10 g, 48,8 mmol, 1 éq.) dans le DMF (25 mL) est
ajouté NaNs (3,49 g, 53,7 mmol, 1,1 éq.). Le mélange réactionnel est agité a 60°C pendant 3h. La
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réaction est ensuite refroidie a 0°C puis de la triéthylamine (13,7 mL, 97,6 mmol, 2 éq.) est ajoutée,
suivie par du bromoacétate de benzyle (6,21 mL, 39,0 mmol, 0,8 éq.). Le mélange réactionnel est agité
a 0°C pendant 2h puis dilué avec Et;0 (200 mL) et lavé a la saumure (200 mL). La phase organique est
séchée sur Na,SO, et concentrée, puis purifiée sur colonne de silice en éluant au cyclohexane/acétate
d’éthyle (de 70/30 a 0/100). Le composé IV-1-1 est isolé sous la forme d’une huile jaune avec un
rendement de 40% (3,7 g).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 2.28 (br s, 1H, -CHa-NH-CH2-), 2.75 (t, 2H, -NH-CH,-CH,-), 3.34
(t, 2H, -NH-CH,-CH,-), 3.43 (s, 2H, -CO-CH,-NH-), 5.13 (s, 2H, -CH,-0-CO-), 7.40-7.36 (m, 5H, (-CH-)s).

RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 47.59, 49.83, 50.43, 65.41, 127.91, 127.96, 128.35, 136.04,
172.00.

Etape 2 : Ajout de la thymine (IV-1-2).

(o) o)

| | NH
N’go N’go

OH (o)
o . kn’ o k?
[©)
OJI\/N\/\N3 '©/\OJJ\/N\/\N3
IvV-1-1 IvV-1-2

A une solution d’acide 1-thymine acétique (1,57 g, 8,5 mmol, 1 éq.) dans le DMF anhydre (25 mL) est
ajoutée de la triéthylamine (1,18 mL, 8,5 mmol, 1 éq.) et HBTU (3,23 g, 8,5 mmol, 1 éq.) a température
ambiante. Aprés agitation du milieu pendant 15 min, une solution du composé 1V-1-1 (1,99 g, 8,5
mmol, 1 éq.) dans le DMF anhydre (10 mL) est ajoutée, suivie par de la triéthylamine (1,18 mL, 8,5
mmol, 1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante toute la nuit. La réaction est
arrétée avec de I'eau (20 mL). Le mélange est agité pendant 20 min puis extrait avec de |'acétate
d’éthyle. Les phases organiques combinées sont alors lavées a la saumure puis séchées sur Na,SO, et
concentrées. Le produit brut est purifié sur colonne de silice en éluant au cyclohexane/acétate d’éthyle
(de 50/50 a 0/100). Le composé IV-1-2 est isolé sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de
76% (2,6 g).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 1.75 (s, 3H, -C-CHs), 3.49-3.42 (dt, 2H, -N-CHa-CH,-), 3.64-3.59
(m, 2H, -N-CH,-CHa-), 4.46-4.17 (ds, 2H, -CH,-CO-N-), 4.72-4.52 (ds, 2H, -O-CO-CH,-), 5.21-5.14 (ds, 2H,
-CH,-0-), 7.22 (s, 1H, -N-CH-C-), 7.40-7.36 (m, 5H, (-CH)s), 11.26 (s, 1H, -CO-NH-CO-).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds, 6, ppm) : 11.81, 46.30, 46.76, 47.80, 48.03, 48.23, 49.02, 65.90, 66.56,
108.03, 108.20, 127.80, 128.00, 128.07, 128.19, 128.37, 128.42, 135.51, 135.74, 141.83, 142.08,
150.90, 164.34, 167.63, 167.92, 168.78, 169.23.
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Etape 3 : Déprotection de I'acide carboxylique (IV-1).

| NH | NH
NAO NaOH N’go

0 k{/° ) H//°
OJ\’N\/\N3 HOJ\’N\/\N:,,

1V-1-2 V-1

A une solution du composé IV-1-2 (1,7 g, 4,2 mmol, 1 éq.) dans le 1,4-dioxane (5 mL) est ajoutée une
solution de NaOH 2M (10 mL, 20 mmol, 4,8 éq.). Le mélange réactionnel est agité a température
ambiante pendant 1h puis acidifié jusqu’a pH=2 en ajoutant une solution de HCI 4M (4 mL, 16 mmol,
3,8 ég.). De I'acétone froid est ajouté et le précipité obtenu est filtré. La solution est concentrée et
I'opération est répétée jusqu’a ce que I'ajout d’acétone froid n’entraine plus I'apparition de précipité.
La solution est alors complétement évaporée jusqu’a I'obtention d’un solide blanc lavé abondamment
avec Et,0. Aprés séchage, le composé IV-1 est obtenu sous la forme d’un solide blanc avec un
rendement de 91% (1,2 g).

