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Introduction générale

Introduction genérale

L’'auto-assemblage de molécules par des forces onaiantes est un processus a l'origine de
nombreux phénomeénes aussi bien en sciences desamatqu’en biologie. La structure de

'auto-assemblage est corrélée avec sa fonctiofioetre dans les matériaux permet le
transfert de linformation. La nature, par exemptege des systémes incroyablement
complexes et efficaces. Cette puissance résideldamstruction minutieusement contrélée
d’édifices moléculaires et dans l'assemblage de dmwiers pour atteindre des niveaux
d’organisation toujours plus élevés. La comprélmnsles interactions intermoléculaires a
I'origine de I'auto-organisation et leur controlessitent un intérét constant comme le montre
le développement de la chimie supramoléculaire. tilisation des interactions

intermoléculaires pour la formation de systémeso-assemblés ou la reconnaissance
moléculaire trouve ainsi des applications dans ombreux domaines, de la biologie aux
matériaux. Ces derniers, qui semblent pourtantdlgignés, se rejoignent par I'exploitation

des mémes phénomenes et, comme nous le verrongnp@séme parfois s’imbriquer.
.  Phénomeénes d’auto-assemblages.

[.1. Généralités

L'étude des auto-assemblages moléculaires eset'algj la chimie supramoléculaire, domaine
qui s’est progressivement développé depuis la skcaonoitié du vingtieme siécle, grace
notamment aux travaux de J.-M. Lehn, D. Cram ePe&dersen [1-3]. L’auto-assemblage
moléculaire désigne la formation de structures nées a partir de briques élémentaires
(petites molécules), de maniére spontanéesans assistance extérieure. Ces systéemes supra-
moléculaires sont basés sur des interactions nealerdes de faible énergie parmi lesquelles
les forces électrostatiques, les liaisons hydrogdes forces de Van der Waals, les
interactions d’empilement aromatiquegtacking), ou encore les liaisons de coordinagiox
métaux de transition. Ces assemblages intermoléesilaont a l'origine de nombreux
concepts et études : construction d’architectumrapbexes, auto-assemblages moléculaires

bi- ou tri-dimensionnels, systéemes hétes/invitéspnnaissance de forme, de structure etc.
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l.2. Systemes biologiques.

Les systémes vivants sont caractérisés par I'orés@rce des auto-assemblages moléculaires.
On peut ainsi citer, a difféerentes échelles, lesnbranes cellulaires (bicouches lipidiques
s’associant pas interactions hydrophobes entre plesspholipides les constituant), la
reconnaissance spécifique d'un agoniste et de éoepteur (pouvant faire intervenir des
liaisons hydrogénes, des interactions hydrophobe$ et bien siOr la molécule d’ADN,
support de notre information génétique, qui nowérasse particulierement dans le cadre de
cette these.

La forme canonique de I'ADN, proposée par J. WatsorCrick, M. Wilkins et R. Franklin
en 1953 [4-7] est une double hélice droite conséitde deux brins antiparalleles. Ces deux
brins sont associés par des liaisons hydrogeness (de type Watson-Crick) entre les bases
complémentaires A-T (adénine-thymine) et G-C (gunewuytosine) (Figure la et b). Cette
structure est par ailleurs stabilisée par des antems d'empilemenfrestacking) entre les
bases et des interactions polaires des groupepiphies avec I'eau. Cet appariement de type
Watson-Crick n’exploite pas au maximum les siteswrgnirs et accepteurs de liaisons
hydrogéne des bases nucléotidiques. Celles-ci amt th possibilité de s’associer selon des
modes différents [8] conduisant a la formation ttactures d’ADN différentes de la double
hélice. Parmi celles-ci figurent des hélices d’erdupérieur (c'est-a-dire composées de plus
de deux brins) telles que les triples hélices (oplexes), les quadruples hélices (ou
guadruplexes) etc. En effet, des guanines peulasgagier entre elles par liaisons hydrogéene
de type Hoogsteen (s’effectuant sur le coté nontSdfaCrick’ de la base et faisant intervenir
les cycles imidazoles) pour former des triades gtwrant élémentaire des triplexes) ou des
tétrades (constituant élémentaire des quadrupldfégiire 1c). L'empilement de plusieurs
tétrades conduit, dans le cas de brins d’ADN rickesguanines, a la formation d’'une
structure particuliere, ’ADN G-Quadruplexe, qunstitue une cible thérapeutique potentielle
et qui est a l'origine d’'une partie de ce travasl tthése (cette structure d’ADN et son role

biologique seront détaillés dans l'introductionlagartie 2).
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Figure 1.a) Formule chimique des 4 bases constituant '’ABNjauche : schéma de la double hélice
d’ADN, droite : appariement Watson-Crick des basesnplémentaires, c) quartet de guanines

associées par liaisons hydrogéne de type Hoogsteen.

1.3. Systemes atrtificiels, nanotechnologies.

La recherche de la miniaturisation, au coeur mémedaimaine des nanotechnologies,
nécessite la construction d’objets artificiels stawés a I'échelle du nanométre. Deux
approches opposees dites ‘Top-down’ et ‘Bottom{iijure 2) apportent des solutions pour
atteindre ces objectifs. Tandis que la premiéresistaa contrbler les propriétés et la structure
d’'un objet aux échelles les plus petites a pattintiis macroscopigues, on s'attache dans la

seconde a realiser des systemes macroscopiqueslegesippar assemblage de briques
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élémentaires nanométriques. Les auto-assemblagdécuteres sont donc des outils

particulierement attrayants [9, 10] pour cette sdecapproche.

pri —

Figure 2. lllustration des deux approches pour le controldadmatiére a I'échelle nanométrique :
Top down et Bottom up (d’apres [9]).

Le contrdle des phénomenes dirigeant les auto-ddages permet la réalisation d’un grand

nombre de structures artificielles, comme l'illeska Figure 3 [11].

Figure 3. Disques inorganiques auto-assemblés par capllédiapres [11]) (taille caractéristique
d’'un disque : 10um).

Un intérét supplémentaire des systémes auto-asésmédide par ailleurs dans le domaine de
la science des surfaces et des matériaux organifumesffet, la formation de structures bi-
dimensionnelles organisées sur des surfaces a mraoses applications technologiques

dans les domaines de I'électronique ou du photaigle, la plupart des composants étant des
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matériaux ‘supportés’ (déposés sur des surfaceais e cadre, le développement des
microscopies a sonde locale et en particulier dirascope a effet tunnel (Scanning tunneling
microscopy, STM) a ouvert de nouvelles perspectiass I'étude de monocouches auto-
assemblées sur des surfaces a I'échelle nanongtidpgs études constituent une autre partie

de ce travail et font I'objet d’'une introductiontdifiée dans la premiere partie de cette these.

1.4. Systemes atrtificiels a partir d’objets biologiques.

La nanobiotechnologie ou nanotechnologie biominu&tjgqui consiste a créer des systéemes
artificiels auto-organisés a partir d’objets biotpges, est un domaine en pleine expansion et
démontre la forte connexion entre science des matéet biologie. On peut ainsi citer la
fonctionnalisation de nanoparticules inorganiques pes composés biologiques pour
'assemblage d’architectures nanostructurées [3R, LIADN en particulier est un objet de
choix pour la création de nano-objets [14, 15].sAile groupe de G. Joyce a construit un
octahedre a partir d’'un long simple brin d’ADN [1@jigure 4a). De la méme maniere, P.
Rothemund et ses collaborateurs ont réalisé desndages 2D d’'un long brin d’ADN selon

des formes prédéfinies (Figure 4bY].

Figure 4. a) Octahédre (environ 22nm de diametre, d’apréB Etth) assemblages 2D en étoile et en
‘smiley’, formés par assemblages de brins d’ADNI&aaractéristique de 100nm, d’apres [17]).

Les bases de I'ADN et en particulier les guanirsesit utilisées pour former des structures
artificielles. Ainsi les quartets de guanine préésrprécedemment (81.2) peuvent servir de
motifs élémentaires pour former des canaux ionigggghétiques, des gels, des cristaux
liquides, des nanomachines etc. Le groupe de JavisDa par exemple développé une
guanosine modifiée qui forme une structure G-qualdre unimoléculaire par une réaction

de métathése (Figure 5). Cette structure est camhbtransporter des ions Natravers une

5
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membrane phospholipidique [18]. Les travaux réalsér les architectures supramoléculaires
formées par auto-assemblage de dérivés de guammd’dbjet d’'une revue récente de J.
Davis et G. S. Spada [19]. Ces systemes, qui fesent des modeles pour comprendre

'assemblage dans I’ADN, peuvent trouver des apfibnis dans les nanosciences.

¢

Figure 5. Par réaction de métathése, la guanosine lipodgideiche) forme une structure G-
guadruplexe unimoléculaire (milieu) qui est capatddransporter des ions sodium (d’aprés [18]).

Enfin, dans le domaine des microscopies en chamghpret particulierement en STM, de
nombreuses études ont été consacrées aux systaogggoies : protéines, acides aminés et
bases de I’ADN en particulier. Celles-ci, dépossass leur forme libre sur des surfaces de
graphite, d’'or ou de cuivre, forment des monocosactedlétant le caractére essentiel des
liaisons hydrogéne dans leur association et peamtedtétablir un paralléle avec la formation
de ces liaisons dans les systéemes naturels d’ADM&i Asi les guanines forment une structure
en dimeres sur graphite (a l'interface octanol/gr&) [20], leur auto-assemblage en quartets
a été observeé sur Au(111) : déposées sur un subdua111) a température ambiante et en
conditions d'ultra-vide, les guanines s’'auto-asdemtben un réseau de G-quartets stabilisé
par liaisons hydrogéne (Figure 6) [21].
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Figure 6. a) Image STM (8.0 x 8.0 rfindu réseau de guanines a géométrie quasi-cariémcalrt
représente une image haute résolution de la celini@ire, b) superposition d’'une image haute
résolution de la cellule unitaire et d'un G-quariet superposition d’'une image STM de plusieurs
cellules unitaires et de la structure calculéelar (Density Functional Theory) montrant les liaso

H entre les quartets (d’apres [21]).

ll. Interactions intervenant dans les auto-assemblages.

Les interactions intermoléculaires non covalentefomnent les systemes auto-assemblés.
Nous rappelons ici les principales propriétés desractions les plus rencontrées.

- Les forces électrostatiqueSe sont des interactions non covalentes intentes@tre deux

charges ponctuelles. L'équation fondamentale dedtgostatique est la loi de Coulomb, le

potentiel électrostatique s’écrit (1) :

@W)V(r) = 47; :

avec V le potentiel (en V), q la charge (en could®)beg la permittivité du milieu (en Farad
par metre, F/m) et r la distance (en m). Les imtéwas sont attractives entre deux charges de
signe opposé. L’énergie caractéristique de cesractiens est élevée, de l'ordre de
60kcal/mol soit 2.6eV.

- Les interactions de Van der WaaBe sont des liaisons faibles résultant des ictierss

entre les dipdles électriques permanents ou indesgsmolécules. Leur énergie est modélisée

par le potentiel de Lennard-Jones (équation (E)gire 7) avec une dépendance}érg, our

est la distance entre les unités considérées :

o o

(2)V(r)= 48((7)12 - (T)G)

avece constante pour un type d’atomes dormépnstante représentant la distance a laquelle
les forces attractives et répulsives sont egaletaadistance entre les atomes considérés.

Ce potentiel traduit I'attraction a longue distanee la répulsion de type sphéres dures a

courte distance. Les énergies de ces interactions de lI'ordre de 0.1 a 10kcal/mol soit

v
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0.005-0.5eV (pour rappel, les liaisons covalentésdes €nergies généralement élevees, entre
20 et 100kcal/mol soit 1-4eV).

0.1

________________________________________________________

Potentiel (eV)
o
2

'Ro = 11225 !
002 L s s H L J
08 1 12 14 16 18 2 22

R (angstroms)

Figure 7. Potentiel d'interaction de Lennard-Jones.

- Interactions aromatiques ®stacking Les interactions entre molécules aromatiques sont

des liaisons intermoléculaires faibles tres impuda dans les domaines de la chimie, de la
biologie et des sciences des matériaux. Elles denglusieurs types : interactiomscations,
C-H/mt et interactions aromatique-aromatique. Parmi ogidres, letestacking est une
interaction entre des systémasen contact direct par juxtaposition face a faceddax
molécules aromatiques. La distance entre deux gfaromatiques empilées est de l'ordre
de 3.4A. Cette interaction de stacking dépend desigirs forces non covalentes : effets
électrostatiques et en particulier interactions/da der Waals et désolvatation (contribution
hydrophobe) dont les importances relatives sond@aes selon les milieux [22, 23]. Les
caractéristiques générales des interactions arqueiet leur importance dans les domaines
de la biologie (interactions protéines-ligandsuctinre de I’ADN et intercalation) et de la
chimie supramoléculaire sont détaillées dans trevsies récentes de F Diederich [24], C.
Hunter [25] et E Meijer [26].

- Les liaisons Hydrogend.es liaisons hydrogéenes (liaisons H) sont deofané générale X-

H....Y ou X et Y sont des atomes de plus grandedréleegativités que I'hydrogene (C, O,

N, F, P, S, Cl). Ce sont des liaisons directiorasedl la géométrie bien définie, impliquant une
combinaison de plusieurs contributions: interactigectrostatiques mais aussi forces de
dispersion, de transfert de charge, de polarisatiten Leur énergie dépend du moment

dipolaire de la liaison X-H et de la paire libreeldctrons de I'atome Y [27]. On peut ainsi

8
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distinguer les liaisons H ‘fortes’ d’énergie congarigénéralement entreeR20kcal/mol (soit
environ 0.1-1eV) comme les liaisons N-H...O ou O-H.eQes liaisons hydrogénes faibles
de type C-H..Y [28, 29].

L’existence et le role de ces liaisons hydrogeérnleléda n'ont été pris en considération qu’a
partir de 1980. Si dans les liaisons H fortes, @amtributions eélectrostatiques sont
majoritaires, ces derniéres sont comparables autxilbotions de type Van der Waals dans les
liaisons H faibles. Les charges partielles typigltes0 a +0.3e) portées par I'hydrogéne dans
ces systemes dépendent de la nature des groupeatgatents. L'énergie des liaisons H
faibles s’étend de 0 & 2kcal/mol et leurs longueler®.2 a 2.8A, plus grandes que celles des
liaisons H usuelles typiquement comprises entreetllB0A. Ces liaisons H faibles ont permis
d’expliguer de nombreux résultats en cristallograptans les systémes biologiques ou dans
les processus de reconnaissance moléculaire. lsatiieé des liaisons hydrogene et leur

coopérativité permet leur application dans un gresd nombre de domaines.
lll. Contexte général de ce travalil.

Comme nous lavons vu dans les paragraphes préseédéss interactions faibles
intermoléculaires gouvernent les phénoménes dassemblages et de reconnaissance
moléculaire. Leur étude et leur exploitation dares Jaste domaine de la chimie
supramoléculaire entrainent I'imbrication fréquemte la biologie et de la science des
matériaux.

La similarité des motifs aromatiques condensésn@ridones, porphyrines, phtalocyanines,
pérylenes etc.) utilisés dans les matériaux orgesiget en tant que molécules d'intérét
biologique (ligand d’ADN, fluorophore) est frappant titre d’exemple, le péryléne diimide
peut entrer dans la composition de cellules s@arrganiques [30], de cristaux liquides [31]
ou d’intercalant d’ADN [32] (Figure 8). Dans ce ¢exte, nous nous sommes intéressés a
développer une famille de molécules basée sur imensguelette hétéroaromatique en vue de
deux applications distinctes dans les domainesadscience des matériaux (composants
organiques, nanosciences des surfaces) et deolana@ssance de structure secondaire d’ADN
[33].
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Figure 8. Peryléne diimides a) dans les cellules solairearogyies, b) en tant que ligand d’ADN
quadruplexe (PIPER) et c) en tant que cristauxdiegi

H2n+lcnO o

Le noyau aromatique étudié est le triazatrinapletiglou TriskK, par analogie au symbole
celte Triskele signifiant ‘a trois jambes’; sa swd aromatique est étendue (7 cycles
aromatiques accolés) et de symétrig (Eigure 9). L'application recherchée oriente launa

des fonctionnalisations (RR,, Rs) introduites sur le noyau aromatique.

Figure 9. Structure chimique générale des triazatrinaphtteden

L’introduction de chaines alkyles lipophiles sur desur aromatique doit améliorer les
propriétés d’auto-assemblage de ces molécules {@urarganique). Elles forment ainsi des
monocouches auto-organisées sur des surfacesntlzsg de ces molécules et I'étude de la
formation de ces monocouches sur graphite par stope a effet tunnel (STM) a l'interface

liquide/solide font ainsi I'objet de la premiererfi@a de cette these. Nous nous efforcerons de

10
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rationaliser les assemblages observés en termeterdctions molécule-molécule (Van der

Waals, liaisons H faibles) et molécule-substrat.

Les TrisK peuvent également étre fonctionnalisésdea chaines aminées, qui conférent de
'hydro-solubilité au systeme aromatique. Ces maks présentent ainsi un caractére
hydrophobe (large surface aromatique) et hydroplei&ines protonables). Cette dualité est
particulierement adaptée au ciblage de 'ADN. Navasns analysé leur aptitude a stabiliser la
structure G-quadruplexe, actuellement étudiée dearaintensive ; il a en effet été montré
gue la stabilisation de 'ADN G-quadruplexe par tigands pourrait constituer une nouvelle
stratégie anti-cancéreuse. La large surface arqueties TrisKs permet un empilement sur
les tétrades alors que les chaines chargées poséit peuvent interagir avec les sillons
chargés négativement [34].

Nous avons également synthétisé dans le méme kbanalague structural des TrisKs dont la
surface aromatique est chargée positivement deémaimtrinséque. Son interaction avec
'ADN G-quadruplexe et sa capacité a photo-oxydADN ont été étudiées. Ces travaux
constituent le premier Chapitre de la seconde galti cette these consacrée a I'étude de

ligands d’ADN G-quadruplexe.

Les connaissances acquises sur cette forme patead ADN nous ont amenés a développer
des complexes métalliques en tant que ligands tle stucture, cette classe de composés
étant jusqu’alors étonnamment peu développée. Mousrerons dans le Chapitre 2 de la
partie 2 que la géométrie du centre métalligue gme l'aptitude de complexes de

terpyridine a interagir avec le G-quadruplexe.

Enfin le développement de complexes de platinepqtia particularité de créer des liaisons
guasi covalentes avec les bases nucléiques (guanadenine en particulier), nous a permis
de piéger les G-quadruplexes de maniére irréversitds ligands constituent une sonde pour
cette structure d’ADN. L'étude de leur mode dimtetion avec le G-quadruplexe sera

présentée au Chapitre 3 de la partie 2.
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PARTIE 1

Monocouches 2D auto-assemblées de

Triazatrinaphthylenes.
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Partie 1 - Introduction

Introduction

Lorsque des molécules sont déposées sur une swefesepeuvent s’y adsorber et former une
monocouche auto-assemblée. Aprés un premier patagiur les caractéristigues générales
des monocouches auto-assemblées de moléculesaqugannous introduirons la microscopie
a effet tunnel qui permet d’en étudier la structard’échelle nanométrique. Enfin nous
présenterons les travaux réalisés dans le domanBadto-assemblage de molécules de

symeétrie ternaire.
I.  Monocouches auto-assemblées de molécules organiques

Il existe deux types de monocouches selon la nateseinteractions intervenant entre les

molécules et la surface : les monocouches chimgssrtet les monocouches physisorbées.
Dans le premier cas, les molécules forment unedraichimique avec la surface. Un cas

typique est la chimisorption des thiols sur 'oB6[36]. Ce mode d’adsorption ne sera pas
abordé dans le cadre de ce travail. Dans le cda ghysisorption, seules des interactions
faibles de type Van der Waals interviennent. Ledémdes conservent donc leur intégrité

structurale. Les énergies d’interactions molécutdéicule et molécule-substrat sont

comparables ce qui confere aux monocouches foromeegrande diversité en structures et en
comportements. En effet, soit les interactions mdés-substrat sont dominantes, soit ce sont
les interactions molécule-molécule, soit cellesagxistent de facon équivalente. La structure
de la monocouche formée est donc difficile a peégmur un composé donné. Cependant de
nombreuses stratégies ont été développées poublsrries auto-assemblages en guidant les
interactions intermoléculaires par l'utilisationsdforces de Van der Waals ou des liaisons
hydrogenes par exemple [37, 38]. Un cas typiquatd-assemblage dirigé par les forces de
Van der Waals est celui des alcanes linéaires ‘agsesmblent sous la forme de lamelles
(Figure 10a). Cette interdigitation des chaineg/latk est souvent mise a profit dans des
systemes plus complexes. Les liaisons hydrogénes également largement utilisées par

lintroduction de fonctions chimiques adéquateletelque les acides carboxyliques par
exemple. Une de ces monocouches formées graceiasank hydrogene est représentée
Figure 10b.
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COOH

CHy—{CHg)414—0 —(CHz)44—CHg

HOOC

Figure 10. Images STM de monocouches formées sous I'effet)d®raes de Van der Waals :
monocouche d’alcanes@es sur or (7.5 x 7.5 nfy, d’aprés [39] b) de liaisons hydrogénes, d’aprés
[38] ('encart correspond & un modéle de I'arrangethobservé sur I'image STM).

La structure obtenue est donc le résultat d'une bioamson complexe de différents
parameétres. Une étude systématique sur une fadeillaolécules aux différences structurales

légeres est donc intéressante pour comprendrediitapce relative de ces interactions.
lI. Introduction a la microscopie a effet tunnel

Les microscopies a champ proche se sont récemargeinhent développées, en particulier la
microscopie a effet tunnel (STM) qui est devenue des techniques principales dans I'étude
et la caractérisation de monocouches auto-assesnbléedes substrats conducteurs. Si la
premiére observation de I'effet tunnel date de 19&®remier microscope a effet tunnel n'a
été mis au point qu’en 1982 par Gerd Binnig et HeimRohrer [40-42] qui recevront le prix
Nobel de physique en 1986 pour leurs travaux. &a torte dépendance du courant tunnel
avec la distance pointe-échantillon permet d’olstdas images dans I'espace direct avec une
résolution atomique. Les principes de fonctionnemiBan microscope a effet tunnel sont
présentés succinctement dans ce paragraphe.

I.1. Principe de I'effet tunnel

Considérons un électron d’énergie E se déplacardadehe a droite et se heurtant a une
barriéere de potentiel U (avec U>E), de largeur @gyfe 11). En mécanique classique,
I'électron ne peut franchir la barriere et seraaabsorbé ou rétrodiffusé. En mécanique
guantique, I'électron est considéré comme une on8a. fonction d'onde décroit

exponentiellement avec la distance parcourue. Asida distance d est suffisamment faible
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(de I'ordre du nanometre), la probabilité de passdg I'électron a travers la barriére devient

non nulle.

A"
.'ll \
|\ - - -
| £\ J Y ; \
Y > /
LY L'~J ,
>
Z

d

Figure 11.Représentation simplifiée de I'effet tunnel dansnadéle unidimensionnel.

La probabilité de passage de I'électron a travetslriére est alors exprimée comme :
J2mU - E
Q1o exp(—2+d)
avec m la masse de I'électron, E son énergie,distance parcourue et U le potentiel de la
barriere.
Cette expression refléte la dépendance exponentialcourant tunnel avec la largeur d de la
barriére de potentiel. C’est cette caractéristiegsentielle qui permet le développement d’'une

microscopie a sonde locale basée sur I'effet tunnel
1.2. La microscopie a effet tunnel et le modele de TerBaet Hamann.