(0] g
g\ﬁfh
f
N™ =0 solvant—
Jlot'é s
N\/\ e
aHO b C N3 b c+d
h f
a J M 1 L

=T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figure E.3. RMN 1H (DMSO-ds) du composé IV-1.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 1.75 (s, 3H, -C-CHs), 3.52-3.40 (m, 2H, -N-CH»-CH,-), 3.63-3.55
(dt, 2H, -N-CH»-CH,-), 4.27-4.01 (ds, 2H, -CH,-CO-N), 4.70-4.49 (ds, 2H, HO-CO-CHa-), 7.35-7.29 (ds, 1H,
-N-CH-C-), 11.25 (s, 1H, -CO-NH-CO-), 12.69 (br s, 1H, HO-CO-CHy-).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 11.84, 46.32, 46.63, 47.77, 47.85, 48.28, 48.99, 49.03, 108.01,
108.14, 142.02, 142.20, 150.94, 164.39, 167.42, 167.91, 170.27, 170.63.
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I Partie expérimentale

3.3.2. Synthese du synthon CD-T (IV-2)

Etape 1 : Synthése du squelette alcyne — amine (protégée) (IV-2-1).

> NG RS
\\/Br + HZN\/\HJLO _’\\/N\/\HJLO
1V-2-1

A une solution de bromure de propargyle (2,8 g, 18,8 mmol, 1,5 éq.) et DBU (2,8 mL, 18,8 mmol, 1,5
€g.) dans le toluene anhydre (25 mL) est ajoutée une solution de N-Boc-éthylénediamine (2 g, 12,48
mmol, 1 éq.) dans le toluéne anhydre (10 mL). La réaction est agitée a 60°C toute la nuit. Le mélange
est concentré et purifié sur colonne de silice en éluant au n-pentane/acétate d’éthyle (de 30/70 a
0/100). Le composé IV-2-1 est isolé sous la forme d’une huile incolore avec un rendement de 36% (900
mg).

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8, ppm) : 1.44 (s, 9H, -(CHs)s), 2.21 (t, 1H, -C=CH), 2.81 (t, 2H, -CHo-NH-CH,-),
3.23 (q, 2H, -CH,-NH-CO-), 3.42 (d, 2H, -CH,-C=CH), 4.90 (br s, 1H, -CH,-NH-CO-).

RMN *3C (100 MHz, CDCls, §, ppm) : 28.55, 37.92, 40.20, 42.24, 48.02, 71.62, 73.34, 79.32, 82.09,
156.20.

Etape 2 : Ajout de la thymine (IV-2-2).

A une solution d’acide 1-thymine acétique (915 mg, 4,97 mmol, 1,1 éq.) dans le DMF anhydre (7 mL)
est ajoutée de la triéthylamine (690 pL, 4,99 mmol, 1,1 éq.) et HBTU (1,89 g, 4,99 mmol, 1,1 éq.) a
température ambiante. Aprés agitation du milieu pendant 15 min, une solution du composé IV-2-1
(900 mg, 4,55 mmol, 1 éqg.) dans le DMF anhydre (6 mL) est ajoutée, suivie par de la triéthylamine (690
uL, 4,99 mmol, 1,1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante toute la nuit. La
réaction est arrétée avec de I'’eau (20 mL). Le mélange est agité pendant 20 min puis extrait avec de
I'acétate d’éthyle. Les phases organiques combinées sont alors lavées a la saumure puis séchées sur
Na,SO, et concentrées. Le produit brut est purifié sur colonne de silice en éluant a I'acétate d’éthyle.
Le composé IV-2-2 est isolé sous la forme d’un solide blanc avec un rendement de 60% (1 g).

RMN H (400 MHz, CDCls, 8, ppm) : 1.43 (s, 9H, -(CHs)s), 1.91 (s, 3H, -C-CHs), 2.43-2.28 (dt, 1H, -C=CH),
3.42-3.32 (dq, 2H, -N-CH»-CH>-), 3.60 (m, 2H, -CH-NH-CO-), 4.24-4.16 (dd, 2H, -CH,-C=CH), 4.61-4.57
(ds, 2H, -CH>-CO-N-), 5.10-4.93 (ds, 1H, -CH,-NH-CO-), 7.00 (s, 1H, -N-CH-C-), 8.68 (br s, 1H, -CO-NH-
CO-).

RMN 3C (100 MHz, CDCl3, §, ppm) : 12.25, 14.18, 21.01, 28.37, 35.40, 38.06, 38.73, 46.47, 48.20, 60.36,
72.83,74.07,110.91; 141.02, 141.22, 151.27, 156.21, 164.31, 166.66, 167.19, 167.52, 171.11.
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Etape 3 : Déprotection de 'amine (IV-2).

o) 0
7 NH \fLNH
N’go _TFA N’go
k?o o kfo
N NG
) PN G

H
IV-2-2 V-2

A une solution du composé IV-2-2 (1 g, 2,7 mmol) dans le DCM (13 mL) est ajouté du TFA (1,3 mL).
Apres agitation a température ambiante pendant 3h, le mélange est concentré, resolubilisé dans un
volume minimum de DCM puis précipité dans du Et,0, filtré et lavé abondamment avec du Et,0. Apres
une derniere filtration, le composé V-2 est obtenu sous la forme d’un solide blanc avec un rendement
de 83% (600 mg).

A
[ e s s e e
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o}
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Figure E.4. RMN 1H (DMSO-ds) du composé IV-2.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm) : 1.75 (s, 3H, -C-CHs), 2.99-2.90 (m, 2H, -CH,-CH,-NHs,), 3.48-3.27
(dt, 1H, -C=CH), 3.74-3.58 (m, 2H, -CH-CHa-NH,), 4.28-4.19 (dd, 2H, -CH,-C=CH), 4.65-4.63 (ds, 2H, -
CH,-CO-N-), 7.40-7.33 (s, 1H, -N-CH-C-), 7.84 (br s, 2H, -CH>-NH.), 11.30 (br s, 1H, -CO-NH-CO-).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds, §, ppm) : 11.88, 34.25, 36.54, 43.14, 43.50, 47.90, 48.07, 74.62, 75.81,
78.72,79.34, 108.16, 142.04, 151.04, 158.34, 158.66, 164.36, 166.75, 167.80.

3.3.3. Synthese des oligomeres de PTzNAs

3.3.3.1. Préparation de la résine
Etape 1 : Fonctionnalisation de la résine.

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 1 du 3.1.1.
Etape 2 : Capping des fonctions n’ayant pas réagi.

Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 2 du 3.1.1.
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I Partie expérimentale

Etape 3 : Détermination du niveau de substitution.
Les conditions utilisées sont les mémes que dans I'étape 3 du 3.1.1.
Etape 4 : Activation de la résine Fmoc-Phe-Wang.

10 mg de résine Fmoc-Phe-Wang (taux de fonctionnalisation = 0,18 mmol.g?) sont utilisés comme
support solide et placés dans un tube SPE de 1 mL. Avant les étapes itératives, les billes de résine
gonflent 10 min en étant agitées dans le DCM a température ambiante. Le groupement Fmoc est
ensuite éliminé par traitement avec une solution de pipéridine a 20% dans le DMF pendant 20 min.
Cette étape de déprotection est répétée pour assurer I'élimination compléte du groupement
protecteur de la résine. La résine est alors lavée avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et
DCM 2x) et séchée complétement sous flux d’air.

Le méme protocole est appliqué dans le cas d’une synthése sur résine Fmoc-Gly-Wang commerciale.

3.3.3.2. Synthese itérative
Etape 1 : Couplage acide carboxylique-amine primaire pour I’ajout des blocs AB (i).

Trois solutions sont préparées : une solution d’agent de couplage (0,5 mol.L™ dans le DMF anhydre),
une solution de bases (DIPEA et 2,6-lutidine dans le DMF anhydre, respectivement 1,2 mol.L* et 1,8
mol.L?) et une solution de monomeére (0,2 mol.L? dans le DMF anhydre). La résine est conditionnée
avec du DMF anhydre. Le tube est vidé mais la résine n’est pas complétement séchée. Dans un pilulier
de 1 mL, un mélange composé des solutions de monomeére (4 éq.), d’agent de couplage (3,5 éq.) et des
bases (6 éq. pour chacune) est préparé. Ce mélange est laissé 2 min pour activer I'acide carboxylique
du monomere puis collecté a I'aide d’une micropipette (66,7 uL) et déposé sur la résine, sur le
fritté dans le fond du tube, pendant 30 min. Le tube SPE est ensuite vidé et un mélange frais des
solutions (66,7 pL) est déposé pour 30 min. La résine est alors lavée avec différents solvants (DMF 4x,
DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x) et séchée complétement sous flux d’air.

Etape 2 : Cycloaddition alcyne-azoture catalysée par de cuivre (1) (CuUAAC) pour I’ajout des blocs CD

(ii).