La configuration généralement utilisée dans la asicopie a effet tunnel correspond a une
jonction pointe métalligue — isolant (air, videguide...) — surface métallique polarisée.
Lorsqu’on applique une faible tension entre lesxdélectrodes keV| <<®, ou ® est la

hauteur moyenne de la barriere), on peut alorsidéres que la barriere adopte une forme
trapézoidale (Figure 12). La différence de potéafipliquée permet alors de faire circuler le

courant dans le sens choisi.
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Substrat Pointe

A
Y

Figure 12.Modéle d’'une jonction de microscope a effet tunblgle tension V est appliquée entre les
deux électrodes (pointe et échantillon).

L’équation (1) donnée précédemment provient d’ul@h® simple ne faisant intervenir que la
géométrie de l'interface et la largeur de la baeride potentiel. Le modeéele de Tersoff et
Hamann [43, 44] donne une expression plus fineawant tunnel en prenant en compte les
propriétés électroniques des deux électrodes. ragpest modélisée par une sphére de rayon

R, centrée er, située a une distance d d’un plan infini (Figli83. Le travail de sorti® de

la pointe est pris égal a celui de la surface. Auee tension de polarisation faible
(| eV | <<®), une barriére épaissedc>1) et une agitation thermique négligeable (KEs¥k
le courant tunnel peut s’écrire :

32ir°h’e’

@It = m)? Vi R? D, (Er)p(fy, E- ) exp-24R)

Avec
— e etm, lacharge et la masse de I'électron
— Vlatension appliquée a la pointe STM
— Dy la densité locale d’états électroniques de latpan’énergie de Fermi {e

- p(r,,E:) la densité locale d'états électroniques de la sarfa pointr, (au niveau de

la pointe) et a I'énergie de Fermi. Ce terme egpertionnel aexp(2«(R+d))

v 2md

h

j— K:
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A travers le term@(r,, E. ,)on retrouve la dépendance exponentielle du cotwanel avec

la distance pointe-surface. On peut également mpterle courant tunnel varie linéairement
avec la tension appliquée entre la pointe et ltasar

De maniére plus intéressante, cette expression cempte de la dépendance du courant
tunnel avec les densités locales d'états électumsigle la pointe et de la surface. Ainsi, les
images STM ne doivent pas étre interprétées comese représentations directes de la
topographie de I'échantillon mais comme des imatgeda répartition spatiale des densités
locales électroniques de la surface couplées asceéd la pointe.

Enfin, la résolution latérale des images est lida forme de la pointe utilisée. L'obtention

d’une résolution intramoléculaire nécessite I'stition de pointes aussi fines que possible.

r/ l;}: \}
VmétaII%/////////////%

Figure 13 Modeéle de Tersoff et Hamann. D’apres [44].

1.3. Fonctionnement du STM

Comme expliqué précédemment, la microscopie a tffetel consiste a sonder une surface
grace a un courant tunnel appliqué entre cettecairét le bout d’'une pointe effilée. Seules
les surfaces conductrices ou semi-conductricesqeétre imagées. Ainsi, pour observer des
monocouches moléculaires, trés peu conductricdlesed sont déposées sur un substrat
conducteur. On image alors les densités électresiqlu substrat modulées par celles des

molécules adsorbées.
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Le balayage de la surface conduit a enregistrevdeations de l'intensité du courant tunnel,

lies a la distribution spatiale et énergétiqueatemes. Toute la difficulté de mise en ceuvre
de cette technique réside alors dans la mesuréaildss intensités de courant (inférieures a
50nA) et dans la précision de déplacement de lat@oiCe dernier est assuré par des
céramiques piézoélectriques. Le schéma de fonament d’'un microscope a effet tunnel et

une photographie du dispositif expérimental utiieét représentés en Figure 14.

Céramiques Vers |' électronique

pidzoélectriques

Boucle de régulation

Fils connecteurs Moteur

Tubes Téte STM

piézo-électriques

Points de fixation Points de fixation

Porte-échantillon ;

Tratement des
données

Figure 14. Gauche : schéma de principe de fonctionnement fienoscope a effet tunnel. Droite :
dispositif expérimental (STM et porte échantillai) STM a linterface liquide-solide.

Le microscope a effet tunnel peut fonctionner sdksrdeux modes de balayage ‘hauteur
constante’ ou ‘courant constant’ (Figure 15) queushallons décrire brievement ici.

Cependant seul ce dernier a été utilisé au coucsettie thése.

Pointe STM

Echantilion

Mode « hauteur constante»
Mode « courant constant »

....................

Figure 15. Les modes de fonctionnement d’'un STM.
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Dans le mode « hauteur constante », la distantz pl@nte a I'échantillon est imposée. C’est
alors la valeur du courant tunnel qui reflete lpographie de la surface. Ce mode de
fonctionnement nécessite des surfaces atomiqueplanés. En effet sur une surface trop
rugueuse, la pointe ne pourrait pas éviter lesaokest (reliefs ou impuretés), ce qui
entrainerait sa dégradation et une perte de résolut

En mode «courant constant », la boucle de régulatnpose une valeur de consigne,
asservissant ainsi la pointe en hauteur. Cellstciéajustée en chaque point de mesure grace
a la boucle de rétroaction. Le déplacement vertieala pointe est assuré par I'action de la
boucle sur la tension appliquée aux piézoélectag@Eest donc ici la tension, reliée a la
hauteur, qui fournit les informations sur la sturetde la surface. Il est important de bien
ajuster les parametres de la boucle de régulatomrhandes intégrale et proportionnelle)

afin d’éviter des régimes transitoires oscillarasiyant entrainer des dégradations des images.

11.4. STM a l'interface liquide/solide.

La microscopie a effet tunnel a initialement étead@ppée en conditions d’ultra-vide (UHV,
ultra high vacuum). Les enceintes a ultra-vide mtremt d’atteindre des pressions de l'ordre
de 10™ bar, et de saffranchir ainsi des impuretés déri@sphére environnante (ce qui
s’avere important dans I'étude de surfaces ordeméétalliques ou semi-conductrices tres
réactives). Ces techniques UHV sont néanmoinsatéica mettre en ceuvre. Une alternative
intéressante réside dans [l'utilisation d'une irstegf liquide/solide dans des conditions
ambiantes [37, 45, 46].

1.4.1. Dispositif

Dans une expérience STM a l'interface liquide/smlid pointe est immergée dans un liquide
isolant qui recrée les conditions de I'effet tuneebalaye la surface en conditions ambiantes.
Les ‘especes’ a observer sont solubilisées dangyantte de solvant qui est déposée sur le
substrat (Figure 16). Si une partie des molécudsterbien sdr en solution, celles-ci peuvent

aussi former une monocouche organisée sur le stibstr
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y Milieu tunnel
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Graphite HOPG Molécules cibles

Figure 16. Représentation schématique d'une expérience STiMt@rface liquide/solide.

Cette technique présente de nombreux avantages :

- Une mise en ceuvre expérimentale tres simplifiée.

- Des conditions particulierement adaptées a I'étddemolécules organiques, plus
‘naturelles’ que les conditions UHV. Ceci est damit plus pertinent pour les
molécules d’origine biologique.

- Une observatiom situ.

- La possibilité de mesures dynamiques sur la foonaie monocouches organisées et

les interactions entre le liquide et la surface.

Cependant elle présente aussi quelques restrictlagss résolutions que I'on peut obtenir
restent encore inférieures a celles atteignablegtev. De plus, le solvant peut influencer
'auto-assemblage des molécules étudiées et sesaxdmat ce qui rend les images parfois
difficiles a interpréter.

11.4.2. Liguides adaptés.

Le solvant utilisé a un réle fondamental dans l&nignce STM. Il agit comme isolant tunnel
entre la pointe et I'échantillon. Il protége lafsice des composants atmosphériques (oxygene,
eau, dioxyde de carbone...). Il sert de vecteur apotdéles molécules qui y sont
préalablement solubilisées, et qui peuvent ainusir librement jusqu'a la surface. Ses
caractéristiques physiques et chimiques doivent datisfaire un certain nombre de critéres :

- Il doit étre apolaire, tres peu polarisable et émebon diélectrique afin d’éviter toute

conduction ionique entre la pointe et I'échantillon
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- Il doit étre faiblement volatil (haute températude vaporisation) pour assurer un
temps de manipulation correct.

- Sa viscosité doit étre relativement élevée afivitéé que la solution ne recouvre tout
le porte-échantillon pendant le temps de I'expé&gen

- Il doit étre inerte chimiquement et non toxique.

Un solvant répondant a 'ensemble de ces criterdargement utilisé en STM a l'interface
liquide/solide est le n-tétradécangldso. Les études STM présentées dans cette theseéont ét
systématiqguement réalisées dans ce solvant. Atteensent, un deuxieme solvant a été

utilisé, le phényloctane. Les caractéristiguesafesolvants sont résumées Tableau 1.

Solvant Température Densité (g/mL) Viscosité a 20°C (cp)
d’ébullition (°C)
n-tétradécane Hso 253 0.762 2.18
Phényl octane 261 0.858 2.60

Tableau 1 Caractéristiques physiques des solvants utilisésIps études STM.

11.4.3. Substrats utilisés

Les substrats utilisés en STM doivent répondrertaios criteres et doivent étre :

- de bons conducteurs

- inertes chimiqguement a l'air (et en particulier norydables) pour éviter toute

modification de surface (non liée aux moléculesanrgues introduites)

- atomiguement plans sur des surfaces importantes.
Deux substrats adéquats sont largement utiliséSTén, I'or Au(111) (face cristalline (111)
du réseau de l'or, face dense ou les atomes stwdbeuivant un arrangement 2D hexagonal
compact) et le graphite HOPG (Highly Oriented PiimlGraphite). Seul ce dernier sera
utilisé dans les travaux présentés dans cette.these
Le graphite, forme thermodynamiquement stable dboree, est constitué d’empilements de
feuillets plans de carbone, nommeés graphénes @iix. Au sein d’'un feuillet, les atomes de
carbone présentent un arrangement hexagonal. tandes séparant deux atomes voisins est
de 1.42A. La maille du graphite tridimensionnel @stsymétrie hexagonale, les feuillets étant
liés par liaisons de type Van der Waals et distaatScalement de 3.35A. lls s’empilent selon
un mode ABA, les atomes de la couche B étant degaérapport a ceux de la couche A, de

sorte que le centre de chaque hexagone de A est ait dessus d'un atome de B. A la
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surface, les atomes de carbone ne sont donc pasétpuvalents. On distingue ainsi les
atomes de type, situés a la verticale d'un atome de carbone delghe B, et les atomes de
typep situés a la verticale du centre d’'un hexagonaa®liche B. Le parametre de maille du
réseau hexagonal du graphéne vaut ainsi 2.46A ¢ itj). La densité électronique locale au

niveau des atomes de typest plus importante que celle des atomes dedtype

a b
A oL
w
o
™

B
<L
[lp]
[4p]
™

A

Q@ Atomesa
O Atomes
«sxs Couche inférieure

Figure 17. Le graphite. Gauche : structure cristallographigugimensionnelle. Droite : Vue de
dessus de deux feuillets superposés.

Une image STM typique de la surface du graphitepeistentée en Figure 18. On y voit un
réseau hexagonal de paramétre de maille 2.46A, duaque point représente un atome.
Comme précisé précédemment et dans le cadre tiédad de Tersoff et Hamann, le STM
est une mesure de la densité locale d'états aawnie Fermi et non une mesure directe de la
topographie. Il est ainsi moins sensible aux atodeesypeo, pour lesquels la densité d'état
est plus faible, qu’aux atomes de typpl7]. Un atome de carbone sur deux est donc ireagé
visible comme un point brillant.

L’exemple du graphite refléte bien la différencérerune image topographique (qui ne ferait
pas de distinction entre les atomes de typesp) et 'image STM obtenue. Il faut donc bien
garder a I'esprit I'influence des paramétres étettjues dans les interprétations des images

obtenues.
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Figure 18.Image STM typique d’'une surface de graphite HOR@lssles atome sont visibles, 3.8
x 3.8 nnf, V=0.204V, I=109pA.

Les feuillets de graphite étant faiblement liésdas aux autres, ils constituent des plans de
clivage et sont facilement dissociables. Une serfaopre et atomiquement plane formée de
terrasses de tailles caractéristiques de l'ordrépda est ainsi obtenue facilement par clivage

(voir partie expérimentale).

1.4.4. Exploitation des images.

L'interprétation des images STM est délicate esamides multiples paramétres physiques
intervenant dans l'expression du courant tunnelnsii de nombreux artefact peuvent
intervenir lors de I'observation et fausser legiiptétations. En voici quelques exemples :

- les artefacts de bruit (mécanique ou électronique)

- la‘nonidéalité’ de la pointe (pointes multiplds.§

- la dérive thermique

- le phénomene de ‘moiré’ (superposition de deuxa@s@eriodiques en léger décalage

angulaire conduisant pour le graphite a I'obseoratie superstructures hexagonales).

Il s’agira donc d'étre prudent dans les interpiétet et de systématiquement s’assurer lors

des observations que les images enregistrées npaoperturbées par I'un de ces artefacts.
lll. Auto-assemblages de molécules de symétrie ternaire.

Comme précisé dans lintroduction générale, nougsniatéressons dans cette thése aux
propriétés d’auto-assemblages bi-dimensionnelsélwés de triazatrinaphthyléenes (TrisK)

(Introduction générale, 8lll p.9). Ces moléculesgemlent un coeur aromatique étendu et sont
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de symeétrie ternaire & Nous nous focaliserons donc dans cette introoiiciur les
molécules a coeur aromatique de symétrie ternags.Mblécules étant connues pour leurs
propriétés de cristaux liquides discotiques, nararoencerons ici par une breve description
des ces molécules en tant que mésogenes (moléaulesomportement cristal liquide)
discotiques. Un état de l'art des études nanonmuesiqd’auto-assemblages sur surfaces

métalliques de ces molécules planes de symétriaitersera ensuite présenté.

l.1. Cristaux liquides discotiques de symétrie ternaire.

.1.1. Cristaux liguides discotigues : ordre.

La découverte de I'état cristal liquide est attébwa F. Reinitzer en 1888. La forme linéaire en
baguette pour les molécules mésogenes a été coresidémme un principe général [48]
jusqu’en 1977, date a laquelle S. Chandrasekhae®tcollaborateurs démontrent que des
assemblages de molécules en forme de disque (i@&sksu discotiques) peuvent également
former des mésophases thermotropiques [49]. Sictegaux liquides font déja partie
intégrante de notre vie quotidienne, notamment desmaffichages numériques, les cristaux
liquides discotiqgues sont d’excellents candidats tent que nouveaux composants en
électronique moléculaire - cellules photovoltaiqy®8, 51], diodes organiques (OLED),
transistors a effet de champs (OFET) [52] etcacgra leurs phases colonnaires [53].

Les cristaux liquides forment des mésophases, atatgropriétés physiques intermédiaires
entre celles des liquides isotropes et des solidistallins. Ces mésophases possedent un
ordre de position et d’orientation a longue distanis le désordre liquide subsiste au moins
dans une direction spatiale, caractéristique agime de I'anisotropie des propriétés des
cristaux liquides. Il existe trois grandes famillessmésophases :

- les smectiques : elles présentent un ordre deigogians une direction et un ordre
liqguide dans les deux autres. Ces phases sont dams les cristaux liquides
discotiques.

- Les nématiques : elles ne possédent pas d’ordmosiion des molécules a longue
distance mais un ordre d’orientation (Figure 19).

- Les colonnaires : ce sont des phases fluides @masidlles les molécules s’empilent
pour former des réseaux bidimensionnels de coloriléss possedent donc un ordre
de position dans deux directions et un ordre liguddns la troisieme. Selon la nature

de la maille, on en distingue trois types : hexadgrectangulaire ou oblique.
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Figure 19. Représentation schématique de mésophases forméegparistaux liquides discotiques.
Gauche : mésogéne discotique, milieu : a) phaseatigue discotique (}), b) phase nématique
colonnaire (N), droite c): phase colonnaire hexagonale (Col

.1.2. Mésogenes discotiques

Les cristaux liquides discotiques sont généralernenstitués d’'un caeur aromatique rigide et

plan, entouré de chaines périphériques flexibles existe aujourd’hui plus de 3000 dérivant

de plus de 50 cceurs différents. Des revues récedems/ent les structures et les propriétés
des familles les plus étudiées [54, 55]. Nous mesgmterons ici que brievement les grandes
familles de mésogénes discotiques plans de symétriaire.

.1.2.1. Dérivés de benzeéne.

Quelgues exemples sont représentés sur la Figui@a2® ce paragraphe et les suivants, sauf
précision contraire, les substituants R sont d@esnent des éthers ou des thioéthers
aliphatiques de longueur de chaine variable. Landgs classes de dérivés benzéniques sont
les hexa-alcyne-benzenes [56] (Figure 20a), ldbéstbides [54, 57] (Figure 20b) et les
dérivés d'acide trimésique [58] (Figure 20c) ou pldoroglucinol. Ainsi, un dérivé de
phloroglucinol développé dans le groupe de M. Leaimmarésente une phase colonnaire

hexagonale a température ambiante [59].
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Figure 20 a) dérivés d’alkynylbenzene, b) exemple de stiliid®oc) dérivés d'acide trimésique (R=
-OCHzn+1 0U -SGHzp11).

1.1.2.2. Hydrocarbures poly-aromatiques.

Cette catégorie de composés comporte les cristquidés colonnaires les plus étudiés, les
triphénylenes (Figure 21a). Leurs dérivés hexaxliqubstitués forment des mésophases
colonnaires. Les triphénylenes sont chimiquemeatilas et facilement accessibles, et leurs
mésophases posseédent des propriétés électroniéesssantes. Leurs propriétés chimiques
et mésomorphigues sont détaillées dans des reguestes [60, 61]. D’autres composés ont
été decrits tels que les tris(triphényleneyleneyufe 21b) ou les dérivés tri-substitués de
décacyclene [62] (Figure 21c). On peut enfin diésrhexaperi-hexabenzocoronénes (HBC,
Figure 21d) [63] intensément étudiés notamment f@us propriétés de transport de charges,
dont les dérivés hexa-alkyl-substitués (RsH3s) présentent une phase colonnaire sur une
gamme de température tres large de 339°C [64].
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Figure 21. a) dérivés de triphénylénes, b) tris(triphénylearg), c) dérivé de décacycléne, d)
dérivés de HBC (R= -Ol,n+1 0U -SGH2p41).

1.1.2.3. Hétérocycles aromatiques.

La plupart des molécules décrites pour leurs pétgsi de cristaux liquides sont riches en
électrons et présentent donc des propriétés deuctewds de type p (voir paragraphe suivant).
Des mésogenes discotiques hétéro-aromatiqueseatéficdn électrons ont par conséquent été
développés pour pallier le manque de matériauxniggas de type n [65]. Des dérivés de
triazines ont ainsi été développés. Ceux-ci présgnine phase colonnaire hexagonale dans
une gamme de température comprise entre 36 et 1#j@re 22a, [66]).

L’'extension des triazines a conduit récemment ateld@pement des tricycloquinazolines
(Figure 22b) dont les dérivés portant des substitualkoxy a trois et cing carbones
présentent des phases colonnaires hexagonales [62].

La substitution et/ou I'extension du cceur triphém@d a donné naissance aux
azatriphénylénes, et en particulier aux hexaazairniplenes (HAT) (Figure 22c) ainsi qu’a la
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famille des hexaazatrinaphthylénes (HATNA) (Fig@gsl). Dans le cas des HAT, les dérivés
alkyles ne forment pas de phases cristal liquideason de la répulsion de Coulomb entre les
charges partielles négatives portées par les adotes le cas des hexacarboxamido-HAT, en
revanche, I'ordre colonnaire est fortement renfquaé les liaisons hydrogene amides entre
molécules voisines au sein des colonnes [67]. Eesés HATNA, étudiés par les groupes de
Y. Geerts [68, 69] et de H. Hsu [70, 71], se cortgrdrcomme des mésogenes discotiques
déficients et présentent des mésophases colonmantsigulaires et hexagonales. Dans les
mésophases colonnaires formées par les dérivégthbis des HATNA, la répulsion
électrostatique due aux charges partielles négaties azotes intracycliques est compensée
par untestacking plus efficace du coeur aromatique éte@es. dérivés ont aussi été étudiés

pour leurs propriétés de transport de charges/[3R,

R R
R R R
R | NS R N
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R N
R R R
R R
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Figure 22. a) dérivés de triazine, b) dérivés de tricyclogmoimes, c)
hexacarboxamidohexaazatriphényléne (HAT) d) fandke hexaazatrinaphthylenes (HATNA) (R= -
OGHzn+10uU -SGHan+1, R'=-CHans).
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.1.3. Propriétés de transport des cristaux liquides tigges de

symeétrie ternaire.

L’empilement des molécules discotiques en colomves une distance entre cceurs d’environ
3.5A a pour conséquence un possible recouvremendriétalesrtt- ¢, ce qui induirait une
bande de conduction pour le transport de chargea $axe de la colonne (Figure 23). Les
phases colonnaires peuvent étre ainsi considérémame des semi-conducteurs

unidirectionnels selon cet axe [54].

[
T

LUMD

HCHAO

Il

= B

Figure 23.Formation de bande électronique par recouvremehttatires dans une colonne.

Le transport dans les triphénylénes (dont les dériiexa-alkoxy possedent une forte
photoconductivité), les séries HAT et HATNA est posé selon un mécanisme de ‘hopping’
dans lequel les charges restent en un site avesduder dans un autre. La largeur de la bande
peut atteindre 1.1eV, proche de celle du grapHit®-1.4eV), et le large recouvrement
orbitalaire est reflété par de fortes mobilitéstdmsport de charges (0.2-1.38fi1s?) dans

les mésophases cristal liquide. Les mésophaseséésrnpar les dérivés HATNA sont
caractérisées par un ordre faible au sein des gefonil en résulte néanmoins des mobilités
comprises entre 0.02 et 0.2 dls?, faisant de ces composés de bons transporteurs
d’électrons [74, 75].

S’ils ne sont encore que rarement utilisés dansdagsositifs et si leurs propriétés restent
encore a optimiser, les cristaux liquides disc@&gaonstituent ainsi une nouvelle génération

de semi-conducteurs organiques [53].
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1.2. Monocouches de molécules discotiques de symétrienaire.

Dans les dispositifs d’applications, les mésophased déposées sur des surfaces solides
servant d’électrodes. Les interactions a I'intezfaatre le support et les molécules jouent sans
doute un rdéle primordial dans les propriétés glebatiu dispositif. L’étude de Il'auto-
organisation de monocouches de mésogénes revéudantérét particulier. Une trés grande
majorité des molécules présentées précédemmengténttudiées pour leurs propriétés
d’auto-assemblages par microscopie en champ prolhes allons ici résumer les résultats de

ces études.

n.2.1. Dérivés de benzéne.