Sur la résine précédemment conditionnée avec du DMF anhydre, la source de cuivre (CuBr pour les
monomeres CD-T et CD-C, CuSO4 pour les monomeéres CD-G et CD-A) (3 éq.), le ligand (dNbipy pour les
monomeres CD-T et CD-C, TBTA pour les monomeres CD-G et CD-A) (6 éq.) et le monomeére (7,5 éq.)
sont déposés. Un bouchon a jupe en caoutchouc scelle le tube SPE (surmonté de parafilm) et trois
cycles vide-argon sont réalisés pour assurer une atmosphére sans oxygene dans le tube. 0,5 mL de
solvant (DMF anhydre pour les monomeres CD-T et CD-C, NMP anhydre pour les monomeéres CD-G et
CD-A) sont injectés dans le tube sous argon. Pour les monomeres nécessitant |’utilisation de TBTA, 0,1
mL d’une solution saturée d’acide L-ascorbique dans I'eau distillée sont également injectés. Une autre
couche de parafilm est fixée sur le bouchon pour empécher I'air d’entrer par les trous d’injection dans
le septum. Le tube est agité 2h a température ambiante. La solution est ensuite drainée et la résine
lavée une premiére fois avec différents solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x), puis avec une
solution saturée d’EDTA dans un mélange eau distillée/DMF (1:1) pendant 30 min pour éliminer les
traces de cuivre restantes, puis a nouveau avec des solvants (DMF 4x, DCM 4x, DMF 2x et DCM 2x).
Elle est enfin séchée complétement sous flux d’air.
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Etape 3 : Procédure générale pour le clivage des oligoméres et la déprotection des groupements Boc
des bases (iii).

Le clivage des brins de PTzNA de la résine est réalisé dans une solution de TFA dans le DCM (1:1 v:v)
pendant 1h a température ambiante dans un pilulier de 1 mL. Aprés la réaction, la solution est filtrée
a travers un petit fritté dans un microtube, concentrée et précipitée dans de I'éther diéthylique froid
(8 a 10 volumes). Le microtube est ensuite centrifugé et le surnageant retiré. Le solide obtenu est lavé
plusieurs fois avec Et,O de la méme maniere et enfin complétement séché in vacuo.
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Résumé

Les poly(triazole amide)s sont une classe de polymeéres a séquences définies synthétisés par une
approche « AB+CD » itérative, chimiosélective et supportée. Cette stratégie permet de contréler
parfaitement la séquence des monomeres, puisque les unités constitutives sont ajoutées une a
une. De plus, la chimiosélectivité des réactions de couplage permet de s’affranchir d’étapes de
déprotection. En outre, l'utilisation d’un support solide minimise également le temps
d’expérimentation et facilite les étapes de lavage, réduisant donc le temps total de synthése. Cette
voie de synthése a été utilisée pour la préparation de différents types de polymeéres fonctionnels.
Premiérement, plusieurs oligomeres comme des structures composées de chaines alkyles ou PEG
ont été préparées, contenant des séquences de monomeres non naturels qui forment un code
binaire. Ces produits ont été analysés grace a deux techniques de séquencage : la spectrométrie de
masse en tandem et I’'analyse de chaines uniques par les nanopores. Une synthése sans cuivre de
ce type d’oligoméres a également été considérée. Enfin, une nouvelle classe d’acides
xénonucléiques (XNAs), les peptide triazole nucleic acids (PTzNAs), a été synthétisée et étudiée. En
particulier, les propriétés d’hybridation de ces polyméres contenant des séquences génétiques ont
été examinées.

Mots-clés : polymeres a séquences définies, synthése itérative, polyméres numériques
synthétiques, analyse par les nanopores, acides xénonucléiques.

Résumé en anglais

Poly(triazole amide)s are a class of sequence-defined polymers synthesized via a chemoselective
iterative “AB+CD” approach on a solid support. This strategy allows to perfectly control the
sequence of monomers, since the building blocks are added one by one. Moreover, the
chemoselectivity of the coupling reactions enables to avoid the use of deprotection steps and to
save time. In addition, the use of a solid support also minimizes the experiment time and facilitates
the cleaning steps, thus reducing the total synthesis time. This synthesis pathway was used for the
synthesis of different types of functional polymers. First of all, several oligomers such as structures
based on alkyl or PEG chains were prepared, containing sequences of non-natural monomers that
form a binary code. Those products were analyzed with two sequencing techniques: tandem mass
spectrometry and nanopore single-chain analysis. A copper-free synthesis of this type of oligomers
was also considered. Then, a new class of xeno nucleic acids (XNAs), peptide triazole nucleic acids
(PTzNAs) was synthesized and studied. In particular, the hybridization properties of those natural
sequence-containing polymers were investigated.

Keywords: sequence-defined polymers, iterative synthesis, synthetic digital polymers, nanopore
analysis, xeno nucleic acids.