Les auto-assemblages sur graphite de stilbénofdestéd étudiés. La monocouche formée par
un dérivé portant neuf chaines e, @résente une transition entre une phase hexaganale
16°C (Figure 24A gauche) et une phase oblique dsitfeplus élevée aprés un chauffage a
65°C (Figure 24A droite) [76]. On voit donc app&eiici un premier parametre influencant

les propriétés d’auto-organisation. Le tristilbgmetant cette fois six chaines dodécyles forme
un réseau en nid d’'abeille sur HOPG [77]. Celuixaité utilisé comme matrice capable de
piéger sélectivement des petites molécules pardepg de F. Charra (Figure 24 , B et C)

[78].
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Figure 24. A) Images STM d'une monocouche auto-assemblée ig@lbiEne (R=-OGHy) sur
HOPG 24.0 x 24.0 nmV=0.691V, 1=0.932nA, gauche & 16°C droite & 6%i@ de [76]) B) Modéle
correspondant a lI'image STM C) d’'une monocouch@-assemblée d’'un dérivé de tristilbéne sur
HOPG a V=-1.0V, |=4.6nA (tiré de [78]).

Plusieurs études ont porté sur la formation de roounches d’acide trimésitique (TMA,
acide-1,3,5-tribenzoique). Sur Cu(100) et Ag(1HEs réseaux nids d'abeille sont formés a
basse température. En conditions fortement acide§MA forme des réseaux 2D sur
Au(111), qui peuvent étre transformés en d’autrbasps en changeant le potentiel de
I'électrode [79]. Une variation de la longueur absiines portées par des TMA plus étendus
entraine une transition d’'un réseau hexagonal l@seau en colonnes (lamelles) sur Ag(111)
dans HCIQ [80]. Enfin I'acide triyl-tribenzénoique (BTA) psénte, sur Au(111) et sous vide,
des transitions de phases nid d'abeille a hexagodehse avec l'augmentation de la

température. Elles sont expliquées par la déprtitomauccessive des fonctions acides [81].

11.2.2. Hydrocarbures aromatiques.

L’'auto-assemblage des hexaalkoxy triphénylénesu(Ei@la) a été décrit en fonction de la
longueur des chaines latérales. Sur le graphigeéié montré que le mode d’assemblage des
chaines alkyles détermine la géométrie de lausermblage formé [82]. Une étude

systématique pour des longueurs de chaines impgixgde qu’une transition structurelle
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chirale a lieu lorsque la forme triangulaire desléuoles est accentuée en augmentant la
longueur de chaine. Au-dela d’'une longueur de membones, les molécules adoptent une
configuration chirale [83]. Une étude sur Au(11lIpantré que pour une chaine constituée de
onze carbones, les triphénylénes s’apparient pmundr des doubles rangées, différant de la
structure hexagonale observée sur HOPG (Figurea$84, 85]. Pour des longueurs de
chaine paires, plusieurs arrangements existentoet pne chaine de quatorze carbones,
I'alignement des chaines alkyles conduit a la fdiomede diméres moléculaires [86].
Le triphényléne étendu - triphényleneylene (Figadb) - forme également un réseau
hexagonal a I'interface trichlorobenzene/HOPG [87].
L’étude des décacyclénes (Figure 21c) a l'intertabeéne/graphite montre ici aussi que pour
des longueurs de chaines supérieures a quatorbenest les molécules ont tendance a
s’auto-assembler en dimeres. L'ensemble de ceggimdntre 'importance de I'influence de
la longueur des chaines alkyles sur la symétriemd@®couches auto-organisées [88].
L’'auto-assemblage de HBC substitués par des chaikgkes (Figure 21d) étudié par STM
suscite un fort intérét. Ces molécules forment hesmocouches organisées sur HOPG en
solution [63]. Sur une couche depentacontane adsorbée sur graphite, des observat®
'adsorption des HBC-C12 a l'interface n-tétrademanbstrat montrent des transitions de
phases et la formation de trois arrangemen(Bigure 25, b)p (dimeéres) et (rangées). Ce
polymorphisme 2D est di aux interactions faiblesecles molécules de HBC et la surface de
graphite modifiée par le ‘template’ d’alcanes [8Bhfin, des dérivés triangulaires de HBC
forment des réseaux en nids d’abeille a I'interfatshlorobenzéne/HOPG [90]. Cette étude

constitue la premiére observation de ce type deatésavec les molécules hydrocarbonées

polyaromatiques (PAH).
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Figure 25. Images STM a) d'un triphénylene (R=-QB,s) sur Au(111) (tiré de [84]) et b) de
I'arrangementt sur HOPG d’'un HBC (R=-GH,s) (tiré de [89]).
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1.2.3. Hétérocycles aromatiques.

Les études relatives aux auto-assemblages bidiorareds d’hétérocycles aromatiques de
symétrie ternaire revétent un intérét particulieuplinterprétation des images obtenues des
monocouches formées par les molécules dévelopéssce travail de these, les TrisKs.

Les hétérocycles aromatiques peu étendus ont étéctep étudieés par STM: pyridine,
pyrazine, triazine, phénantroline, bipyridine epigidine. Pinheiro et al [91] ont montré que
la présence d’azotes influence drastiquement lgtsire des auto-assemblages. La terpyridine
adopte ainsi une géométrie ‘edge-on’ (sur la trahpckur Au(lll), stabilisée par les
interactions detstacking entre molécules et par la forte intecactizote-or. La pyrazine peut
s’adsorber sur une surface d’Au(111) a plat ouic@ement. Sur Cu(111), il a été montré que
la pyrazine, la pyridine et la triazine s’adsorbanglat formant des réseaux hexagonaux [92].
Ici la présence d’azotes détermine les positiotetives molécule/substrat. Sur le graphite
HOPG, des dérivés terpyridine a longues chainesefblent en lamelles (doubles rangées)
formant des domaines organisés chiraux. Il n’estfpa état d’une influence quelconque des
atomes d’azote sur l'auto-assemblage [93].

Trés peu d'études par STM d’hétérocycles aromasigitendus ont été réalisées. Un dérivé
hexaalkylcarboxamidohexaazatriphénylene (hexaamidl&T, Figure 26) forme une
monocouche ordonnée a l'interface tétradécane/H@BS&molécules s’assemblent a plat sur
le substrat, formant des rangées de diméres aallglas. Les niveaux électroniques localisés

sur les fonctions amides contribuent significatiestrau courant tunnel [94].

o OJV\NHR'
R'HN)J\l =N NHR'
N\)\\\/N%/%

I /J\fo

Figure 26.Image STM d'un dérivé de HAT a l'interface tétradée/HOPG, V=0.45V, I=50pA (tiré
de [94]).
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A ce jour, la structure de monocouche auto-assesrd#edérivés HATNA n’a pas encore été
décrite. Comme précisé précédemment, ces compaosésgprincipalement caractérisés dans
leurs propriétés de mésogenes discotiques déficemeélectrons présentant un fort potentiel

pour I'électronique moléculaire.

[1.2.4. Autres exemples : Dehydrobenzo[12]annulene ([12ADBet
Dehydrobenzo[18]annulene ([18]-DBA).

Ces macrocycles triangulaires représentés suglaé-27 ont été étudiés par le groupe de S.
De Feyter et F. C. De Schryver.

Figure 27. Structures chimiques des a) Dehydrobenzo[12]aneulen([12]-DBA) et b)
Dehydrobenzo[18]annulene ([18]-DBA). R=-Q{ 1.

Dans le cas des molécules [12]-DBA a l'interfadehiorobenzene/HOPG, la symétrie du
coeur aromatique et la localisation des chainebatigues déterminent la structure du réseau
bidimensionnel formé dans lequel ces chaines somthewétrées (interdigitées).
L’augmentation de la longueur des chaines de déeize carbones entraine une transition
d’'un réseau en nid d'abeille a des réseaux lingaat&ibuée a des interactions molécule-
substrat plus fortes [95]. Le solvant et la conaditn sont également des parameétres
influencant drastiquement la structure des réséaumés [96]. A l'interface trichlorobenzene
ou tétradécane /HOPG, les molécules [18]-DBA forimeox des monocouches auto-
organisées linéaires ou en dimeres. Par comparaismles résultats obtenus dans le cas des
[12]-DBA ou des triphénylénes, les auteurs déduigeme la largeur du cceur aromatique des
[18]-DBA n’est pas favorable a I'enchevétrement dbeaines aliphatiques pour la formation

de réseaux bidimensionnels organisés [97].
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Comme nous l'avons vu dans ces quelques exempéegiothbreux parametres peuvent

influencer fortement les propriétés d'auto-assegdsa de molécules discotiques: la

température, le nombre et la longueur des chailkgkes etc. De plus peu d'études ont été

effectuées sur l'auto-organisation sur surfaces diotiques étendus comportant des

hétéroatomes. A travers les molécules étudiées datravail de thése, nous essaierons donc
de dégager des relations entre la structure chienitps molécules et celle des monocouches
formées sur graphite HOPG.
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Chapitre 1: Triazatrinaphthylenes (TrisKs):

structure et synthese

Comme nous l'avons vu précédemment, les moléculesaiques planes étendues sont
intensément étudiées dans le domaine des matépiaux leurs propriétés potentielles de
cristaux liquides, de composants organiques aetifselectronique moléculaire et d’auto-
assemblage. Il est particulierement important denprendre les phénomeénes gouvernant
'auto-organisation de ces molécules organiquesh alie former des arrangements
supramoléculaires stables de fagon controlée.

Dans ce contexte, nous avons développé une fadalteazatrinaphthylenes ou TrisKs. Dans
ce chapitre, aprés une description détaillée destdlacture chimique des TrisKs, nous
présenterons les travaux antérieurs a cette thdss esultats obtenus avec le premier dérivé
synthétisé de cette famille de molécules. Nousiéms ensuite la synthese des dérivés
étudiés et leurs propriétés d’auto-assemblagegsyphite étudiées par STM a linterface

liquide-solide.
l. Les TrisKs, structure.

Les TrisKs possédent une surface aromatique coégig@iendue composée de sept cycles
aromatiques. Ces molécules comportent un cycledmaze central entouré de trois motifs
guinoline constituant trois branches. Elles sowichirales car, de par la position des azotes
intra-cycliques, elles présentent deux faces éotmies. Ce sont des molécules discotiques
caractérisées par une symetrig; @lles possedent en effet un axe de symétriet@n plan

de symétrie horizontaby. Leur structure générale, la numeérotation utilig@mur leur
nomenclature ainsi que les distances caractéregigans ces molécules sont représentées en

Figure 28.
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Figure 28. Gauche: structure chimique générale des TrisKs ushénotation utilisée pour la
nomenclature. Droite : distances caractéristiqaes dine molécule (angstroms).

Le cceur aromatique des TrisKs peut étre fonctiosdiaNous avons réalisé des substitutions
aux extrémités des branches (substituant®etRR’;) et en positiorpara des azotes intra-

cycliques (substituants;Rcomme nous le verrons au paragraphe 3 de cetahapi

I[I. Travaux antérieurs

Le premier dérivé de la famille des TrisKs, le 28triméthyl-5,11,17-triazatrinaphthyléne
(R1=-CHj3, R’1=Rs=H) 8b a été synthétisé au laboratoire. La synthése dme®wosé a éte
réalisée selon un protocole a quatre étapes basd& N-arylation du 1,3,5-tribromobenzéne
par l'acide 5-méthyl-anthranilique catalysée au lgoibm utilisant le systéeme
Pd(OAC)Y/BINAP [98]. Les études STM de l'auto-assemblageeleomposé sur graphite ont
été réalisées dans le groupe de D. Fichou (CEAagadCe TrisK forme une monocouche
présentant des domaines trés ordonnés s’étendaptusieurs dizaines de nanometres. Les
molécules forment un arrangement hexagonal (FigaQby ou la forme triangulaire du coeur
aromatique est clairement visible. La maille élétaga du réseau a pour paramétres
a=b=1.5nm. De maniére surprenante, un réseau hexiage points de contraste brillant est
visible sur la Figure 29b, chaque point lumineugnétiocalisé a I'extrémité d'une des
branches de la molécule. Ces points de contragtenbrcorrespondent a de forts courants
tunnels. lls ont été interprétés en termes d’asyendes orbitales moléculaires du TriskK au
niveau des groupes méthyles et d’interactions nutdésubstrat par des sites d’adsorption non

équivalents de la molécule sur la surface de grapdg].
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Figure 29. Images STM de la monocouche formée par le 2,8iféthyl-511,17-
triazatrinaphthyléneb enregistrées a l'interface HOPG/n-tétradécane2@a} x 20.2 nrh) U=177
mV, =12 pA, (b) image haute résolution 4.4 x 4.4°nh=177 mV, |=15 pA révélant le réseau
hexagonal de points brillants, (c) possible arramgy# de la molécule sur le graphite.

lll.  Synthése des Triazatrinaphthylénes.

Ces résultats trés encourageants nous ont poussdégetopper cette série pour étudier et
éventuellement mettre en évidence de nouvellesigtép d’auto-assemblage. La prochiralité
de la molécule prototype pouvait laisser attend induction de chiralité dans les domaines.
En prenant le TriskBb comme modéle, nous avons ainsi développé la syattie nouveaux
dérivés en jouant sur les substituaniseRR’;. Ces synthéses sont détaillées en présentant
d’une part les TrisKs tri-substituési(Rarie, R1=H) et d’autre part les TrisKs hexa-substitués
(Ri=R’s#H).

l.1. Synthese des TrisKs trisubstitués (R=H, R; variable)

Plusieurs TrisKs tri-substitués en position Bnt été synthétisés. Nous nous sommes
particulierement intéressés a certaines fonctiosetadns :

- Ri=-H : nous avons obtenu ainsi le TrisK le plus dengonstitué uniquement du coeur
aromatique. Il nous permet d’évaluer I'effet desugrements méthyles.

- Ri=-CHz: le premier dérivé étudié a été resynthétisé am de fonctionnalisations
ultérieures (soumis a une oxydation des méthyles woe bromation).

- Ri=-OGHzn+1(n=1, 3, 10, 12, 16): des chaines alkoxy de longuevariables ont été
introduites de facon a améliorer la solubilité erien organique et les propriétés d’auto-
assemblage.

Le protocole développé pour la synthese des Triest€snspiré de la méthode utilisée pour
préparer le premier dérivé de la familgh, que nous avons optimisée en accord avec les

travaux réalisés sur la synthése des quinacrid@®§qvoir Partie 2, Chapitre 3 8lll). L’étape
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clef de la synthése réside dans la N-arylation @bdtribromobenzene. Initialement réalisée
directement avec le dérivé acide anthraniliquejlisation de la forme ester a montré une
amélioration remarquable en termes de rendemeatsystéme catalytique choisi pour cette
réaction de condensation est Pd(QA®(Bu)s, qui permet la tris-N-arylation attendue avec
d’excellents rendements (Schéma 2).

Il faut donc synthétiser les dérivés ester des eacidnthraniliques requis pour cette
condensation (Schéma 1). L'anthranilate de méttB4eH) est disponible commercialement.
Le 2-amino-5-méthyl benzoate de méthyle est obtenu avec un rendement de 88% par
simple estérification de I'acide correspondant2t@mino-5-méthoxy benzoate de méthite

est obtenu en trois étapes a partir de I'acidet®8-chloro-benzoique [100]. Ce dernier,
chauffé a reflux dans un mélange KOH/méthanol, adnde maniere quasi-quantitative a
'acide 2-nitro-5-méthoxy-benzoigugc qui est estérifié dans le méthanol en présence d'u
exces d'acide sulfurique. Le 2-nitro-5-méthoxy-bmate de méthyle obtenu est enfin réduit
par du dihydrogéne en présence de palladium subahapour conduire au 5-méthoxy-
anthranilate de méthylc voulu avec un rendement global de 84%.

Les 5-alkoxy-anthranilate de méthyle a chaines fdngues sont synthétisés de la maniere
suivante : I'acide 2-nitro-5-chloro-benzoique est\erti quantitativement en acide 2-nitro-5-
hydroxy-benzoique par reflux dans la soude. L'idtrction du groupe alkyle sur cet
intermédiaire (éthérification/estérification) paslbromo-alcanes choisisy(&+1Br, n=3, 10,

12, 16) dans le DMF fournit les dérivéd-g avec de bons rendements compris entre 95 et
100% (Schéma 1). Ces composés sont ensuite sazsodéns un mélange acétone/soude puis
estérifiés en esters méthyliques dans le méthaonal gonduire aux 2-nitro-5-alkoxy-
benzoates de méthyRe-g. Enfin, aprés hydrogénation de ces intermédialessdérivés 2-
amino-5-alkoxy-benzoates de méthgld-g voulus sont obtenus avec des rendements sur cing
étapes compris entre 50 et 73% (Schéma 1 et TaB)e@Jautres stratégies synthétiques plus

convergentes ont été envisagées et sont discutadmale ce paragraphe.
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B;E:%
COOH 88% ~ : :COOCH3
R;=-OCH3
O, O e O
COOH 99% COOH " COOCH; —__ 93% COOCH;
2c 3c 4c
R;=-OR
NO
) G- :
- COOR B COOH
Cl coon %% COOH
1d: 93% 2d: 92%
le: 99% 2e: 80%
1f: 98% 2f: 69%
19: 84% 20: 82%
NOZ NH2 d R C3H7
i /C[ i /C[ e: R=-CyoHa
—0 COOCH; — > 0 COOCH, f: R=-C1,H)s
B R 9: R=-Cy6Hs3
3d: 94% 4d: 92%
3e: 84% 4e: 91%
3f: 96% 4f: 94%
39: 76% 49: 96%

Schéma 1Synthése générale des dérivés 2-amino-benzoatéithglm

Conditions et réactifs: i. KOH, MeOH, reflux, 28his MeOH, H,SO,, reflux, 16hrs, iii. H, Pd/C
30%wt, EtOAc/MeOH 1/1, iv. NaOH, reflux, 72hrs, @H,n.Br 2.1equiv., KCO; 2.3equiv., DMF,
75°C, 24hrs, vi. NaOH 5%, acétone, reflux, 16hrs.

Les réactions d’aminations aryliques du 1,3,5-tmbobenzéne par les esters anthraniliques
4a-g réalisées dans le toluene en présence de carbdeate€sium (cing équivalents) et
catalysées par le systéme acétate de palladiumng6taire), tritert-butyl-phosphine (18%
molaire) fournissent les produits de tri-condemsatiattendus5a-g avec d’excellents
rendements (Schéma 2). Ces triesters sont obtenudgplupart avec une grande pureté par
simple précipitation dans un mélange de solvaneésgaats (acétate d'éthyle/hexane en
différentes proportions, voir partie expérimentalégs derniers sont ensuite saponifiés dans
un mélange acétone/soude au reflux pour conduka@érivés triacides correspondaftsg
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Le passage aux esters pour la réaction de cougatgiaine une nette augmentation des
rendements pour l'obtention des dérivés triacidas m@pport a la méthode employée
précédemment. En effet, les dériGEsg sont ici obtenus a partir des compodasy en deux
étapes avec des rendements compris entre 80 et 39%omposéb est obtenu par cette

meéthode avec un rendement global de 87% contrea34%le protocole précédent.

Rl\@:COOCHS R1\©:COOH
NH NH
R R
NH, 1 1
i il
— HN — HN N
R COOCH; H

N
! H3zCOO0C : COOCH; HOOC COOH
4a-g 5a: 91% 6a: qtt
R 5b: 99% R 6h: qtt
' Bc: 90% ! 6c: qtt
5d: qgtt 6d: 96%
5e: 80% 6e: 80%
5f: 99% 6f: 81%
50: 96% 6g: 99%

a. R]_:H
iV b: R1:CH3
||| v fOr 7d'g C: R1:OCH3
vi for 7a-c d:R;=0C3H,
e: R1:OC10H21
f: R1:OC12H25
g: R1=0CygH33
7a: 80%
b 70% " gb: 33% "
7c: 75% 8c: 19%
7d: 49% 8d: 45%
7e: 84% 8e: 40%
7f: 82% 8f: 29%
79: 34% 89: 53%

Schéma 2Synthése générale des TrisKs trisubstitués.

Conditions et réactifs: i. 1,3,5-tribromobenzeng(@Ac), P(tBuk, CsCO;, toluene, reflux, 72hrs, ii.
NaOH 5%, acétone, reflux, 16hrs, iii. PQQieflux, iv. LiAlH4, THF, reflux, 16hrs, v. Feg€bH,0,
EtOH/H,O 2/1, reflux, 16hrs, vi. Triphenylcarbénium télmafoborate 3.5equiv., AcOH, reflux,
16hrs.

Les cyclisations permettant de former le coeur atigme Trisk et d’aboutir a des dérivés
substitués par des chlores en positipara des azotes (RCI) sont effectuées dans
I'oxychlorure de phosphore P(O)YCCes réactions de cyclisations sont trés dépeesal# la
nature du substituant ;Ret en particulier de son caractere donneur owaciéur. Un

mécanisme pour cette réaction de cyclisation a)Eg@st proposé ci dessous a partir de nos
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observations expérimentales. A partir de nos diffegs tentatives et observations, nous
pouvons proposer deux conclusions générales ptterréaction au P(O)¢l

- Cette réaction procéde en deux temps. La premiape éest assez rapide et conduit
par trois cyclisations (a priori consécutives eh rsimultanées) a la formation d’un
intermédiaire oxygéné que nous appellerons ‘tridace’.

- La seconde étape est la formation du dérivé triéhleoulu a partir de cet
intermédiaire ‘trisacridone’. C'est cette étape @st tres dépendante du pouvoir
donneur du substituant 1R Plus ce substituant a un fort caractere donneur
(OCH2n+1>CH3>H), plus cette étape est lente et limitante. @stia rapprocher de
I’halogénation de phénols. Il est ainsi connu gettecréaction ne fonctionne que sur
des phénols activés [101].

HO HO~ O HO /

Schéma 3Mécanisme proposé pour la réaction de cyclisatioR(#)Ck.
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Ainsi, quand R est un hydrogene6é) ou un groupement méthylék), la réaction est
compléete aprés un reflux de 16 heures et seulddasgés trichlorésa ou 7b sont obtenus.
Dans le cas des dérivés alkoxgc{g Ri=-OC,Hzn+1), un reflux de 72 heures est nécessaire
pour obtenir le méme résultat. De plus, les inteliaiges ‘trisacridone’ seuls sont isolés apres
5 heures de reflux, et des temps de réaction idiaires conduisent a des mélanges
inséparables des différents produits possiblesfifization par spectrométrie de masse). Les
TrisKs trichlorés7a-g sont ainsi obtenus dans des conditions et avecateements trés
variables (Schéma 2 et Tableau 2).

Pour obtenir les TrisKs hydrogénés correspondattsH), les TrisKs7a-g sont tout d’abord
réduits par LIAIH, au reflux du THF. Cette réduction forme des mémnimséparables du
produit attenduB et des dérivés hémi-réduits au niveau des carbengsositionpara des
azotes. Une derniere étape de réoxydation/réarsatiath est donc nécessaire. Plusieurs
méthodes ont été testées sans succes pour amdiaegre de réduction des chlores et
s’affranchir ainsi de I'hémi-réduction et donc dete derniére étape d’oxydation (traitement
au SmyHMPA [99], échange halogéne/métal par du Buli,iteraent par lap-
toluenesulfonylhydrazide).

Deux méthodes de réoxydation ont été employées sesodérivés. Dans le cas des TrisKs
7a, 7b et 7¢, la réaction d’oxydation est effectuée par lehéipylcarbénium tétrafluoroborate
(TrBF4) dans l'acide acétique. Cette solution s’est avénmge alternative trés intéressante au
chlorure ferrique (FeGI6H,0) classiquement utilisé dans le cas des quinaasdgf Partie 2,
Chapitre 3 8lll) et dont le traitement est laboxieAprés traitement par le TrBHes TrisKs

8a, 8b et 8c sont obtenus avec une pureté satisfaisante pkvage intensif a ’heptane qui
élimine les dérivés de trityle formés lors de lactéon. Bien que trés peu solubles dans la
plupart des solvants organiques, les Trisdéset b sont purifiés par chromatographie sur
colonne de gel de silice (avec du dichlorométhamaroe éluant) afin d’améliorer leur degré
de pureté.

En raison de leur bien meilleure solubilité en aabs organiques, I'utilisation du TrBR’est
pas appropriée pour les TrisKs portant des substisuR alkoxy plus longs (Trisk§d-g).

En effet, le lavage a I'heptane ne peut pas étlisauici, empéchant I'élimination des produits
trityles. Par conséquent, les purifications parootatographie sur colonne de gel de silice
sont longues et plus difficiles. L’'oxydation a doété réalisée par un traitement au chlorure
de fer en exces (9 équivalents). lls sont obteneex aun haut degré de pureté aprés
chromatographie sur colonnes de gel de silice aescrendements variables sur ces deux

dernieres étapes.
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Nous avons donc synthétisé par ce protocole quatderivés TrisKs : sept portant des
chlores en substituants, R7a-g) et les sept correspondant portant des hydrogéneasette
position Ba-g). Les rendements pour la synthése globale deaapasés sont résumés dans

le Tableau 2.

alb|c|d|e]|f]|g
Dérivé d’anthranilaté - 188/84|73|60| 61|50
TrisK chlorés7 (R=Cl) 73(61|57(34|22|40]| 16
TrisK hydrogéné8 (R;=Cl) | 17/20|11/16|9 | 11|9
Tableau 2.Rendements finaux (%) obtenus dans la syntheseédiags TrisKs trisubstitués.

Remarques :

- Dans le cas des chaines alkoxy longues{®C,Hzn+1, >10), nous avons envisagé de
réaliser la réaction de couplage au palladium esiekters ‘longs’ et ainsi de s’affranchir des
deux étapes de saponification et de re-estérifinatn ester méthylique dans la préparation
des précurseurd. Prenons le cas de la chaine a douze carbonesoniposélf a été
hydrogéné pour conduire au 2-amino-5-dodécyloxyzbate de dodécyle nodé*. Réalisée a
petite échelle, la trisamination dé* sur le tribromobenzene conduit au triester voule q
nous noteronsf* avec un tres bon rendement de 96% (Schéma 4)nGapk a plus grande
échelle et malgré des temps de réaction tres lomass n’avons jamais atteint la conversion
totale des produits de départ. Cette stratégiena ét¢ abandonnée au profit de celle décrite

plus haut.

C12H25/O\©:COOC12H25

NH C12Has

NO, P NH, /@\ /Q/
C12H25\O/©:COOC12H2594%C12H25\O/©: HN H

COOC12H2s ¢ ,,H,s00C COOC;,Hys

1f 4f* 5f*
O\COOC12H25

Schéma 4 Stratégie initiale envisagée pour la synthése dis&3 trisubstitués a longues chaines.

- La synthése des TrisKs a longues chaines allakg avait initialement été envisagée a
partir du TrisK 8c par clivage des groupements méthoxy puis fonctibsation par les

chaines alkyles par une réaction de Williamson @Mdsunobu par exemple. De nhombreux
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essais de déméthylation ont été effectués sanesu@c les réactifs usuels comme BBr
chlorure de triméthylsilyle/iodure de sodium ou @mrcacide bromhydrique 48% au reflux
(pendant une semaine !) [102]. Le produit rechenmctest obtenu qu’en faible quantité en
meélange avec les deux intermédiaires partiellerdéntéthylés et le produit de dépacttres
largement majoritaire. Les meilleurs résultats ét#t obtenus par réaction avec de l'acide
chlorhydrique 12N et du chlorure de benzyl-tricagimonium en tube scellé a 120°C pendant
une semaine. Dans ces conditions particulieremastiques, le produit de départ a disparu et
le produit recherché est formé mais le produit mom@&hylé reste majoritaire. Cette stratégie
a donc été abandonnée, nous conduisant a utikseprotocoles présentés ci-dessus dans
lesquels les chaines alkyles sont introduites dédelixieme étape de la synthése. Il serait
toutefois intéressant de trouver un groupementeptetir stable dans les conditions de
synthese assez dures employées (successivemermtgémgedtion, conditions basiques, puis
fortement acides, réduction et enfin oxydation) sneglativement aisé a déprotéger. Le

groupement iso-propyloxy pourrait étre un bon cdatlj102, 103].

.2. Synthese des TrisKs hexasubstitués (RR;#H).

Les cristaux liquides portent généralement un nemde substituants alkyles important
typiguement supérieur ou égal a 6. Pour cette maides dérivés de TrisKs portant des
substituants Ret R’} différents d’'un hydrogene ont également été syisthg Ainsi le TrisK
portant six groupements métho&k (R;=R’;=-OCH) a été préparé a partir du 2-amino-4,5-
diméthoxy-benzoate de méthyle commercidd par le protocole décrit au paragraphe
précédent. Il est intéressant de noter que, darmagea réaction de cyclisation n'est jamais
complete méme apres six jours de reflux. Le Trigghtoré minoritaire7h peut cependant
étre facilement isolé du mélange réactionnel. Hat afe dernier est plus soluble dans les
solvants organiques que les dérivés acridonesr@aipitent lors du traitement. Le TrisBh

est finalement obtenu avec un rendement globaf#ib4% sur cing étapes) (Schéma 6).

Le dérivé hexa-substitué portant six chaines a elmazbones a également été synthétise.
L’intérét réside ici dans la synthese du précurs2amino-4,5-didocélyoxy-benzoate de
meéthyle4i (Schéma 10c), la suite de la synthese étant identagx précédentes. La premiere
stratégie employée [104] a consisté a partir divédh. Celui-ci a été acétylé par le chlorure
d’acétyle en présence de pyridine dans le THF pooduire au 2-acétamido-4,5-diméthoxy-
benzoate de méthyle avec un rendement de 96%. igthglation qui constitue I'étape

suivante est ici encore un échec. Un mélange ddugralésiré avec le produit dé-acétylé
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majoritaire est obtenu (Schéma 5a). Dans la secatdgégie appliquée, l'acide 3,4-
dihydroxybenzoique est tris-alkylé quantitativempat le bromododécane (Schéma 5b). La
nitration du 3,4-didodécyloxybenzoate de dodécyidemu conduit exclusivement a un
produit di-nitré. Enfin, la derniére stratégie esagée a permis la synthése du précurseur
désiré 4i : I'acide 2-nitro-4,5-diméthoxy-benzoique commalcest déméthylé par BBr
L'intermédiaire acide 2-nitro-4,5-hydroxy-benzoiquebtenu est tri-alkylé par le
bromododécane sans purification préalable. Le ceéfdd est ainsi synthétisé avec un
rendement sur deux étapes de 25%. La fin de lahégatdu TrisK8i est identigue aux
précédentes : saponification du compdsg puis ré-estérification en ester méthylique et

réduction de la fonction nitro pour fournir le puéseurdi (Schéma 5c).

a 0. 0.
AcCl, py, THF Y BBr3;, DCM Y

_O NH; ocaTtA _O NH ocata HO NH
- o M J T Koo
0 COOMe 0 COOMe HO COOMe
4h

C12H25Br, K,CO3,

HO DME o HNO; 100%, Ac,0 o) NO,
:Q\ S D\ --------- X e :Qi
qtt CqoH CqoH
12725 COOC,Hzs 12725 COOC15Hs

COOH

O NO HO. NO CyoH3sBr, K,CO3, o} NO,
e 2 BBr;, DCM 2 DME CiaHae™
0CaTA
N _ < C12H25\
O COOH HO COOH 25% (2 étapes) O COOC,H5

1i

NaOH 5% 0. NO, O NO, (0] NH,
acétone  CioHag™ :@i MeOH, H2S04 ¢ ,H,s” :@i Ha, PAIC ¢ oH,s” :@i
CqoH 0 CoH CoH
qtt 12M25~ COOH 85% 1225 COOMe qtt 12725 COOMe
2i 3i 4i

Schéma 5Stratégies de synthése du précurdeur

Ce précurseur est condenseé sur le tribromobenietregcide6i est obtenu par saponification

du triester5i ainsi formé. La cyclisation est ici plus efficagae dans le cas précédent en
raison de la bien plus grande solubilité du Trisikhioré formé7i qui est alors obtenu avec

un rendement de 49%. Les deux derniéres étapeédietion, réoxydation fournissent le

TriskK 8i hexa-substitué enigavec un rendement global de 5.2% sur dix étapds(Ba 6).
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:©:COOCH3 :©:COOH
ii

R COOCH;
! ®  HycooC COOCH; HOOC COOH
4h-i 5h: 99% 6h: gtt

5i: 74% 6i: qtt

iii
v for 7i
vi for 7h

7h:30% R;
7i: 49%

Schéma 6Synthése générale des TrisKs hexa-substitués.

Conditions et réactifs: i. 1,3,5-tribromobenzeng(@Ac), P(tBuk, CsCO;, toluene, reflux, 72hrs, ii.
NaOH 5%, acétone, reflux, 16hrs, iii. PQQieflux, iv. LiAlH4, THF, reflux, 16hrs, v. Feg€bH,0,
EtOH/H,O 2/1, reflux, 16hrs, vi. Triphenylcarbénium télmafoborate 3.5equiv., AcOH, reflux,
16hrs.

11.3. Vers I'extension du coeur aromatique Trisk.

Enfin, nous avons voulu étendre le cceur aromat&ueéntroduisant un cycle benzénique
supplémentaire aux extrémités de chaque branches t&a but d’amplifier les effets
électroniques dus a la conjugaison des électmagtsd’augmenter les interactions aromatiques
avec le substrat. Pour cela, nous avons utilisént®mrécurseur le 2-méthoxycarbonyl-3-
amino-naphthalendj préparé par estérification de I'acide carboxyliqoerespondant. Cette
fois-ci, la cyclisation ne fournit que le dérivéstrcridone?j sans trace du composé trichloré
attendu (Schéma 7). Ceci est expliqué par la &iddef solubilité de ce dérivé trisacridong

qui précipite lors de la réaction. Des essais deation de ce composé par du sodium au
reflux du pentanol ne nous ont pas permis de temasynthese de ce dernier dérivé TrisK.
Des efforts sont a fournir pour poursuivre le déppement de cette série de TrisKs étendus.
L’introduction de chaines alkyles sur le noyau amtque devrait permettre de s’affranchir
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des problemes de solubilité, comme cela a été maiains le cas des TrisKs précédents, et de

terminer ces syntheses.

COOCH;
NH, NH,
|
COOH T COOCH3

H;COOC ‘ COOCH3
4j: 86.5% O 5j: 76%

e

HOOC ‘ COOH
O 6j: 99%

Schéma 7Synthése d’'un dérivé TrisK au coeur aromatique étend
Conditions et réactifs: i. MeOH, ,BO,, reflux, 16hrs, ii. 1,3,5-triboromobenzene, PA(OA&)(tBu),
CsCQ0;, toluene, reflux, 72hrs, iii. NaOH 5%, acétondiue 16hrs, iv. POG] reflux, 4 jours.

7j: 35%

V. Structure cristallographique @el

Des cristaux du dérivé 2,8,14-tripropyloxy-5,11tfidzatrinaphthylene3d ont été obtenus
par lente évaporation d’'une solution dans le clitwre. Sa structure cristallographique a été
résolue par diffraction des rayons X (analyse séalia 'lCMMO, Orsay ; les détails des
données cristallographiques sont présentés ereHaxpéerimentale). Celle-ci comprend une
molécule8d et deux molécules de solvant et correspond artauie générale £H33N30s,
2(CHCH). Le TrisK 8d cristallise ici dans le systéme triclinique damgifoupe d’espace P-1.
Deux représentations ORTEP (Oak Ridge Thermal $dlg Plot) de la structure sont
présentées Figure 30.

La déviation maximale de chaque atome de carboneyde benzénique central C(1)-C(6)
par rapport au plan moyen défini par I'ensembleackur aromatique (sans les hydrogéenes) est

de 0.034A (la déviation moyenne étant de 0.02Apubre part, la déviation moyenne d’un
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atome du cceur aromatique (excepté les hydrogeragsjapport a ce plan moyen est de
0.048A. Enfin, ce plan moyen forme un angle diéairec le cycle benzénique central C(1)-
C(6) de 0.81°. Ces mesures confirment donc que déaule de TrisK est plane, sans

distorsion notable.

Figure 30.Représentations ORTEP du Tri€. a) avec numérotation des atomes, b) dans une autr
vue. Les molécules de solvant sont omises pourdaugarte.

La structure cristallographique &e reflete sa symétrie & Les longueurs de liaisons et les
valeurs des angles sont comparables dans lesdireistions principales (le long des trois
branches). Les longueurs des liaisons C-N sont ldagamme 1.327-1.362A ; elles sont donc
plus courtes qu’une liaison simple C-N (1.47A) kisplongues qu’une liaison double C=N
non conjuguée (1.29A). Les liaisons C-C ont unglmur comprise entre 1.361 et 1.474A et
les angles de liaisons sont dans la gamme 117.37123vec une valeur moyenne de 120° ce
qui est en accord avec les grandeurs usuelleséesudans les systemes aromatiques. Toutes

ces données confirment que les molécules TrisKsgaent un large systermalélocalisé.

Etonnamment, la maille cristalline (Figure 31) nentne pas d’empilement des cceurs
aromatiques. Ceci est sans doute di d'une partpgékence des deux molécules de solvant
(CHCly) et d’autre part aux chaines propyles (encombrermsignique). |l est intéressant de

noter la présence d’interactions intermoléculaiesdre les oxygenes et les hydrogenes
aromatiques leur faisant face pour deux moléculEsines téte-béche a une distance de
2.65A, ce qui corrobore les caractéristiques dasdns hydrogénes faibles (Figure 32). Ces

interactions stabilisent la maille du cristal.
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_‘- .\.- *
AR

Figure 32.Liaisons H faibles entre deux molécules voisinassde cristal d8d.
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Chapitre 2 : Formation de monocouches auto-

assemblées par les TrisKs

Afin de caractériser leurs propriétés d’auto-asdage2D, les dérivés de TrisKs synthétisés
ont été étudiés par microscopie a effet tunnel (p@Minterface liquide/solide. Le liquide
vecteur utilisé est len-tétradécane sauf précision contraire, et le sabsst du graphite
HOPG. Notre étude comporte trois parties :
- Nous avons tout d’'abord étudié I'influence de ltaura et de la longueur des chaines
(situées aux extrémités des branches) a travedgtegs trisubstitué8a-g
- Nous avons ensuite analysé l'influence des chlenegosition R du coeur aromatique
sur la géométrie de l'auto-assemblage. Pour celas navons comparé les
arrangements obtenus avec les dérivés chitaégpa ceux formés par les Trisi8a-g
- Enfin, I'étude des dérivés hexa-substitudsi et 8h-i nous a permis d’analyser

'impact du nombre de chaines sur les propriétastd-assemblage de ces composés.
l. Influence de la nature et de la longueur des ckaine

Les dérivés TrisksBa, 8b et 8c (R;=-H, -CH;, -OCH; respectivement, Figure 33) nous
permettent en premier lieu d’étudier l'influence ldenature des substituants en positign R
hydrogéne, méthyle ou méthoxyle. Si le déBleforme un arrangement hexagonal comme
nous l'avons présenté Chap 1 8ll, nous n'avons igmiaservé de monocouche du composé
8a sur graphite. Une faible différence de taille derlolécule comme celle introduite par un
groupement meéthyle a I'extrémité des trois brand®esble donc avoir un effet notable sur

les propriétés d’auto-assemblage de ces composés.

Figure 33. Structure chimique des Trisks, 8b et8c.
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- TrisK substitué par des chaines méth8xy

Aprés dépbt du dérivé triméthoxyRx, les images STM révélent la coexistence de deux
phases hexagonaleset 3, aux cellules unitaires différentes (Figure 342¢s deux phases
sont stables et peuvent étre imagées pendant lauterée de I'expérience (environ 24
heures). Un déplacement aléatoire des frontieree ees deux arrangements est cependant
observé. La phase est un arrangement hexagonal, les zones de ctnteaplus clair étant
attribuées aux coeurs aromatiques des moléculesmaske unitaire, constituée d’une
molécule, a les parameétres suivants : a=b=21.04£49.7+1° (Figure 34b). La phafe
possede une structure hexagonale a deux niveauxré’aiue I'on peut qualifier de
‘supramoléculaire’. Sur I'image STM en Figure 34m distingue des zones toriques de
contraste intense comportant un cceur de contrastdgble. Ces zones circulaires brillantes
sont entourées de six molécules formant un hexad@neaille unitaire de cet arrangement,

définie & partir de cet hexagone de molécules a panameétres a=b=49.0+2460.5+1°.

Figure 34.a) image STM (80.9 x 80.9rfmV,= 0.350V; |= 69pA) des phases coexistantest
formées par le Trisk8c. @) Image haute résolution de la phasél0.7 x 10.7nh V= 0.350V; |=
69pA) B) Image STM de la phage(35.2 x 35.2n) V= 0.350V; |= 69pA). Les cellules unitaires
sont représentées en blanc.

56



Partie 1 - Chapitre 2 : Formation de monocouchetaassemblées par les TrisKs

Pour ces deux phaseset 3, une seule orientation de domaine est visibldesgubstrat. La
complexité des images STM obtenues (en particplier I'arrangemenB) ne nous permet
pas de déterminer avec précision le mode d’arrapgedes molécules dans ces deux phases.
Nous présentons néanmoins un modele pour l'arraegente la phase sur le graphite
(Figure 35b) construit a I'aide des distances né&Esisur les images et de considérations liées
a la géométrie hexagonale de l'arrangement et distsd. Les paramétres de la malille
unitaire obtenus par ce modéle sont en bon acoged ks valeurs mesurées : a=b=21.3A,
y=60°. Sur I'image STM haute résolution de cet agament (Figure 35a), en dehors des
points de contraste clair attribués aux cceurs aiques, on distingue des zones de contraste
moins brillant entre les molécules. Dans le mogetgose, ces zones sont expliquées par la

présence des groupements méthoxy de trois molémdesnes. Celui-ci semble donc

cohérent.

Figure 35. a.Image STM haute résolution de la phasde 8c (10.7 x 10.7nf V= 0.350V; |=
69pA) (gauche)b. modele proposé pour cet arrangement. La celluleaite est représentée en
pointillés orange, I'arrangement hexagonal du gtaptous-jacent est en gris clair. Les zones ggisée
correspondent a des cavités dans le réseau 3D de

L’introduction d’'un atome d’oxygene (remplacemeritird groupement méthyle par un

groupement méthoxyle) suffit donc a changer notabld les propriétés d’auto-assemblage.
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Un arrangement hexagonal est conservé mais avepadasetres de maille plus étendus et

un nouvel arrangement apparait (ph@se

Les autres composés synthétisés, fonctionnalisésdpa chaines alkoxy de longueurs
différentes (un composé aux chaines courtes prapyl@C;H; 8d) au nombre de carbones
impair et trois aux chaines longues décyloxy (:6pfz; 8€), dodécyloxy (-OG:H2s 8f) et
héxadécyloxy (—-OGHss 8g) au nombre de carbones pair) nous ont permis digtu
I'influence de la longueur de la chaine sur leppétés d’auto-assemblage.

- TrisK 8d a chaines alkoxy en C3:

La molécule8d forme une monocouche auto-assemblée immédiatembsetvable par STM,
de larges domaines recouvrant entierement le sl graphite. L'auto-assemblage formé
ici a une structure en nid d’abeille (Figure 368haque sommet des hexagones apparait en
contraste STM clair et peut étre attribué a un caeamatique d&d. De facon inhabituelle,
chaque cavité est occupée par une septieme moldalent on distingue nettement la forme
en étoile. La maille élémentaire du réseau nid el constituée de deux molécules, a les
paramétres suivants : a=b=31+1.58:59.1+1°. Deux orientations de domaines sont
observées, avec un angletd®3+1° oud=37+1° (modulo 60°) (Figure 36C). La largeur de la
cavité (moyennée sur les images) est de 24+1.2Aquieest suffisant pour permettre
I'insertion d’'une molécule (17.6A entre deux gromemts propyles d’aprés la structure
cristallographigue). Comme le montre la Figure 36& forme triangulaire dans la cavité est
bien définie et seules deux orientations différerftdentiques a celles des entités constituant
les sommets des hexagones) sont observées. Cexippomet de conclure que ces dérivés
sont confinés dans la cavité, une des deux orientafpossibles semblant favorisée (70%
contre 30% sur I'image de la Figure 36A), en ruptavec I'apparente symétrie des cavités.

La Figure 36B présente un modele possible pouacangement. Dans celui-ci des liaisons
hydrogéne faibles C-H...O d'une longueur de 2.5A rivimnent entre deux molécules
voisines constituant les sommets des hexagones.li@lesns intermoléculaires ont été
observées dans la structure cristalline de ce nEms& (Figure 32) et pourraient expliquer
'arrangement formé et sa stabilité. Les paramebtesnus avec ce modéle sont cohérents
avec ceux mesurés : a=b=31.0A et I'angle entre dwraaest bien retrouvé (Figure 36D).
Enfin ce modéle fournit une explication aux deusemtations autorisées des molécules dans

les cavités basée sur des interactions entre Eaahalkyles.

58



Partie 1 - Chapitre 2 : Formation de monocouchetaassemblées par les TrisKs

Figure 36. Images STM de la monocouche formée @t (R,=-OCH;) sur graphite A.
19.7x19.7nrf1 V= 0.397V; |= 60pAC. 48.9x48.9nrf1 V= 0.397V; |= 60pA, 8 est I'angle entre deux
domaines d’orientations distinctds. modele correspondant a I'arrangement. La mailleeggésentée
en pointillés noirs et les liaisons hydrogéene fsbproposées en pointillés oran@e. 'angle de
domaines est retrouvé avec le modele proposeé.

- TrisK 8e a chaines alkoxy en C10 :

Le dépbt du TriskBe (R;=-OC;oH21) sur HOPG génére progressivement des domaines auto
organisés. La monocouche formée pave la surfaceots cependant de nombreux défauts
dans l'arrangement (Figure 37). L’'auto-assemblagjeuae structure hexagonale complexe,
tres stable dans le temps et avec les conditioinsaderie (courant et tension). Une seule
orientation de domaines est observée vis-a-viaublatgat de graphite. Les zones de contraste
clair sont attribuées aux cceurs aromatiques degaumek3e. Leur forme triangulaire est ainsi
observée avec une bonne résolution (grace a un tefieel plus fort). Nous n’avons par
contre pas obtenu de résolution pour les chaikgteal La faible densité de moléculgssur

la surface (19% d’occupation, en ne considérantlgsieceurs aromatiques) nous conduit a
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supposer que les chaines alkyles occupent les denesntraste plus sombre, adsorbées selon
les directions principales du graphite. On ne pependant pas exclure la possibilité qu’elles
s’orientent perpendiculairement a la surface dargoutte de solvant vecteur, ou qu’elles ne
s’adsorbent que partiellement sur le substrat [97].

La maille de cet arrangement hexagonal, constitleédéuit molécules (Figure 37), a pour
paramétres : a=b=58.9+2.5462+2°. La monocouche forme un systéme de cavitle est

en effet constituée de cavités centrales (de taitlgenne 22.5A, formées par des hexagones
de molécules) entourées de six cavités plus petitesformes quasi-rectangulaires et de
largeur moyenne 14A, deux petites cavités sucaesdivmant un angle de 60°). Certaines
des cavités centrales, de tailles suffisantes, sotulipées par une molécule supplémentaire.
Le taux de ‘remplissage’ moyen observé est de 4@doremplissage complet des cavités
centrales n’a jamais été observé méme pour desstdiegpérience longs. Cette occupation
partielle peut étre due a une concentration en cutdé trop faible pour induire un
remplissage total. Une molécule insérée dans uwgecapparait ici comme un disque mal
résolu, ce qui indique gqu’elle n'est pas immobiknsl la cavité et tourne a l'intérieur. La
distribution spatiale des cavités occupées varireemages STM successives : une molécule
‘invitée’ apparait dans une cavité tandis qu'un&eadisparait a proximité, simultanément
(Figure 38). Par ailleurs les points de contrasit&abt correspondant a ces molécules invitées
apparaissent parfois rayés parallelement a la tdirecde balayage, suggérant une
modification de I'état d’occupation des cavités @urs de l'imagerie. Une analyse plus
poussée de ce phénomene dynamique permettraittelend®er s’il procede par saut d’'une
cavitt a une autre ou par lintermédiaire d'un égea de matiere avec la solution
environnante. Un tel phénoméne de dynamique aé&éjabservé dans les cas de coronénes
au sein d’'une matrice nid d’abeille de tristilbefizs).

La Figure 37 présente un modéle pour cet arranger@aque sommet d’'un hexagone est
constitué d’une molécule, deux voisines étant ligas une rotation de 60°. Cet hexagone
central est entouré de six autres entités en fdrmoanplus grand, tourné de 8°. Cet
arrangement a deux niveaux d’ordre forme donc uwstésye supramoléculaire a double
hexagone interpénétré. Les paramétres obtenus §8=3%, y=60°) sont en bon accord avec
les distances mesurées. Les chaines alkyles sacggd arbitrairement sur le graphite. Les
molécules se situant dans les cavités sont suppas®& une conformation dans laquelle les

chaines alkyles sont disposées perpendiculaireawestibstrat.
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Figure 37. Images STM de la monocouche formée @& (R;=-OCjH,;) sur graphite A.
43.0x43.0nMf1 V=0.137V; |= 30pA B. 12.8x12.8nM V=0.137V; |= 30pA et C. modele
correspondant. Les deux hexagones interpénétrésradérialisés en orange et bleu respectivement,
la maille unitaire est représentée en pointilléssno

30pA) mettant en évidence le phénoméne de dynamlmse cercles orange montrent deux cavités
voisines dont I'état d’occupation change d’'une imad’autre.

- TrisK 8f a chaines alkoxy en C12 :

Les TrisKs portant des chaines longuss (R;=-OCyoH1), 8f (R1=-OCi2Hzs), 89 (Ri=-
OC,6H33) sont caractérisés par une cinétique d’'organisdéate. Ainsi, comme dans le cas
de 8e (R;=-OC;oH21), la monocouche formée paf (R;=-OC;,Hys5) apparait progressivement.

On note en revanche une modification importantes daisymeétrie des arrangements. En effet,
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trois types d’arrangements en rangées sont obsewésein d’'une matrice désordonnée
caractérisée par un ordre a tres courte distancmétion de dimeres, d’hexagones, de croix
etc.) (Figure 39). Une longueur de chaine de deadeones marque donc une transition : les
interactions entre les chaines et les interactitiadnes-substrat deviennent prépondérantes a
cette longueur et constituent la force motrice’aeatb-organisation.

Les trois arrangements observés notés respectitemefi et y sont ainsi basés sur
l'interdigitation des chaines alkyles. Dans lesistroas, une haute résolution des cceurs
aromatiques des molécules et des chaines est ébséms Figure 39 et Figure 40 montrent
des domaines de ces trois phases de différentdiestaigue nous allons décrire

successivement.

Figure 39.Images STM de la monocouche formée §fafV,=0.133V; |= 100pA).A: flots de phases
o et p dans la matrice 100.8 x 100.8hrB: matrice et ordre & courte distance 33.3 x 33°3@n
phasep 35.8 x 35.8 nrh D: phases: ety 34.2 x 34.2nth

Phaseo : cet arrangement est construit a partir de deugées de molécule®f que nous
noterons | et Il. Au sein d'une méme rangée, le¢éoubes ont la méme configuration; en
revanche, celles des rangées | et Il sont antigéesal (liées par une rotation de 180°). La
phasea est donc constituée d’'une succession de rangBdsehtre lesquelles les chaines
alkyles sont interdigitées. Celles-ci adoptent desntations différentes dans les travées I-ll
et Il-1, formant entre elles un angle de 120°, oergfléte la symétrie du graphite. L'image
STM haute résolution (Figure 4 montre la maille unitaire de cette phasedont les
parameétres sont : a=20.5+1A, b=47.1+B&90.3+3°. Le modéle proposé est en bon accord
avec ces mesures (a=21.3A, b=47.6493°).
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Phasep : (Figure 4B) Les chaines alkyles interdigitées sont clairemasibles entre les
rangées de coeurs aromatiques qui apparaissentoios mésolus. Ces chaines gardent la
méme orientation pour chaque molécule. La mailléméntaire de cet arrangement,
représentée Figure 40, a pour parameétres: a=29,5b+80.5+1A, 0=76.0+2°. Dans le
modele que nous proposons, les chaines alkylesesohevétrées entre les rangées de noyaux
aromatiques. Deux molécules voisines d’'une mémgéearsont positionnées téte-béche et
semblent parfois interagir via des liaisons hydregdaibles C-H...O (a des distances
typiques de 2.8 A). Les paramétres obtenus avewocile sont a=29.7A, b=31.158577°.
Phasey : dans ce dernier cas, les rangées formées pardesutes8f sont a nouveau non
équivalentes deux a deux. En effet les chainedesllg/orientent ici aussi a 120° entre deux
paires de rangées. Deux molécules voisines sqmbshes téte-béche. On peut ainsi voir cette
phasey comme un mélange des phaBexta. On remarque enfin certaines chaines alkyles au
contraste STM particulierement fort (Figure 40). roaille élémentaire de cet arrangement
représentée sur 'image STM de la Figure 40 a pamametres : a=29.1+1.4A, b=51.5+2.5A,
0=92.7+2°. Dans le modéle proposé pour la phades paramétres de maille sont respectés
(a=30.3A, b=54.6Ap=93°) mais une des chaines (rectangle rouge skiglae 40) ne peut

pas s’adsorber sur le graphite en raison de laftnde densité du réseau.
En conclusion, la coexistence de ces trois arrapgesrpeut s’expliquer par I'adsorption des

chaines alkyles d’'une méme molécule selon lesrdifté axes principaux du graphiiee(

dans plusieurs orientations). Aucune de ces titoes@s ne semble majoritaire.
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Figure 40.Images hautes résolutions des phas@sety formées pa8f sur graphite (¥0.133V, |=
100pA,a 11.1x11.1 nrh B 13.6x13.6 nrh y 13.1x13.1 nr les cellules unitaires sont représentées en
blanc) et modéles correspondants pour ces arramgeme

Les modéles proposés pour les trois phases forpa& montrent que I'enchevétrement des
chaines alkyles n’est pas idéal. Soit il est incleinffes chaines ne sont pas enchevétrées sur
toute leur longueur) soit il reste des espacesdiljphasef ety en particulier). En effet, la
distance typique inter-chaines dans un empilem@riddpact est de 4-5A, ce qui résulte des
interactions de Van der Waals optimisées entrenelsgd5, 105, 106]. Dans les molécules de
TrisK & trois chaines alkoxy, la distance sépadauix oxygénes est de 12.9A. L’adsorption
d'une chaine alkyle d'une molécule ‘invitée’ entdeux chaines alkyles orientées
parallelement sur une méme face d'une moléculee’h@@omme on le propose dans les
modéles des phas@set y) induit donc nécessairement la formation d’'un espigbre. Ce
dernier est suffisamment grand pour permettre émsorption d’'une molécule de tétradécane.
Cette possible coadsorption de tétradécane darmsrisgements formés pdir est renforcée
par la disparition totale de ces trois phasesagplarition d’'un nouvel auto-assemblage quand

le dépot s’effectue a partir d’'une solution danghényloctane.
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- TrisK 8g a chaines alkoxy en C16 :

Comme attendu au vu des observations précédeatemlécule portant trois chaines a seize
carbones8g (R;=-OC,¢Hz3) forme exclusivement des domaines auto-assembléargees.

Le substrat de graphite est totalement recouvertipdarges domaines de la phasdécrite
préecédemment. Des domaines selon trois directions\ssibles (Figure 41), orientés a 120°
les uns par rapport aux autres. Le réseaBglayant une symétrie d’ordre 2 et celui du
graphite une symétrie d’ordre 6, on trouve trorsugements equivalents orientés a 120° s'il
y accord de maille entre le substrat et I'adsorbas. parametres de la maille élémentaire de la
phasey sont a=30.1+1.5A, b=58.7+2.58591.6+2°.

Figure 41.Images STM de la monocouche formée §gsur graphite. Gauche: (86.0x86.0nivi,=-
0.166V; |= 20pA) les trois orientations de domaines soniblds. Droite: image haute résolution
(21.5x21.5nrf1 V=-0.166V; |= 20pA). La maille élémentaire est visualisée emol

L’étude des Trisk8c-g (Ri=-OCHzn+1, N=3-16) nous montre donc que tous ces dérives
alkoxy forment des monocouches auto-assembléekestabr graphite. Ces composés sont
caractérisés par une tres grande diversité d’agraegts, chaque longueur de chaine
entrainant la formation d’une nouvelle structura.r@te cependant qu’une longueur de douze
carbones marque une transition entre des arrangemersymeétries hexagonales qui refletent
la symétrie G des molécules €10) et des assemblages en rangées dominés par les
interactions inter-chaines (n>10).

L’'auto-assemblage de molécules sur des surfacemiqaiement planes résulte de la
combinaison des interactions molécule-molécule @taule-substrat. Parmi ces interactions,
les liaisons hydrogene et les forces de Van dern$\&mmt essentielles. Dans le cas des courtes
chaines alkyles, on peut imaginer que les intevasticceur aromatique-substrat sont

importantes (large surface aromatique des Trisknetent les molécules sur la surface. Elles
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détermineraient ainsi la géométrie de l'adsorptides molécules. L’auto-assemblage
résulterait ensuite de liaisons intermoléculai@®me les liaisons hydrogene faibles C-H...O
pouvant se créer entre molécules voisines. Poucltises alkyles longues (a partir de douze
carbones), les interactions chaine-chaine (intgatiign) et les interactions chaines-substrat

sont prépondérantes et gouvernent I'auto-assembldgeupture de symétrie.
ll. Auto-assemblage 2D des TrisKs chlorés

La comparaison des monocouches auto-assembléege®npar les Trisk8 (R,=-H) et par

les TrisKs 7 ‘chlorés’ (R=-Cl) nous permet d’analyser l'effet de la présemntatomes
volumineux sur le coeur aromatique en positioasHRu d’études STM sur linfluence des
halogénes sur les propriétés d’auto-assemblag@sotirules organiques ont été réalisées a
ce jour [107-109].

I.1. Structure des auto-assemblages 2D formés par les i3K 7
chlorés.

Dans le cas de substituants méthoxyle en positipn(c@mposé7c), un arrangement
hexagonal identique a la phagseformée par le composé hydrogéné correspon8arest

observé (Figure 42). La phaest en revanche absente.

e i 0% g L M i

Figure 42.Images STM de la monocouche formée Pasur graphitel;=69pA, V,=0.356V (gauche)
105.6x105.6 ni(droite) 41.8x41.8 nfn

Le dérivé portant des chaines propyls forme un arrangement en nid d’abeille sur le
graphite observable immédiatement aprés le dépéuxDorientations de domaines sont
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visibles et les paramétres de maille pour cet asg® sont a=b=24.6+1.28=60.3+1°. Ce
réseau nid d’abeille est assez compact et formecaeités d’environ 14A de diamétre. La

gualité des images obtenues ne permet pas I'andéyset arrangement plus avant.

De maniere plus surprenante, les dérivés chlorgdua longues chaines (dix et douze
carbones7e et 7f respectivement) forment exclusivement des réseauxid d’abeille, moins
denses, de mémes paramétres de maille (Figure 48t B images de gauche). Les
monocouches sont observables immédiatement apasplie des molécules sur le substrat.
Les chaines alkyles ne sont pas visibles mais dearg aromatiques des molécules sont
imagés avec un fort courant tunnel et une trésehaégolution. Les caractéristiques des
réseaux observés sont identiques a celles de rfddage formé par la molécuBd (deux
orientations de domaines avec un angle36+1° ou 24+1°, parameétres de maille
a=b=31.0+1.5A,0=60.7+1°) indiquant une méme organisation des nutééc Ici, on peut
envisager une adsorption des chaines alkyles $edosxes principaux du graphite. La cavité
formée (21.3+1A de diamétre) devient alors tropitpepour permettre linclusion d’une
molécule. Le modéle correspondant est représentageme 43G ; il nous permet de donner

I'expression exacte (3) de la maille des monocosigmefonction de celle du substrat :

(1) |a] =2 +3]] =[L47 +3cosEO)i| = V156
et 2)(ai) =% =12

Avec d un vecteur de la maille de I'adsorbati et] les vecteurs de la maille du graphite.

On peut exprimer la maille de I'adsorbat en notatle Wood :
(3) (ﬁ x%) R(3,7) = (v156x/156)R12°
l J

Enfin, ces auto-assemblages en nid d’abeille sotégendants du solvant utilisé comme

vecteur (n-tétradécane ou phényloctane), commetdrmla Figure 43 (C et F).
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Figure 43.Images STM de la monocouche formée par A. 45.1x45.1 nf) V,=0.361V, |=24pA
(tétradécane)B. 11.6x11.6 nf V.=0.38V, |=60pA (tétradécane)C. 22.4x22.4 nM V,.=0.359V,
I=24pA (phényloctane) et parf: D. 38.6x38.6 nfy V=-0.305V, |=100pA (tétradécane)E.
11.7x11.7 ny V=-0.305V, |=100pA (tétradécane)F. 14.3x14.3 nf V=-0.243V, |=50pA
(phényloctane)G. modele correspondant porle

Ce méme réseau nid d’abeille/(56xy/156)R12°) est encore observé dans I'auto-assemblage

du TrisK 7g portant des chaines a seize carbones. Immédiateape@s le dépbdt de la
molécule sur le substrat, il coexiste avec un gearent en rangées (Figure 44) mais devient
majoritaire au fil du temps. Dans le cas des TrisKl®rés, c’est donc pour une longueur de
chaines de seize carbones que les interactionscah@iolécule d'une part et chaines-
chaines, chaines-substrat d’autre part s’équiltbrielarrangement en rangées n’est pas le
méme que celui observé pour le TrisK hydrogénéespaondan8g (phasey), il s’agit en
revanche ici de la phase déja observée avec la molécde (R;=-OC,Hos Ry=-H). Ses
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parameétres de maille sont Iégérement modifiés somadu nombre plus élevé de carbones
dans les chaines et sont ici: a=19+1A, b=5742A3.1+3°. Cet arrangement en doubles
rangées se rencontre donc a chaque changement de darganisation (hexagonab
rangées), c'est-a-dire quand les interactionsnrdkiculaires d’enchevétrement de chaines
deviennent dominantes. C’est ici le cas/dgR;=-OC,6H33 R,=-Cl) en comparaison avef
(R1=-OCyoHz5 Ro=-H).

R X3
- —

Figure 44. Images STM de la monocouche formée pay ti-O.l, |=24pA Gauche:

92.4x92.4nrh droite (haut) image haute résolution du réseawdtdtieille 11.1x11.1nMmdroite (bas)
Image haute résolution de la phase en rangd&s3x13.3nrh

1.2 Influence des chlores sur I'auto-assemblage.

Le paragraphe précédent montre une forte influede® chlores situés dans les régions
‘internes’ du cceur aromatique sur l'auto-assembldgeces molécules. Le Tableau 3
rassemble les mailles observées pour les Tri&ikg et 8c-g étudiés dans le tétradécane. Les
dérivés chlorés forment essentiellement des réseauxd d’abeille jusqu’a une longueur de
chaines de seize carbones. Les réseaux en nidilifabduisent pourtant la formation de
cavités non occupées par les molécules, ce sont des structures moins denses et
énergétiqguement défavorables. Dans les deux catordsh7 et ‘non-chlorés’ 8),
laugmentation de la longueur de chaine induit urensition de réseaux a symétrie
hexagonale reflétant les symétries des moléculeduesubstrat & des réseaux en rangées
gouverneés par les interactions de Van der Waats ¢ég chaines (chaines-chaines et chaines-
substrat). Ce changement de mode d’assemblageresnént retardé pour les dérivés chlorés

7. Nous avons cherché a comprendre l'influence dees de chlores sur les interactions
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molécule-molécule (en particulier au niveau desrscatomatiques) et molécule-substrat (en

particulier coeur aromatique-substrat).

parameétres de mailles de I'auto-assemblage
TrisK Structure du réseau a(A) b(A) angle (deg) |Z
non-chloré
8c hexagonal 21.0 +/-1 21.0 +/-1 59.7 +/-1 |1
Hexagonal 'supérieur’ 49.0 +/-2 49.0 +/-2 60.5+-1 |8
8d nid d'abeille rempli 31.0 +/-1.5 | 31.0+/-1.5 59.1+-1 |3
8e hexagonal double 58.9 +/-2.5 | 58.9 +/-2.5 62.0 +/-2 |8
8f rangées (quasi-rectangulaire) 20.5 +/-1 47.5 +/-2 90.3+/-3 |2
rangées (parallélogramme) 29.5 +/-1 30.5 +/-1 76.0 +/-2 |2
rangées (quasi-rectangulaire) 29.1+/-1.4 | 51.5+/-25 92.7+/-2 |4
89 rangées (quasi-rectangulaire) 30.1 +/-1.5 | 58.7+/-2.5 916 +-2 |4
chloré
7c Hexagonal 21.0 +/-1 21.0 +/-1 59.7 +/-1 |1
7d nid d'abeille 24.6 +/-1.2 | 24.6 +/-1.2 60.3+-1 |2
7e nid d'abeille 31.0 +/-1.5 | 31.0+/-1.5 60.7 +/-1 |2
7f nid d'abeille 31.0 +/-1.5 | 31.0+/-1.5 60.7 +/-1 |2
79 nid d'abeille 31.0+/-1.5 | 31.0 +/-1.5 60.7 +/-1 |2
Rangées 19.0 +/-1 57.0 +/-2 93.1+-3 |2
six chaines
8i dimeéres zig-zag 47.9 +/-2 55.0 +/-2.5 90.3 +/-1
7i dimeres rangées 29.8 +/-1.5 | 44.7 +/-2.2 68 +/-1.5

Tableau 3.Résumé des paramétres de mailles des arrangeofsetés pour les TrisK chloréact
g) et ‘non-chlorés’ §c-g a l'interface n-tétradécane/HOPG. Z est le nonderenolécules par maille.

Dans les modéles des réseaux en nid d’abeille qus proposons, il existe la possibilité que
des liaisons hydrogéne faibles C-H...O se formentedes extrémités des branches de deux
molécules voisines. Ces liaisons H faibles étartefoent influencées par les groupements
présents sur la molécule, nous avons cherché & sawdles pouvaient étre renforcées par la
présence des chlores. Nous avons pour cela réddisécalculs DFT (density functional
theory) sur les molécules model&set 8c portant des groupements méthoxyles (les carbones
supplémentaires des chaines alkyles ont peu dénéle sur les caractéristiques calculées des
coeurs aromatiques). Les calculs ont été réalisés lavogiciel Gaussian [110] en utilisant la
méthode b3lyp et la base de calcul 6-31G* (Bgrou 6-21G* (pour7c), les charges NBO
(Natural Bonding Orbital) et les orbitales moléada ont été calculées aprés optimisation de

la géométrie. Pour les deux molécules, les valdeas charges partielles portées par les
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atomes d’oxygene et d’hydrogéne des cycles extammstypiques de celles rencontrées pour
les liaisons H faibles (Figure 45). Cependant, i@rgment a nos prévisions, la présence
d’atomes de chlores n’induit pas de différence Inletasur ces valeurs, elle ne renforcerait

donc pas ces liaisons H intermoléculaires.

O: -0.525

+0.247 g

H: +0.260

Figure 45. Représentations des potentiels électrostatiqueleswurfaces de densité électronique de
7c et8c (electrostatic potential (ESP) map, ArgusLab)adeunrs des charges partielles (en fraction de
charge de I'électron e) calculées par Gaussian.

Les études précédentes de I'influence des halogamdss propriétés d’auto-assemblage des
molécules organiques ont montré que lintroductid@ chlores a la périphérie d’une
phtalocyanine de zinc entraine une modification I'dato-assemblage par formation de
liaisons faibles C-H...Cl [108]. Ceci ne semble pas & cas ici, vraisemblablement di a la
position des chlores dans la partie incurvée dur @eumatique de la molécule. De la méme
maniere, aucune liaison halogéene (C-X...Atome éledtnoneur comme N) [111] ne semble
se former dans nos systémes.

On peut des lors envisager que les forces éleatigges associées a la présence des chlores
jouent un réle dans le processus d’auto-assemislaigene cela a été montré dans le cas des
halo-alcanes [107]. Les molécules s’assemblent deiare a minimiser les répulsions dues
aux chlores, les réseaux nid d'abeille étant afax®risés au détriment des réseaux plus
denses imposant une plus forte proximité des cexarsatiques.

Enfin, les atomes de chlore liés au cceur aromattpieent augmenter les interactions
molécule-substrat [108] et forcer I'adsorption deslécules a des sites spécifiques du

graphite. En effet, le chlore est un atome éleégaitif et il augmente la densité électronique
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globale a la périphérie du cceur aromatique, cepquirait renforcer les interactions de Van
der Waals avec le graphite.

L'observation d’'une influence claire des atomes dbdores sur la cinétique d'auto-
organisation (beaucoup plus rapide dans le casléi®gs chlorés) pourrait corroborer cette
hypothése. Des calcudd initio sont en cours afin de rationaliser ces observation

Ainsi, la présence d'atomes de chlores sur le caemamatique des TrisK doit augmenter
significativement les interactions molécule-sulisétainduire des contraintes au niveau des
sites d’adsorption des molécules sur le graphitdestinteractions molécule-molécule. Les
interactions chaines-chaines et chaines-substrajogivernent la formation d’assemblages
denses en rangées doivent donc étre plus fortegu{adevient le cas ici pour seize carbones)

pour contrebalancer ces autres contributions.

I1l. Influence du nombre de chaines.

Les dérivés TriskKs a six chaines synthétisés (Eigé) nous permettent d’étudier l'influence

du nombre de chaines par molécule sur leurs ptépriauto-assemblage. Les observations
réalisées au cours du paragraphe précédent noasnames a choisir une longueur de chaine
de douze carbones pour les premiers membres defagtille a six chaines. En effet, a cette
longueur de chaines, on peut envisager que cegdénrment déja des structures linéaires

compactes.

R=CI 7f R=CI 7i
R=H 8f R=H 8i

Figure 46. Structures des TrisKs trisubstituéfs, 8f et des TrisKs hexasubstitugis 8i.
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-TrisK hexasubstitué ‘non chlor8i :

Le dérivé hydrogén&i forme une monocouche progressivement observabl&Tlak. Il est
plus difficile d'imager correctement cette dernieneec une bonne résolution, elle semble
moins stable ou plus mobile sur le substrat. Lisdtion du phényloctane a la place du n-
tétradécane comme solvant de dépdt ne modifie e&m Iarrangement formé. De grands
domaines auto-organisés de différentes orientaionsobserveés. L'auto-assemblage est basé
sur la formation de dimeres de moléculisdisposées téte-béche. Les deux molécules
constituant le dimere n’ont pas le méme contra¥td $idiquant des sites d’adsorption non-
équivalents sur le graphite. Ces dimeres physifpresent ensuite des rangées alternées des
deux espéces constitutives du dimere (en zig-#ag)les images STM de cette monocouche
(Figure 47) les cceurs aromatiques sont bien visiblel'on distingue les chaines alkyles
enchevétrées, disposées selon deux directions (& I'Lhe de l'autre) pour lesquelles la
résolution obtenue est variable. La formation deedes entraine la rupture de la symétde C
des molécules. La maille élémentaire de cet arrapgg définie sur 'image haute résolution
de la Figure 47 a pour parameétres: a=47.9+2A, 823554, 6=90.3+1°. Le modeéle proposé

respecte I'ensemble des criteres habituels et al@odes parametres de maille en accord avec

les valeurs expérimentales: a=46.6A, b=556490°.

Figure 47. Images STM de la monocouche auto-assemblée formé8i sur graphite. Gauche:
(tétradécane) ¥-0.257V, |=20pA, 40.5x40.5nm Milieu: (phényloctane) ¥-0.185V, |=74pA,
17.5x17.5nrh Droite: Modéle correspondant. La maille élémestaist représentée en blanc sur
image STM et en pointillés noirs sur le modeles Icercles verts et orange indiquent les deux
orientations observées des coeurs aromatiques.
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L’ajout de trois chaines supplémentaires sur lercaeomatique du TrisK entraine donc
I'apparition d’un nouvel arrangement de diméresigazag gouverné par les interactions de

type Van der Waals introduites par les chainededksupplémentaires.

-TrisK hexasubstitué chloré :

Le dérivé chloré correspondant forme une monocouche imagée immédiatement sur le
graphite. L’auto-assemblage formé est égalemendtitoé de rangées de diméres mais ils y
sont cette fois-ci orientés ‘téte-téte’ (dans lameé&irection). Trois orientations distinctes (a
120° les unes des autres) sont observables audselarges domaines (jusqu'a 100him
recouvrant le substrat (Figure 48, gauche). L'imhgate résolution de la Figure 48 montre

plus précisément comment s’assemblent les diméges:alignent selon leur axe principal

(noté icib ) ol ils semblent étre liés par 'interaction daicies alkyles; on distingue en effet
selon cette direction deux chaines au fort comr&§tM entre chaque dimeére. Les rangées
ainsi formées s’assemblent par I'enchevétrementadé®gs chaines alkyles orientées a ~90°
par rapport a l'axe principal des diméres. La reailéfinie pour cet arrangement est
représentée sur I'image haute résolution au cemir€&igure 48 (paramétres a=29.8+1.5A,
b=44.7+2.2A,0=68+1.5°). Le modéle proposé pour cet arrangematifait les distances
mesurées (dans la gamme des erreurs expérimerdatasa=32.1A, b=44.94=67°) mais

ne répond pas a toutes les observations :

- Nous avons représenté quatre chaines entre dewredirselon leur axe princifel
Seules deux sont visibles sur I'image STM. Il seamBdbnc probable que celles que nous
avons encadrées en orange sur le modele ne s’adsqrés sur le graphite. Le fort contraste
observé pourrait provenir de leur mode d’adsorpgarticulier ; en effet elles ne suivent pas
ici un axe principal <100> du substrat.

- Selon la directioa, I'image STM montre des chaines alkyles au cotar&M plus
fort que les autres entre deux diméres. Ces chaoresspondraient a celles encadrées en vert
sur le modele qui ne fournit pas d’explication acoatraste particulier.

- Enfin, sur I'image haute résolution, on peut compeuf chaines alkyles enchevétrées
dans la maille élémentaire. Dans notre modéle,ehya huit provenant des moléculéda
constituant et formant une petite cavité. On pduosiaenvisager la coadsorption d’'une

molécule de solvant tétradécane dans la maillea@@e en violet sur le modéle).
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Figure 48.Images STM de la monocouche auto-assemblée foraré& pur graphite (tétradécane).
Gauche: \&-0.3V, =47pA, 60.0x60.0nA les trois orientations sont indiquées par desh#é
blanches. Milieu: image haute résolutiopr\).205V, |=20pA, 12.2x12.2nM la maille élémentaire
est représentée en blanc. Droite: Modéle correspund

Un arrangement similaire a été observé pour le$[BA substitués en Ofg (Figure 49,
[97]) et pour les tristilbenes 3,4-@§3112] a l'interface phényloctane/graphite. Les nledée

proposeés ne semblent cependant pas correspondteeaas.

CioH210, OC 1pH 21
N/

BN

Figure 49. Structure du [18]-DBA-OC10, (a) image STM de la meouche a linterface
phényloctane/HOPG, ¥-1.30 V, |=0.20nA et modeéle correspondant a=3.2 fi3.5 nm,y=69°
(d’aprés [97]).

L’ajout de trois chaines supplémentaires a doureoo&s sur le coeur aromatique du TrisK
chloré conduit au passage d'un auto-assemblagaded’abeille reflétant la symétrie des
molécules a un arrangement en rangées basé sanmation de diméres et la maximisation
des interactions chaines-chaines et chaines-sulhttableau ci-dessous compare les mailles
des arrangements formés par les TrisKs a troisek8f et 7f avec ces dérivés a six chaines
8i et7i. Si le comportement des dérivés TrisKs a six adwinet8i (chloré ou hydrogéné) est

ici identique, il en résulte néanmoins une monobeudifférente. Les interactions coeur-
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substrat et cceur-coeur constituent donc toujours coméribution importante dans l'auto-

assemblage de ces molécules.

parameétres de l'auto-assemblage
TrisK Réseau a (A b (A) angle (deg) |Z
3 chaines
8f rangées (quasi-rectangulaire) 20.5 +/-1 47.5 +/-2 90.3+/-3 |2
rangées (parallélogramme) 29.5 +/-1 30.5 +-1 76.0+-2 |2
rangées (quasi-rectangulaire) 29.1+/-1.4 | 51.5+/-25 92.7+/-2 |4
7f nid d'abeille 31.0+/-1.5 | 31.0 +/-1.5 60.7 +/-1 |2
6 chaines
8i dimeres zig-zag 47.9 +/-2 55.0 +/-2.5 90.3+-1 |4
7i dimeéres rangées 29.8 +/-1.5 | 44.7 +/-2.2 68 +/-1.5 |2

Tableau 4.Résumé des mailles des arrangements observésgwolirisK 7f, 8f et 7i, 8i. Z est le
nombre de molécules par maille

L’adsorption de tétradécane dans I'arrangement éopar7i est corroborée par les résultats
obtenus pour cette molécule a partir d’'une solutians le phényloctane. La monocouche
obtenue est alors totalement différente : le TrigK forme deux types trés proches
d’arrangements linéaires notéset p (Figure 50, gauche). On remarque des domaines de
différentes orientations pour ces deux phases. Dmmphase linéaire, deux molécules se
suivant dans une méme rangée ont la méme oriemtatides molécules de deux rangées
voisines ont une orientation antiparalléle. Deumgees voisines sont caractérisées par un
contraste STM tres différent : une rangée présenteontraste trés fort, I'autre un contraste
tres faible. On peut donc supposer que leurs mi@ecsont adsorbées sur des sites non
équivalents du substrat. On distingue sur les iméggure 50) que les chaines situées dans
les travées (espaces compris entre les rangéesedes aromatiques) sont respectivement
orientées a 120° les unes des autres. Si la résoltteinte ne permet pas de déterminer leur
nombre et leur position, elles sont supposées @&'hds le long des axes de symétrie
principaux du graphite. Les parametres de mailleederrangement définie sur 'image sont :
a=22.0+1A, b=55.6+2A9=79.2+1.5°. En raison du manque de résolution tHatnes alkyles,
nous n'‘avons pas pu construire de modele satisfaipaur cet arrangement. On peut
néanmoins envisager un assemblage des moléculdaigina la phase observée avec les
TrisKs 8f et 7g. D’autre part, au vu des dimensions mesurées cgttes structure, il semble
impossible que les six chaines de chaque molécigsgnt toutes s’adsorber sur le substrat.
La phase3 a une structure en rangées quasiment identiqaephdser. La seule différence
réside dans la régularité des rangées. Dans lae phdes molécules sont équidistantes les

unes des autres au sein d'une ligne. Dans la ghase contre, on note un espacement plus
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grand toutes les deux molécules, il en résulte dies rangées de ‘quartets’ (Figurggp0On
peut ainsi envisager une troisieme orientation pesirchaines alkyles entre deux ‘quartets’
voisins. La nouvelle maille définie pour cet arramgnt a pour parameétres : a=52.3+1.5A,
b=61.2+2A, 6=61.2+1.2°. Cette phasp présente de nombreux défauts. La phasen
présentant également parfois dans la régularitéadeges il n’est pas toujours évident de les

distinguer I'une de l'autre.

Figure 50. Images STM de la monocouche auto-assemblée fornge 7p sur graphite
(phényloctane). Gauche:0.287V, |=22pA, 120.7x120.7nfn les domaines sont délimités par des
pointillés blancs. Milieu: image haute résolutiom ld phase:, 19.7x19.7nrh Droite : image haute
résolution de la phage 25.4x25.4nrh Les mailles élémentaires sont représentées an.bla

Pour le TrisK7i, la coadsorption d’'une molécule de tétradécane iamaille permet donc la
formation d’'un auto-assemblage formé de rangéediméres, dans lequel la majorité des
chaines alkyles peuvent s’adsorber sur le substeatimisant ainsi les interactions favorables
de Van der Waals. L'utilisation du phényloctanedreette inclusion de solvant impossible et
conduit a la formation de deux arrangements lie&aile structures trés proches. Dans ce cas
un nombre plus faible de chaines peut s’adsorbetesgraphite. Ce type d’arrangements
linéaires a déja été observé pour des moléculsgrdétrie G a six chaines [97]. Cet exemple
montre l'importance des phénomenes de coadsorpsom les auto-assemblages

bidimensionnels de molécules organiques.
V. Sonder les états électroniques.

En premiere approximation, le STM permet d'obtat#s images dans lI'espace direct des
densités locales d’états électroniques. Les étatslés dépendent des parameétres de la

jonction tunnel, i.e. courant et tension appligagse la pointe et I'échantillon. La possibilité
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d’'imager les orbitales de molécules déposées susuldaces est relatée dans de nombreuses
études.

Des images STM de haute résolution reproductibiésété obtenues avec la moléc@ie
(Figure 51A). On y reconnait des formes triangekaiou étoilées brillantes correspondant au
cceur conjugué de la molécule. A l'intérieur de fmFmes, on distingue des sous-structures
qui correspondent a des variations de densitéselmdiétats électroniques.

Les orbitales moléculaires calculées par DFT paumblécule model&c sont représentées
Figure 51B. La molécule présente une orbitale HOMI@hest occupied molecular orbital)
triplement dégénérée, une orbitale LUMO (Lowestaoupied molecular orbital) seule et

deux orbitales LUMO+1 dégénérées d’énergie tresri@gent supérieure.

LUMO+1
a o b s
[y oo
. g8e ‘.‘ L AOPe
Po .“ (] ’O.f.a..’
¥y B )4
g 3 @
b .’a c .“;
>, e
\ g

5% 4"" "&\‘;@
Ig, ‘v

Figure 51. A. Images hautes résolutions des arrangemenét y formés par8f, V=0.133V,
1;=100pA, 7.7x7.7nfmet 6.5x6.5nrmrespectivementB. Orbitales moléculaires frontiéres calculées
pour 8c (niveau HOMO (composante a: symétrie A", composarit et ¢: symétrie E”, -0.199 a.u.),
niveau LUMO (a: symétrie A", -0.067 a.u.) et niveadJMO+1 (composantes b et c : symétrie E”, -
0.053 a.u.)).

En comparant ces orbitales avec les images STM eneettant la probable contribution du
substrat, il semble que la représentation de la D4¥ soit une bonne approximation des
images (Figure 52) (I'observation d'un niveau LUMIans nos conditions expérimentales

semble par ailleurs envisageable).
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. ‘é‘

Figure 52. Comparaisons des images STM des phasty de 8f (redimensionnées) et des orbitales
LUMO+1a correspondantes.

Au vu de la symétrie des orbitales, il semble ingdle de déterminer avec précision sur
guelle face la molécule est adsorbée sur le gmapekit donc la position des azotes
intracycliques. Celle-ci a d’ailleurs toujours ét®isie arbitrairement pour la construction de
nos modeles, de maniére a respecter au mieux leactéastiques observées des
arrangements. De telles comparaisons n’ont pasrpwefiectuées avec les dérivés chlofés

du fait d'une résolution STM moins fine. Enfin, degpothéses sur I'imagerie d’'un niveau

LUMO ne sont que qualitatives et basées sur depamisons visuelles. Des expériences de

spectroscopie a effet tunnel sont nécessairesgtodier la configuration de notre jonction.
V. Chiralité des monocouches formées par les TrisKs.

Comme nous l'avons déja évoqué, les TriskK sontndel®cules prochirales. En effet, de par
la position des azotes intra-cycliques, elles nespdent pas d’axe de symétrie et présentent
donc deux faces énantiotopes (Figure 53). L'adsmrmte molécules ainsi dissymétriques sur
une surface achirale conduit en général localeraetda formation de structures chirales
bidimensionnelles (selon que la molécule s’adsatbreune face ou sur l'autre). Les images
STM ne nous permettant pas de difféerencier les daars d’'une molécule, ce type de

chiralité de surface n’a pas été identifié.
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Figure 53.Représentation schématique de la prochiralité désaules TriskK.

La formation de domaines chiraux localisés a égateraté observée pour des molécules de
symétrie C3 achirales [113]. En particulier, les léoales aromatiques étendues
fonctionnalisées par de longues chaines alkylessmrvent caractérisées par une rupture de
symétrie due a la formation de rangées de diméhesales. C'est ainsi le cas des
décacyclenes [88], des triphénylénes [83, 113]esttdstilbénes [78] dont les structures ont
été présentées en introduction de cette partie.

De la méme facon, nous avons pu mettre en éviddesedomaines énantiomeéeres dans
certaines monocouches formées par nos TriskKs. emipr exemple a été observé dans la
phase en rangéesformée par les Trisk8f et 7g. La Figure 54 représente deux images STM
de deux domaines distincts observés ptguiCes domaines ne peuvent pas se déduire I'un de
'autre par une simple rotation, ils sont imagesIde I'autre dans un miroir (matérialisé sur
la Figure 54 en pointillés) et sont donc énanti@eedl en est de méme pour les deux

domaines de la monocouche formée fiatans le tétradécane, représentés Figure 54.

Nous n’avons pas observé ce caractére chiral pmus ks arrangements formés par les
TrisKs. Ainsi, nos images ne montrent pas de doesai@nantioméres pour la phase en
rangéeg formée paBf et8g. Dans les cas des réseaux en nid d’abeille fopaése-gou du
réseau linéaire formé pdr dans le phényloctane, I'absence de résolutiorcda®es alkyles
nous empéche de conclure. Les interactions molé&ulistrat ont un réle majeur dans
'apparition d’'un caractere chiral dans ces moncbes, cette chiralité étant due en
particulier a I'orientation des chaines alkyleslsugraphite.
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Figure 54. Domaines énantioméres observés pour la phatela monocouche formée pay (V=-
0.177V, 1=24pA, 8.8x8.8nm(haut) et 13.3x13.3nm(bas)) et pour la monocouche formée Padans
le tétradécane (¥-0.205V, |=20pA, 12.2x12.2nf (haut) et \=-0.268V, |=19pA, 10.5x10.5nfm
(bas)).

VI. Conclusions

Nous avons montré dans ce paragraphe que la qiakié de nos dérivés TrisKs forment des

auto-assemblages stables sur graphite d’'une tesslgrdiversité. La longueur des chaines
alkyles, leur nombre ainsi que des substitutiompEmentaires sur le coeur aromatique telles
que lintroduction de chlores ont une tres fortéluence sur I'organisation des réseaux

formés. Celle-ci est due a la modification desratdons molécule-molécule et molécule-

substrat et de leurs respectives contributions.

Il reste encore beaucoup d’études a réaliser peeunncomprendre et exploiter ce systeme, et
en particulier :

- utiliser les réseaux en nids d’abeille formés arrolécule§e et 7f comme systéme
hote. Ceci pourrait également permettre de compeeptecisément I'organisation de
molécules au sein de ce réseau,

- réaliser des expériences de spectroscopie tuniel d&f mieux caractériser notre
systeme.

La liste des expériences a mener est longue pquoiter ces composes qui présentent une
grande variété de comportements. La synthése migmiat pour ces molécules permet une
variation aisée des substituants portés par le esearatique. Nous pourrions ainsi envisager
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une étude systématique de l'influence des halog@ameore peu étudiée, par la modification
de I'étape de cyclisation.

Les TrisKs forment des monocouches auto-assembid&sensionnelles mais qu’en est-il de
leurs propriétés en solution ? Ont-ils un compoeende cristal liquide, ou des propriétés de
transport ? Le Chapitre suivant rapporte les caraettions tout a fait préliminaires que nous

avons réalisées pour tenter de répondre a cesaneest
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Chapitre 3: vers des caractéerisations de

proprietés en solution des TrisKs

l.  Propriétés électroniques

Les propriétés d’absorption UV et d’émission deofescence des dérivés TrisKs ont été
étudiées. Tous les composeés présentent un maxirasadption dans la gamme 290-320nm
et de larges coefficients d’extinction molaige(de 70000 & 100000 L.m&im™) dans le
chloroforme. La Figure 55 représente les spectiassdrption UV en solution des dérivés
et 8 ab,f (caractéristique des dérivés trisubstitués alk@ty) On peut voir sur ces spectres
linfluence des groupements donneurs sur I'absonpties TrisKs qui se manifeste par un

shift bathochromique.

absorbance A

R=Cl7i ©OCi2Has
R=H 8i

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450

lambda (nm)

Figure 55. Spectres d’absorption UV des TrisKs chlorég,f,i et non-chloré8ab,f,i (10uM) dans
le chloroforme.

Les spectres d’émission de fluorescence des T8&s,f,i sont représentés Figure 56. Les
molécules TrisK sont caractérisées par un déplaceme Stokes élevé (90-120nm). Les
dérivés chlorés/ présentent une émission de fluorescence beaucluspfgqble que les

dérivés non-chloré8, phénomene classiquement observe ; ils ne somwt g présentes ici.
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Figure 56. Spectres d'émission de fluorescence des Tr&&B,f,i (1uM) dans le chloroforme.

Les TrisKs8 présentant une forte émission, nous avons détérhaur rendement quantique

de fluorescence. Les résultats obtenus sont résdamssle Tableau 5.

Aabs (M) € (L.mol'l.cm'l) Afiwo (NM) O
8a 303 93900 382 0,43
8b 298 101100 389 0,48
8f 308 81700 408 0,58
8i 320 84350 408 0,73

Tableau 5.Données spectroscopiques des Tri8Ks

Avec des rendements quantiques de 0.58 et 0.73l@®dirisKs portant trois et six chaines

alkoxy respectivemensf et8i), ces molécules s’averent étre de bons fluorophore

Les mesures d’absorption UV donnent une bonne astmdu gap HOMO-LUMO (Eg) des

molécules. Différentes méthodes de déterminatiocedgap a partir des spectres d’absorption

UV sont décrites dans la littérature [114-116]. Blavons utilisé la méthode décrite par

Séguy et ses collaborateurs [115], utilisant I'éipuna(1) :
(1) Ahv = (hu - Eg)*?
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avec A l'absorbance etvhl’énergie du photon en eV. Celle-ci est calculépagtir de la
h . L
longueur d’onde pahv = 70 avec h la constante de Planck et c la vitesse ldenigre.

La Figure 57 représente le tracé deeh fonction de i pour le TrisK8i (& titre d’exemple).
La valeur du gap Eg est déterminée par extrapolatie la partie linéaire du tracé a
I'absorption nulle (Al=0).
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énergie (eV) 3,045ev

Figure 57.Tracé de Aen fonction de I'énergievhpour le TrisK8i.

Nous avons ainsi déterminé les valeurs du gap HQMGIO pour les dérivés a chaines en
C127f,i et8f,i. Par ailleurs, les valeurs trouvées polet 8f sont comparées a celles données
par les calculs DFT, qui s’avérent surestimées.tdoges données sont résumeées dans le
Tableau 6.

gap HOMO-LUMO (eV)
mesuré calculé
7f 3,04 3,67
8f 3,08 3,73
7i 3,02 2
8i 3,045 -

Tableau 6.Valeurs des gaps HOMO-LUMO (eV) mesurés et catcdis Triskrf,i et 8f,i. @ valeurs
non calculées.

Une estimation de ce gap est également accessiblepgctroscopie tunnel en étudiant les
caractéristiques courant-tension de I'échantilloassla pointe STM. Il serait intéressant de

comparer les valeurs obtenues par cette autre ohéthoelles que nous avons estimées.
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Les énergies des niveaux HOMO et LUMO de ces médéewes ont été estimées par
voltamétrie cyclique en utilisant le ferrocéne coenméférence. Le protocole utilisé est
détaillé en partie expérimentale. La solubilité desKs impose de réaliser ces études de
voltamétrie cyclique dans le dichlorométhane. Langee de potentiels accessible est par
conséquent un peu moins étendue que dans l'acdtorou le DMSO par exemple. Le
voltamogramme obtenu pour I'électrolyte seul (Fegus8, gauche) indiqgue de bonnes
conditions de mesure (réversibilité, absence decgssus redox parasites). Sur le
voltamogramme de la Figure 58 droite sont représelgs résultats obtenus pour le couple
ferrocéne/ ferrocinium Fc/Fadans nos conditions expérimentales. Nous obseri@ms un
pic de réduction et un pic d’oxydation, correspariclaun processus réversible. Le potentiel
d’oxydation mesuré du ferrocéne est V=0.168V.

-20 -

Courant, pA
Courant, mA

-30 -

-40 7 78

T T T T T T T T T T T 1
-2 0 2 -600 -400 -200 0 200 400 600 800 1000
Potentiel, V Potentiel, mV

Figure 58.Voltamogrammes obtenus pour I'électrolyte seul ¢ha@) et pour le ferrocene (droite).

Le voltamogramme obtenu avec le dérivé chipirdsubstitué par trois chaines en C12) est
représenté Figure 59 gauche. Nous pouvons distingois vagues d’oxydation 1, 2 et 3
situées respectivement a 1.09, 1.33 et 1.6V maisipaéduction dans la gamme de potentiels
accessible. Dans le cas du dérivé non-chloré quoreani8f, le voltamogramme a une allure
similaire (Figure 59 droite). Un premier pic d'oxgtébn 1 est bien visible a 1.0V, les deux
autres 2 et 3 sont repérables par des faibles épaukts a des valeurs de 1.37V et 1.65V

respectivement. Ici, un trés faible épaulementédeiction 4 est observé a environ -1.3V.
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Courant, A

-30 . . . 4

Potentiel, V Potentiel, V

Figure 59.Voltamogrammes déf (gauche) e8f (droite) (1mM dans le dichlorométhane).

Dans le cas du dérivé chloré(portant six chaines en C12), le voltamogrammegie deux
vagues d’oxydations 1 et 2 centrées respectiveraeht4 et 1.69 V (Figure 60, gauche).
Deux épaulements 3 et 4 sont observés a -1.1 &\- Ces pics peuvent correspondre a la
formation d’'un mono et d’'un di-radical anion. Enfsur le voltamogramme du dérivé non-
chloré correspondar@i (Figure 60 droite), deux pics d’oxydation 1 et&upent également
étre distingués, le dernier étant le plus marques @ics se situent a des potentiels de 0.76 et

1.37V. De la méme maniere que précédemment, uriggpant ici situé a -1.6V est visible.
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Figure 60.Voltamogrammes déi (gauche) e8i (droite) (1mM dans le dichlorométhane).

Les potentiels relevés sur les voltamogrammes dase TrisKs étudiés sont résumeés dans le

Tableau 7 ci-dessous.
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Oxydation (V) |Réduction (V)
7f 1,09
1,33
1,6
8f 1,0 -1,3
1,37
1,65
7i 1,44 -1,1
1,69 -1,6
8i 0,76 -1,6
1,37

Tableau 7.Potentiels redox des TrisKs déterminés par voltaenéyclique.

A partir des premiers potentiels d’oxydation nowsions déterminer I'énergie du niveau
HOMO des ces composés a partir de (2) [115] :
(2) Epomo (TrisK) = E oyl ferrocene—[on(TrisK) - on(ferrocene]

Avec E, o (ferroceng = -4.8eV et E_ (ferroceng = 0.168/

A partir du gap estimé par UV et de I'énergie dueau HOMO ainsi déterminée, nous
pouvons calculer I'énergie du niveau LUMO. Les t&ds de ces estimations sont résumés

dans le Tableau 8.

gap (eV) |HOMO (eV) | LUMO (eV)
7f 3,04 -5,72 -2,68
8f 3,08 -5,63 -2,55
7i 3,02 -6,07 -3,05
8i 3,05 -5,39 -2,35

Tableau 8.Valeurs des gaps et des énergies des niveaux H&NIOMO (eV) des TrisKs.

Nous pouvons comparer ces résultats a ceux obtames des molécules de structure
chimique proche des TrisKs, comme les hexaazatithgfgnes (HATNA) représentés sur la

Figure 61 ci-dessous.
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Figure 61.Structure générale des hexaazatrinaphthylenes.

L’énergie de la HOMO (komo) du composé HATNA-triester a été déterminée ae¥d.par
voltamétrie cyclique avec le ferrocene comme réfgee L'énergie de la LUMO est alors
déduite a partir de la valeur du gap de 2.9eV (détete par absorption UV) et vaut -3.4eV.
L’injection d’électrons (d’électrodes métalliquess a’autres couches organiques) dans
HATNA-triester est favorisée par le niveau LUMOstrBas (qui correspond a la bande de
conduction des semi-conducteurs), alors que I'tigacde trous est bloguée par un niveau
HOMO bas (correspondant a la bande de valence)].[lahs les études concernant les
HATNA hexa substitués -OC6 et -SC6, les énergissnileeaux orbitalaires frontiéres ne sont
pas déterminées par voltamétrie cyclique. Les asitgintéressent particulierement aux pics
de réduction, enregistrés a partir de films mirses molécules. Ainsi la molécule HATNA-
OC6 présente trois vagues de réduction a -1.2%3-kt -1.81V, associées aux pics
d’oxydation correspondants (Figure 62 gauche) [1D§ maniere similaire, la molécule
HATNA-SC6 présente trois vagues de réduction cestee-1.09, -1.35 et -1.60V mais aucun
pic d’oxydation n'est observé en dessous de 2Vufeigg2 droite) [118]. De par la faible
valeur du premier potentiel de réduction, les astastiment que les électrons doivent étre
facilement injectés dans ces composeés et que désutes sont de bons candidats en tant que

transporteurs d’électrons.
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Figure 62.Voltamétrie cycliqgue des molécules HATNA-OC6 (dagcet HATNA-SC6 (droite)

En conclusion, les énergies des orbitales frorgidd®®OMO et LUMO que nous avons
estimées pour les TrisK&,i et 8f,i semblent cohérentes par rapport aux résultatsorss
pour des molécules de structures proches. Cellggésentent un comportement cristal
liquide et sont présentées comme de bons transperteelectrons [53, 54]. Ainsi, si nos
Trisks ont bien des propriétés de cristaux liquidéstudes préliminaires décrites au
paragraphe suivant), il serait intéressant de téniaer leurs propriétés de transporteurs de

charges.

[I. Etudes sur le

thermotropique des TrisKs

préliminaires comportement

Nous avons étudié le comportement thermotropiqeeTdsKs a longues chaing§i et 8f,i
par DSC (differential scanning calorimetry), prempas dans la caractérisation de leurs
éventuelles propriétés de cristaux liquides. Letqmule utilisé est décrit en partie

expérimentale.

TrisK a trois chainesgf et 8f :

Les résultats obtenus pour le dérivé chl@fésont présentés Figure 63. Les deux cycles
thermiques effectués sont parfaitement superposalds transitions étant par conséquent
réversibles. Une premiere faible transition endattgue (3.18J/g soit 3.3kJ/mol) centrée a
71.4°C apparait. Le pic de fusion a 105.2°C (50r8kl)) est précédé par un tres faible
évenement exothermique (95.8°C, 2.56kJ/mol). Auctraasition n’est visible a de plus

hautes températures. Lors du refroidissementclégicristallisation centré a 49.5°C présente
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une plus faible enthalpie que celui de fusion (Kl/ol). Ce composé est caractérisé par une

surfusion d’environ 44°C.

4
105.17°C
B 71.37°C
£
0 95.7 _/JI
49.52°C

-2 T T T T
1] S0 100 150 200 25

Température (°C)

Figure 63. Courbe DSC du TrisKf.

La courbe obtenue pour le déri8Eprésente un pic de fusion centré a 81.2°C lorsrdmier

cycle. Aucun pic de cristallisation n’est observisidu refroidissement.

TrisKs a six chainesi et8i :

Les résultats obtenus pour le dérivé chldiréont similaires a ceux observés pour le composé
7f. La Figure 64 gauche représente le deuxieme eyukegistré. Nous avons cette fois un pic
de fusion tres net a 89.4°C avec une enthalpigatsition endothermique de 12.74J/g soit
20,3kJ/mol. Encore une fois aucune autre transitivest visible a de plus hautes
températures. Le pic de cristallisation est cesiré76.7°C avec une enthalpie de transition de
12.3J/g (ou 19,6kJ/mol). Dans ce cas la surfussirfagble (13°C environ) et les enthalpies

pour ces deux transitions sont quasiment égales.
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Figure 64.Courbes DSC des TrisK (gauche) e8i (droite).

Enfin les résultats obtenus avec le Tri8Ksont représentés en Figure 64 droite. Le pic de
fusion du premier cycle est net. Ici encore, cettesition endothermique centrée a 72.4°C est
large (63.8J/g soit 94.9kJ/mol). La courbe ne prissaucune nouvelle transition a plus haute
température. Un pic de cristallisation de faiblephtade apparait a 71.7°C avec une faible

enthalpie exothermique de 1.73J/g (2.6kJ/mol). &exééme cycle fait apparaitre un nouveau
pic de fusion centré a 81.3°C avec une enthalpe faible de 1.7J/g (2.53kJ/mol). Lors du

deuxieme refroidissement, le pic de cristallisatigdrapparait, superposable au premier
(70.6°c, 2.3kJ/mol).

A titre de comparaison, nous présentons ci-desesusourbes DSC des molécules HATNA-
OC12 et HATNA-SC12. Le composé HATNA-OC12 (Figute Gauche) présente des cycles
de chauffage/refroidissement réversibles indiqugntii ne subit pas de dégradation
thermique dans la gamme de température utilis&3Q0C). Le composé passe d’'une phase
cristalline a une phase cristal liquide colonnaitéenthalpie de transition de la phase
colonnaire a la phase isotrope est tres faibleguieest représentatif d’'une mésophase

désordonnée [70].
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Figure 65.DSC des composés HATNA-OC12 (d'apres [70]) et HATNB12 (d'aprés [68]).

Pour la molécule HATNA-SC12, certaines transitiarfsaute température ne sont pas visibles
en DSC et ne peuvent étre identifiées que paradiffsn des rayons X (Figure 65) [68]. Ce
comportement a déja été observé pour d’autres reéssg discotiques comme le
tetrabenzocyclotetraene [119]. Ce composé commarssedécomposer vers 250°C avant de
passer a une phase isotrope mais est néanmoirle gtahqu’a 230°C. Lors du premier
chauffage, un large pic endothermique apparaisteassocié a la fonte de la phase cristalline
notée Cr0. Les refroidissements et chauffagesieltér présentent des enthalpies plus faibles
pour cette unique transition autour de 100°C. Assde de cette température de fusion, une
seule phase cristal liquide est déterminée par D&Giffraction des rayons X révele elle la
formation d’'une seconde phase cristal liquide asdg de 149°C.

Les courbes DSC des TrisKs ne montrent aucune Heuvansition au-dela de la fusion. Les
dérivés semblent stables dans la gamme de tempenatilisée (0-230°) et I'on pourrait
rapprocher ce comportement de celui de leurs anaiATNA. Cependant, les analyses
DSC des TrisKf,i et 8f,i ne permettent pas a elles seules de conclure quant caractére
cristal liquide ou non. Celui-ci, peut étre moirtteadu pour les dérivésf et 8f n’arborant
gue trois chaines, semble néanmoins tout a faisegeable dans les cas des dérifiést 8i.
Ces études ne constituent donc qu’un premier paslaearactérisation des propriétés cristal
liquide de cette famille de composés. Des expéeencomplémentaires comme la
microscopie a lumiere polarisée en premier lieuleetdiffraction aux rayons X sont

indispensables pour conclure.
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Conclusions genérales et perspectives

Dans cette premiere partie, nous avons étudié aneetle famille de molécules aromatiques
planes de symétrie ternaire, les triazatrinaphttedg(ou TrisK), pour leurs propriétés d’auto-
assemblages bidimensionnels sur des surfaces.rthesg développée conduit a I'obtention
successive de deux dérivés, substitués ou nongsactdores sur les cycles internes du cceur
aromatique. Par ailleurs, elle permet une fonctdisation aisée de ce cceur et peut donc
donner acces a une grande variété de composes.

Les TrisKs synthétisés présentent une grande di&edsauto-assemblages sur graphite,
comme observé par microscopie a effet tunnel. Nums pu mettre en évidence la forte
influence des chaines alkyles sur I'organisatioe® molécules. En effet, 'augmentation de
leur taille conduit a la transition de réseaux gimétrie hexagonale a des réseaux en rangées
plus denses gouvernés par les interactions chafr@@ses et chaines-substrat. Par ailleurs
'augmentation de leur nombre (de trois a six) fasela formation d’assemblages en rangées
de dimeres. Enfin, l'introduction de chlores surcigle aromatique stabilise les réseaux en
nid d’abeille. En renforgant les interactions cawmatique-substrat, ces halogenes retardent
I'apparition d’organisations en rangées gouvermaedes chaines alkyles.

Il serait intéressant d’étudier ces dérivés entspsoopie tunnel afin de mieux caractériser ce
systeme et comprendre ses comportements. D’autrelgmréseaux en nid d’'abeille formés
pourraient servir de systeme hodte en accueillaaitdes molécules dans leurs cavités. Enfin,
la substitution du coeur par d’autres halogenes gtdrait une étude systématique de leur
influence.

Des études préliminaires ont été menées afin dactgaiser les propriétés électroniques et
I'éventuel caractere cristal liquide de certainsKs. Si elles n'apportent pas aujourd’hui de
données concluantes, elles ouvrent la voie a dedegtcomplémentaires qui, espérons-le,
établiront les TrisKks comme une nouvelle famille destaux liquides discotiques
transporteurs de charges.

En attendant des études plus poussées quantapkitude a former des phases cristal liquide,
cette classe de composés a d’ores et déja trowaréagonde application, biologique celle-ci,
en tant qu'agents stabilisant d’ADN G-quadruplek&tude de la stabilisation de cette

structure par des petites molécules fait I'objetadeeconde partie de cette thése.
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Introduction

La deuxieme partie de ce travail de thése est cobsa la synthése et I'étude de nouveaux
ligands d’ADN G-quadruplexe. Dans cette introducticnous présenterons I'ADN G-
guadruplexe, sa structure et son role biologiquanad’ exposer les ligands existants pour
cette structure. Cette seconde partie s’articidagalite autour de trois axes :

1- I'étude de linteraction avec 'ADN quadruplexi®e molécules aromatiques de symétrie
ternaire, dérivés de la famille des TrisKs présemi&ceédemment, constituera le premier
chapitre de cette partie,

2- les résultats obtenus avec des complexes nogiedlide terpyridine seront présentés au
Chapitre 2, mettant en évidence le réle critiqueladgéométrie du centre métallique dans
I'interaction de ces molécules avec le quadruplexe.

3- Enfin nous avons développé des complexes denglgiermettant de piéger les G-
guadruplexes de maniére irréversible ; I'étudeedr mode d’interaction avec cette structure

d’ADN sera présentée au Chapitre 3.
I.  ADN G-quadruplexe, structure et rble biologique.

l.1. Caractéristiques des structures G-quadruplexes

L'unité constitutive élémentaire de 'ADN quadrupdeest le quartet ou tétrade de guanines
(G-quartet). Celui-ci est formé par 'assemblagejdatre guanines coplanaires, reliées par un
réseau de huit liaisons hydrogene sur leurs cotedsdi-Crick (N(1)H et N(2)H) et
Hoogsteen (N(7) et O(6)). Si des structures seagmxlde guanosines monophosphates ont
été mises en évidence dés le début des années[l]9da formation de la structure G-
guadruplexe est démontrée par le groupe de Darid®9€5 [2, 3]. Celle-ci est constituée de
'empilement de G-quartets (deux au minimum) forinare hélice droite a quatre brins [4].
Cette structure est par ailleurs stabilisée paradti®ns désolvatés, octacoordinnés par les
groupes carbonyles de deux quartets successifegdStabilité de la structure formée dépend
de la nature du cation selon I'ordre suivant>Rb™>Na">Li*=Cs' et Sf*>Ba&">Cd " >Mg**

[6]. Celui-ci est assez bien corrélé avec le raipomque des cations mais le colt en énergie

nécessaire a leur désolvatation est égalementcteufamportant.
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Une structure G-quadruplexe peut étre formée airpaet fragments d’ADN ou d’ARN

présentant au moins deux guanines successivesistimgde plusieurs types de structures
guadruplexes selon le nombre de brins d’acideséias les constituant (et donc selon le
nombre de guanines conseécutives qu’ils comportefiemchainement de ces répétitions de

guanines) : intermoléculaires (tétra- ou bimoléicaty et intramoléculaires (Figure 66, [7]).

Tetramoléculaire Bimoléculaire Intramoléculaires

Figure 66. Structures G-quadruplexe et molécularité: G-qupldxes tétramoléculaire,
bimoléculaire et intramoléculaires, d’apres [8].

Les structures bimoléculaires et intramoléculaisesmt caractérisées par la présence de
boucles (formées par les nucléotides situés emsebtbcs de guanines successives) pouvant
présenter plusieurs conformations : latérales, afiatps, en forme de V (‘V-shaped’) ou

‘double-chain reversal’ (Figure 67).

Latérale Diagonale Double chain reversal
Figure 67.Boucles de G-quadruplexes, d'aprées [9].
Enfin les guanines formant les quartets peuvergemt&r une conformation glycosidigsyn
ou anti provenant d’'un changement d’orientation dans hafigement du sucre avec la base.

La présence de guanines de conformatgymset/ouanti dans un quartet induit une variation

dans la taille des sillons (Figure 68).
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moyen

) Anti
Anti

g’\
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mad

Conformations glycosidiques

Anti moyen Anti

Figure 68. Conformations glycosidiques des guanines et camstgs sur la taille des sillons,
d’aprés [10].

Les structures G-quadruplexes sont donc caracédrigér un important polymorphisme da a
la molécularité, aux orientations des brins et aorformations possibles des boucles. Les
différentes structures G-quadruplexes pouvantfétraées par I'ADN télomérique qui nous

intéresse particulierement dans le cadre de caitrdw these seront présentées §ll.1.
l.2. Réles biologiques.

Les structures G-quadruplexes ne se forment quiE&sepce de cations, le potassium
induisant la plus grande stabilité. Les concerdratiioniques typiques rencontrées dans les
cellules étant 100mM ¥ 10mM N4&, 0.5mM Md*, 0.1pM C&" et 5-15mM Cla pH 7.2, la
formation de ces structures semble donc tout &faitsageable en conditions physiologiques.
Des études de dénaturation thermique sur la steiGeguadruplexe intramoléculaire formée
par la séquence AT.,AG3); dérivée de la séquence télomérigue humaine damss de
conditions proches des conditions physiologique80ifiM K', 10mM Nd, pH 7.0)
fournissent des données thermodynamiques de famatie cette structure AG°=-
4.6kcal/mol et K=1750 a 37°C (et température de idbssociation de 63°) [11]. Elles
montrent ainsi que des séquences riches en guaromsfortement susceptibles de se
structurer spontanément en G-quadruplexe dans deditions physiologiques. Il faut
toutefois garder a I'esprit que des régions simpléss (ou I'ouverture d’'un ADN duplexe)
sont nécessaires a la formation d’'une structurei&haplexe.

Malgré la forte probabilité de I'existence de c&siguresin vivo, les preuves tendant a la
démontrer sont encore essentiellement indirectes.nDmbreuses études suggerent que
’ADN gquadruplexe pourrait avoir un role dans diffats processus biologiques tels que la
réplication, la division cellulaire ou encore lgguéation de I'expression de certains genes
[12].
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Des études bioinformatiques sur le génome ont miswdence I'existence de 376000
séquences susceptibles de former des structurasa@iplexes intramoléculaires [13-15].
Ces séquences sont présentes dans certaines ré@jgsnslu génome pour lesquelles la
formation de G-quadruplexes intra- ou inter-moléaoek a été proposée ou démontrée : outre
les télomeres que nous développerons au paragsaph@nt, on peut citer les régions de
commutation des chaines lourdes des immunoglosu[it@ 17], les mini-satellites, 'ADN
ribosomique [18], les promoteurs de géenes [19}téiacla de I'hnypoxie HIF1le et VEGF) et
d’'oncogenes (bcl2, kras, c-kit, ou encore c-mye@s ktructures G-quadruplexes déterminées
par RMN de certains de ces promoteurs sont repéesefigure 69.

De facon intéressante, la distribution de ces sémpsesusceptibles de se structurer en G-
quadruplexe n’est pas aléatoire et est corrélée kvéonction du géne [20]. Il a ainsi été
démontré que les génes assurant la stabilité clsomique (dits suppresseurs de tumeurs)
ont des régions promotrices pauvres en séquenpablea de former des G-quadruplexes,
alors que celles qui accroissent l'instabilité chosomique (les oncogénes) en sont riches.
Ceci constitue un argument fort en faveur du r&dseatiel des quadruplexes dans la
modulation de I'expression génétique.

Dans le cadre de la formation de structures G-quuelxes, I'oncogéne le plus étudié est le
promoteur dee-myG oncogene codant pour une protéine régulatrida geolifération et de la
croissance cellulaire. Des ligands capables dagfier spécifiquement avec les G-
guadruplexes intramoléculaires formés par cettaiesgrp ont été développés [21]. Ceci
constitue une nouvelle stratégie anti-cancéreusanvila répression de la transcription de
'oncogénec-mycpar la formation et/ou la stabilisation du G-quaudiene dans le promoteur.
Un de ces ligands, la quarfloxin [22], est ainsteajour en phase Il de développement

clinique.
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c-myc (1:2:1) c-kit

c-myc (1:2:1) . TGAGGGTGOGEAGGEGTGOGGAA-D
c-kit 5 -AGGGAGGGOGCTGGGASBAGGG-3
Bcl-2 5-GGGCGCGGGAGGAATTGGGCGG G-3

Figure 69. Structures G-quadruplexes intramoléculaires et esézps de certains promoteurs en
présence d’ions K(déterminées par RMN : c-myc [23, 24], c-kit [2BEI2 [26]) (d’aprés [19]). Les
guanines de conformation syn sont en rose, ceflemdformation anti en rouge.

L’argument le plus probant quant a la formationcds structuresn vivo est certainement
I'identification de protéines de plus en plus noeuses (et chez différentes especes)
interagissant spécifiguement avec les G-quadruplexeitro [27]. Parmi celles-ci, on peut
citer :

- les protéines reconnaissant spécifiguement lesrgpkekes

- les protéines induisant et régulant la structurgu@druplexe (‘Telomere Binding
Proteins’ TEBP des cilieé©xytricha nova Stylonichia lemnaeet Saccharomices
cerevisiad28, 29] par exemple).

- les protéines capables de défaire ou de déstabiletee structure : on distingue les
résolvases (Potl chez 'homme, voir 8IJ3D]) et les hélicases. Ainsi les hélicases
humaines BLM et WRN (déficientes dans les syndrode$®loom et Werner) sont
capables de résoudre des G-quadruplexes tétrantatésy31-34].

- les protéines capables de couper ces structuresnueléases parmi lesquelles la
protéine GQN1 spécifiqgue de 'ADN G-quadruplexe][35

Bien que moins nombreuses, des preuves directésxitence des G-quadruplexesvivo
ont également été obtenues. Ainsi, des anticorpsjaadruplexe (Sty49) ont été générés au

sein du ciliéStylonichia lemnaet ont conduit & une immuno-réponse forte au seiseab
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macronoyaux [36]. D’autre part, dans des cellulem&ines, un ligand radiomarqué au tritium
(®H-360A, voir §111.1.3) hautement spécifique des Gadruplexes se localise aux extrémités
chromosomiques, les télomeres, ou la formationedestructures est probable [37].

Enfin, de courtes séquences d’oligonucléotides tagctarant en G-quadruplexi& vitro
peuvent avoir des effets cellulaires. C’est le dascertains aptameres (courtes séquences
d’acides nucléiques se liant a des protéines pample) comme celui de la thrombine

présentant des propriétés anti-coagulantes [38, 39]
lI. Télomeres et G-quadruplexes télomériques

Les télomeéres, complexes nucléoprotéiques situéermémités des chromosomes chez les
eucaryotes, ont un réle de protection contre lednéments provoquant une instabilité
génetique, entrainant des dégradations, des renaisbns, ou encore des fusions inter-
chromosomiques [40]. lls protégent également lenedtgénétique des cassures double brin
et des pertes d’information au cours des divisioelulaires. Les télomeres sont liés au
vieillissement cellulaire et au potentiel limité deplication des cellules. En effet, dans les
cellules somatiques humaines, les télomeres sonbuecis a chaque division cellulaire, en
raison de l'incapacité de '’ADN polymérase a leglicier entierement. Ce phénomene est
connu sous le nom de « end replication problemossdu’une limite d’érosion est atteinte
(appelée limite de Hayflick [41, 42]), la celluléest plus capable de se diviser et rentre en
sénescence. Il existe cependant des mécanismeasidimance de la longueur des télomeres.
L'un deux est assuré par une enzyme spécifiqueéltanérase. La structure de I'ADN
télomérique, substrat de cette enzyme, a une griafidence sur la processivité de celle-ci.
C’est pourquoi nous nous attacherons tout d'abordéeérire les différentes structures
possibles de I'ADN télomérique, puis celle plus bgie du télomerei.e. de I'ADN
télomérique associé aux différentes protéineswjsdnt spécifiques). Nous étudierons enfin

l'influence de ces différents parametres sur lefiomnement de la télomérase.
I.1. ADN télomeériques : séquences et structures G-quadplexes
Les télomeres sont composés de répétitions d'ugeiese€e d’ADN riche en guanines

largement conservée au cours de I'évolution et atif ménéral T/A1—_4G(1-s) [43]. Ainsi chez
tous les vertébrés, la séquence répétée,AshsI
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Leur taille, en revanche, varie entre les espedesy a 15kb chez I'homme) et d’'un
chromosome a l'autre au sein d'une méme celluld. [#4 la majeure partie de I'ADN
télomérigue est double brin, I'extrémité 3’ se prite sous la forme d’un simple brin sortant
riche en guanines connu sous le nom de G-overhanfpngueur de cette extrémité 3’ varie
en fonction des espéces de 12 a plusieurs centdsnésmses (100 a 200 en moyenne pour
’homme). Cette extrémité simple brin joue un réssentiel dans la structure des télomeres et
dans leur role de protection des chromosomes ; sdht également d’amorce pour les
enzymes de réplication.

Simple brin riche en guanines, I'extrémité télorgéd semble particulierement adaptée pour
la formation de structures G-quadruplexes. Nousiowes intéresserons ici qu’aux structures
guadruplexes intramoléculaires formées par I'ADNort&riqgue humain. Une premiére
structure G-quadruplexe pour cette séquence aéétue en présence d’ions sodium par
RMN par I'équipe de D. Patel. Cette structure, ditgiparalléle en raison de l'alternance
réguliére de la polarité des brins, est caracténs la présence d’'une boucle diagonale et de
deux boucles latérales (Figure, 7495, 46]). En présence de potassium, ce qui estmoche
des conditions physiologiques, les G-quadruplex@sndés par la séquence télomérique
présentent un fort polymorphisme. Une structurgaésolue par diffraction des rayons X par
le groupe de S. Neidle; elle présente des brinallples et des boucles de type ‘double chain
reversal’ (Figure 70[47]). La pertinence de cette structure a cependdé beaucoup
discutée ; les conditions de cristallisation poemaen effet influencer la formation d’un tel
repliement. Enfin, deux structures dites ‘hybridegralléles/antiparalleles formées par la
séquence télomérique modifiée a ses extrémitéétérdéterminées par RMN par les groupes
de A. T. Phan et de D. Yang (Figure, T88-51]). Elles sont caractérisées par la présence
d’'une boucle de type ‘double chain reversal’ etddex boucles paralléles. Notons que ces
formes hybrides ont aussi été récemment détermpeeRMN sur la séquence télomérique
native [50]. Le polymorphisme est donc une cari&tique inhérente a la séquence

télomérigue humaine.
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Antiparalléle Paralléle

G168

G117

G118

Na* (NMR) K* (RX)

Hybride 1 Hybride 2

K* (NMR) K* (NMR)

Figure 70. Structures G-quadruplexes intramoléculaires pouséquence télomérique humaine :
forme antiparalléle (5-A&T,AG3)s-3’, résolue par RMN en conditions Nd45]), forme paralléle
(5’-AG3(T,AG3)s-3", résolue par cristallographie en condition$, K47]), forme ‘hybride 1’ (5'-
A3G3(T,AG3):A,-3", résolue par RMN en conditions*K[48, 52]) et forme ‘hybride 2’ (5-
T.,AG3(T,AG3)sT»-3', résolue par RMN en conditions*K[50]) (d'aprés [53]). Les guanines de
conformation syn sont en rose, celles de confoonatnti en jaune.

Des études menées par le groupe de J. D. Griffith d@montré que les extrémités
chromosomiques s’organisent dans une configuratmmlinéaire appelée T-loop. Dans ce
modele, I'extrémité 3’ simple brin du télomere f@arane large boucle par l'invasion de la
région double brin en amont (Figure 71A(bas), [54]p formation de cette T-loop
participerait au réle de protection du téloméren@asquant son extrémité 3’ simple brin par
association avec les protéines télomériques que atlans présenter dans le paragraphe
suivant. Notons que la formation de G-quadruplaxaigeau de I’ADN télomérique pourrait
perturber cette T-loop et par la méme altérerdgnité des télomeres.

Par ailleurs, des arrangements alternatifs de®reites télomériques faisant intervenir des
structures G-quadruplexes ont été envisagés. Ailesi,formation d'un quadruplexe
intramoléculaire pourrait protéger le G-overhangg@fe 71C gauche). La formation de

structures hybrides pourrait par ailleurs permetempilement de G-quadruplexes tout au
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long de I'extrémité simple brin entrainant une cawstpn du G-overhang (Figure 71 drgite
[55)).

Extrémité
Duplexe simple brin

Figure 71.TélomeresA. (haut) ADN télomérique humain (duplexe 2-15kb, simplenb6GGTTA-
100-200nt)(bas) Modele de la T-loopB. T-loop formée par 'ADN télomérique (de celluleglth)
observée par microscopie électronique [%2l]Conformations alternatives envisagées baséesesur d
structures G-quadruplexes.

.2 Protéines télomériques, complexe ‘shelterin’ et témérase

11.2.1. Complexe ‘shelterin’

Un ensemble de six protéines (au moins) spécifigiesstéloméres s’associe a la séquence
télomérique et protége les extrémités des chromeso@e complexe est appelé ‘shelterin’
[56]. Parmi ces six protéines, trois dentre elles lient directement aux répétitions
télomériques : TRF1 et TRF2 se liant a la partiebd® brin et POT1 fixant préférentiellement
'extrémité simple brin de séquence 5'-(T)TAGGGTTAG Celles-ci sont reliées entre elles
par trois protéines supplémentaires: TIN2, TPPIRAP1 (Figure 72A), assurant une
connexion entre le double brin télomérique et Fémtité 3’ sortante. L'ensemble de ce
complexe joue un réle dans la maintenance des &ksret permet de les différencier d’un
site de dommage de I'’ADN.

113



Partie 2 - Introduction

Le complexe shelterin affecte la structure desmél@s, modulant ainsi la régulation de leur
protection (et de leur longueur). En effet, il Espligué dans la formation de la structure T-
loop (Figure 72B). Il a été montré que TRF2 estabipde former la T-loom vitro [57]. Le
réle de ces protéines dans la formation de cettelban’a cependant pas été teistévivo.
Dans cet état fermé, I'extrémité 3’ est protégée @enements de dégradatiae.(n’est pas
reconnu par la machinerie cellulaire comme un HiAkDN dégradé) ou d’élongation par la
télomérase.

Les télomeres peuvent également présenter un@attqdurant les étapes de réplication ou
d’élongation) (Figure 72B). Dans cette configuratides protéines du complexe shelterin
seraient localisées sur I'ensemble du téloméragtuniqguement a la jonction entre la région
double brin et I'extrémité 3’ [56]. POT1 semble gown rdle essentiel dans la régulation de la
longueur des télomeres, cette protéine permetsa@it 'activation soit I'inhibition de la
télomérase selon sa position sur le simple bridogic selon I'accessibilité de I'extrémité 3’
[58].

A. Complexe shelterin B

T-loop

RTF|1.TFII;apl i o o c o
Caroner g g ded i,

Figure 72.A. Complexes shelterin : POT1 se lie au simple bmdigaque TRF1 et TRF2 sont fixées
sur le double brin ; elles sont reliées par l'intédiaire de TIN2 et TPPB. Télomére replié en T-
loop ou état ouvert (et complexes shelterin asspEd]

L’altération de certaines protéines du complexeltstie induit des dysfonctions des
télomeres qui activent les voies de réponse auxnthyes de I'’ADN. Ainsi, I'inhibition de
POT1 ou de TRF2 entraine le recrutement de factdarsiommages a 'ADN [59], un
raccourcissement de I'extrémité 3’, et la formatitenfusions chromosomiques [60].

Outre les six entités du complexe shelterin spoes des télomeéres, il existe d’autres
protéines interagissant avec les télomeres. Ongasit citer des protéines régulant I'activité
de TRF1 et TRF2 (tankyrases) ou les hélicases (BUMVRN évoquées précédemment) qui
interagissent avec TRF2 et qui pourraient permé&ttrésolution de la structure T-loop [56].
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11.2.2. Télomérase

La télomérase est une enzyme qui permet de maiéeloingueur des télomeres, luttant ainsi
contre leur érosion naturelle. Initialement idegagfchez un cilié [61], elle a ensuite été mise
en évidence dans de nombreux organismes [62].lbenétase est une transcriptase inverse,
elle synthétise et ajoute des répétitions télomésq(5’-GGTTAG-3' chez I'homme) a
'extrémité 3’ simple brin grace a une matrice ARNI est rétro-transcrite [63]. Elle est
constituée d’'une sous-unité catalytigue hTERT (pdwrman Telomerase Reverse
Transcriptase) et d'un ARN hTR (pour human Telorser®NA, comprenant une matrice de
séquence 5-CUAACCCUAAC-3)).

La télomérase présente une activité significatemesda majorité des cellules cancéreuses (85-
90%) alors qu'elle est faiblement détectable daes dellules somatiques normales (a
I'exception de certaines cellules souches commnlescighpliquées dans le renouvellement des
tissus) [64]. De plus, contrairement aux cellulasagreuses dans lesquelles elle rallonge les
télomeres a chaque cycle cellulaire, elle ne fepad participer au maintien de leur intégrité
dans les cellules somatiques. Cette enzyme coasdibmc un marqueur quasi-universel du
cancer chez 'homme et représente une cible thefigpe trés intéressante. De plus, la
présence d’'une activité télomérase dans de tedlbdes confirme le rdle qu’a cette enzyme
dans le maintien de leur pouvoir de réplication.

Dans les 10-15% des cellules cancéreuses ne paatepas d’activité télomérase, la
maintenance de la longueur des télomeres est asparéun autre mécanisme appelé ALT
(‘alternative lengthening of telomeres’) [65]. Cietil n’est pas encore élucidé mais passerait

par des recombinaisons entre télomeres [66].

La télomérase fonctionne de maniére processivest-a-dire par étapes successives

d’élongations et de translocations. Son activitdastcessibilité a son substrat doivent étre

régulées [67]. En effet, la longueur des télomédEms les cellules présentant une forte

activité télomérase) est maintenue constante maiggmente pas. Ce phénomeéne est appelé
homeéostasie des télomeres. Les mécanismes derégti@tion sont encore méconnus mais

les différentes configurations des téloméres (plau conformation ouverte) présentées

précédemment pourraient y participer.
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11.2.3. Inhibition de la télomérase

Le potentiel de réplication illimité est une desacdéristiques des cellules tumorales. Sachant
gue la télomérase doit participer activement a oecgssus, elle constitue une cible
intéressante en stratégie anti-cancéreuse. De eos¥® stratégies d’inhibition directe de
cette enzyme ont été développées [68-71]. Cellashtént les composantes de I'enzyme
hTERT et/ou hTR, et utilisent pour cela des inleibis catalytiques ou des antisens par
exemple. Si l'inhibition directe de la téloméraseupentrainer un arrét de croissance des
cellules tumorales et constitue donc un moyen déreeces cellules sénescentes, elle présente
également quelques restrictions. Certaines celhdesales présentant également une activité
télomérase, ces stratégies peuvent donc poseradegmes de sélectivité. D'autre part, elles
visent un raccourcissement progressif des télomeéees efficacité dépendra donc de la taille
initiale de ceux-ci et peut étre retardeée.

Une voie d'inhibition indirecte de la télomérasesate actuellement un vif intérét et est a
I'origine de la seconde partie de ce travail des¢héElle consiste cette fois-ci a modifier la
conformation du substrat de I'enzyme en stabilideststructures G-quadruplexes au niveau
des télomeres par des ligands synthétiques. CHitelisation a en effet démontré une

capacité a inhiber la télomérasevitro [72].
lll. Ligands de G-quadruplexe

Nous présentons ici les nombreuses familles de oeéw étudiées pour leur aptitude a
stabiliser et a interagir spécifiguement avec legu@druplexes. Leur sélectivité vis-a-vis des
autres structures d’ADN est une préoccupation ¢ietlen La formation de G-quadruplexies
Vivo reste en effet certainement un événement margaratapport a la forme canonique de
’ADN en double hélice. Le mode d’action supposéceds ligands sera ensuite énoncé. Ce
paragraphe sera enfin l'occasion de présenter i#érahtes techniques utilisées pour
caractériser l'interaction de ligands avec lesctmes G-quadruplexes.

l.1. Familles de ligands et modes d’interaction

La structure des G-quadruplexes et en particididarge surface aromatique que constitue un
G-quartet, est particulierement adaptée a la reaiesance par des molécules aromatiques
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planes de surface étendue. Ainsi dans la pluparicds, la stabilisation des G-quadruplexes
provient des interactions de-stacking entre le ligand et un des quartets exseanquelles
s’ajoutent des interactions électrostatiques etdrenolécule chargée positivement et le

squelette anionique du quadruplexe (Figure 73).

Boucle

G-quartet
Sillon

Figure 73.Sites d'interaction des ligands avec les struct@egiadruplexes.

Il s’agit alors de trouver le bon équilibre entee durface aromatique (et sa forme) et le
nombre de charges du ligand afin d’obtenir uneefaffinité pour le G-quadruplexe et une
bonne sélectivité vis-a-vis des autres formes d’ADM présence ou la formation de
structures G-quadruplexes ne devant étre qu’'unghéne d’occurrence minime par rapport
a la forme canonique double brin, la sélectiviteuescritere essentiel dans le développement
de ligands de G-quadruplexes. Deux revues récedétsillent les nombreux ligands
développés [73, 74]. Nous ne présentons ici quedagposes les plus étudiés ou d’un intérét
particulier dans le cadre de cette theése. Lesrdiftés origines de la nature cationique des
ligands (N-méthylation, protonation de chaines pates, complexation d'un centre
métallique) nous serviront de base pour classediberses familles de composés étudiées
[74].
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M.1.1. Ligands anionigues ou neutres

Cette premiére catégorie est la plus restreintes nalie comprend laélomestatine
actuellement I'un des meilleurs ligands de G-qupldxe (T,,=24°C - cette valeur est
fournie par le test FRET, méthode décrite au 8R|.2t permet d’évaluer et de comparer
I'affinité des ligands pour les G-quadruplexes fagteur de sélectivité de 70) et le meilleur
inhibiteur de la télomérase vitro (test TRAP, ICs=5nM) [75, 76]. C’est un macrocycle
naturel neutre a huit cycles isolé 8eptomyces annulatymar le groupe de K. Shin-ya. La
capacité de ce ligand a induire et a stabiliseldaguadruplexes et a inhiber la prolifération
de cellules télomérase-positives a été démontraesydthése totale, décrite récemment,
s’avere longue et difficile [77]. Des dérivés detédomestatine ont donc été développés,
comme lebistrioxazole acétate[78] et le macrocycle hexaoxazole de structure méche
HXDV [79, 80]. Ce dernier stabilise les G-quadruplg¥ds ,=17°C) sans action notable sur
les duplexes ou les triplexes et est un agent @yiqiie puissant contre certaines lignées de
cellules cancéreuses.

Enfin, la porphyrineNMM , bien que chargée négativement a pH physiologieste,in ligand
de G-quadruplexe tres sélectif [81, 82]. Elle pnésen contre partie une affinité moindre. Ce

ligand présente aussi une activité inhibitrice eigaines hélicases.

OH

0 0
S
H I OM \ o
NN o NTTR
- / —N N o]
O.__N N A R‘Q; o)
NH HN OH
7N N“ o o) AX‘R _
= N N=
/OWO 0"\ 4

Telomestatin R = CH,OACc Bistrioxazole acetate NMM
R = CH(CH3),: HXDV

Figure 74.Exemples de ligands de G-quadruplexes neutresionigues.

! Ce test, largement employé pour caractériserpadié des ligands & inhiber la télomérase
in vitro, s’est averé inapproprié (De Cianét.al. Proc.Nat.Acad.Sci. USR007, 17347)
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.1.2. Ligands protonés sur des chaines latérales.

L’introduction de chaines latérales protonables wursquelette aromatique confere a une
molécule un double caractére hydrophile et hydrbphet contribue a solubiliser les systemes
aromatiques dans l'eau. Ces caractéristiques strauvées dans bon nombre de ligands
d’ADN et en particulier sont a l'origine du premidéigand de G-quadruplexe en tant
d’inhibiteur de télomérase : I'amidoanthraquinonsubistituéeBSU1051développée par le
groupe de S. Neidle [83]. Les modifications struglies successives de cette famille ont
conduit au développement d’acridines substituéey. [Ba structure des acridines 3,6-
disubstituées, dont le dériBSU6039(Figure 75) a permis I'obtention d’'une structur &e
son association avec le quadruplexe et la confiomate ce mode d’interaction [85], a été
optimisée vers les acridines 3,6,9-trisubstituéaalles-ci peuvent interagir avec trois des
guatre sillons du G-quadruplexe. Ainsi, le ligdBRACO-19 (Figure 75) présente une forte
affinité pour les G-quadruplexeAT,=27°C), une bonne sélectivité pour ces structuegs p
rapport aux duplexes, une activité en test d’infubi de la télomérase et des propriétés

d’inhibiteur de la prolifération de cellules canegses [86, 87].

Des ligands possédant une surface aromatique pémsiiee comme le péryléne diimide
PIPER (Figure 75) ont été développés par les groupek. déurley et de S. Kerwin [88].
L’état d’agrégation de ce composé, variable avepHe semble dicter sa sélectivité G-
guadruplexess ADN duplexe [89, 90]. Des ligands pentacycliquesdgs, legjuinacridines,
ont été développés au laboratoire [91]. Le meilland de cette famillIMQ 3 (Figure 75)
présente une forte stabilisatioiT;,=20°C) et une forte aptitude & inhiber la téloméias
vitro. Une structure RMN de [linteraction du dérivdMQ ; avec un quadruplexe
tétramoléculaire révéle le recouvrement d'un quadrterne par le cceur aromatique
(empilement sur trois guanines simultanément ;skds d’acridinium n’en recouvrant que
deux) et les interactions des chaines aminéesleseailons du quadruplexe [92]. Notons que
les triazatrinaphthyléne$risKks développés au cours de ce travail sont une exterdes
qguinacridines et que ce motif a servi de base p@wonception d'un complexe hybride
présenté au Chapitre 3.

Un dimere macrocyclique de quinacridiB®Q; a également été synthétisé (Figure 75). Ce
composé présente une forte affinité pour le G-qualdke QT,,=28°C), une meilleure

sélectivité que le monomere correspondant et utdtaal’inhibition de la télomérase [93].
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Plus réecemment, un certain nombre de ligands ad@asynthétique plus rapide ont été

étudiés, comme les biarylpyrimidines [94] et lestté@zoles [95, 96] (Figure 75).
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Figure 75.Ligands de G-quadruplexe, protonés sur des chéitéales.

Actuellement, de nouvelles stratégies visant a imaglla spécificité d’interactions avec les

structures G-quadruplexes apparaissent. Elles stensi a introduire des interactions

spécifiques supplémentaires avec d’autres élénsénisturaux des quadruplexes, comme les
boucles. Des conjugués quinacridines-néomydl@&) (Figure 75) ont été développés dans
ce sens au laboratoire et montrent une forte mdéér pour les structures G-quadruplexes
présentant des boucles [97]. Cette approche pedifarvisager une sélectivité des ligands
entre différentes structures G-quadruplexes.

Une famille de trioxazoles macrocycliques a égalegnéeé développée [98, 99]. Ces derniers
ont démontré une meilleure affinité pour le quatkke formé par la séquence du promoteur
c-kit par rapport a la séguence telomérique (FigureUs)autre ligand de symétrie ternaire,

également un oligoamide macrocycligue mais a basquiholines (Figure 75), présente en

revanche une trés bonne affinité pour ces deuxctsiies [100]. Cette sélectivité intra-
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guadruplexe (et en particulierkit vs telomérique) est enfin également atteinte dear

dérivés trisubstitués d’isoalloxazines (Figure [AR)1].

Enfin, deux molécules ont été décrites pour interpgtentiellement avec les sillons du G-
quadruplexe (Figure 76). Il s’agit de la carbocyenDODC [102] et d'un dérivé
bifuryldiamidine DB832[103]. Ce dernier ligand semble montrer une sélgétvis-a-vis du
duplexe et une discrimination intra-quadruplexaissiant entrevoir I'important potentiel de ce

mode d’interaction, encore tres peu développé.

I\
QD P
K ) H,N
H,N
DODC DB832

Figure 76.Potentiels ligands de sillons des G-quadruplexes.

.1.3. Ligands N-méthylés

Le développement de ligands N-méthylés est uneoapprconsistant a méthyler et donc a
charger positivement des azotes appartenant aydles aromatiques. Dans cette catégorie, la
porphyrine TMPyP4 (Figure 77) a été un des premiers ligands de Ghagpéexe étudié
particulierement en tant qu’inhibiteur de télomérfi04]. Cette molécule présente une bonne
affinité pour le quadruplexeAT1,=17°C) et surtout régule négativement I'expressien
certains oncogénes [21]. Cependaht)PyP4 se révele trés peu sélectif de la structure
guadruplexe [81] et son mode d’interaction avec@eguadruplexes fait actuellement débat.
Si des analyses RMN (sur un quadruplexe intramtdéeudérivé de la séquence denyq
[105] ont proposé, comme attendu, une interactemepnpilement sur les quartets externes,
une étude en cristallographie (sur un quadruplexml@culaire de la séquence télomérique
humaine) montre que ce ligand interagit par emplatnsur les bases TTA de la boucle et non
avec les quartets [106].

Dans la famille des macrocycles cationiques, laplpgazine 3,4-TMPyPz (Figure 77)
interagit avec le G-quadruplexe télomérique humemec de bien meilleures affinité et
sélectivité [107]. Enfin la disélénosapphyrilge2SAP (Figure 77) se lie fortement et
spécifiqguement a '’ADN quadruplexe (environ 50 fpiar rapport au duplexe, évaluée par

SPR - surface plasmon resonance).
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Cette catégorie de ligands contient également umaioe nombre de molécules non
macrocycliques. Parmi elles, I'acridinium pentaayet RHPS4 (Figure 77) a été identifiée

comme un bon inhibiteur de télomérase et un agehtisant le raccourcissement et la
déprotection des télomeres [108, 109]. De plus,msode d’interaction avec une structure G-

guadruplexe a été parmi les premiers a étre détérpar RMN [110].

Aprés s’étre intéressés a des dérivéshidium [111], les équipes de J.-L. Mergny et J.-F.
Riou ont développé une famille de triazines. Leivéébisquinolinium12459 (Figure 77)
présente une affinité modéréaT(,,=8°C) mais une bonne sélectivité et une forte dépac
d’inhibition de la télomérase [112]. Il induit uaacourcissement des télomeres et I'apoptose
dans des cellules humaines télomérase-positiveshs structurellement, une sérieRi2C,
pyridodicarboxamides [113, 114], a été étudiée picemment et s’avere trés intéressante.
Les composé807A et 360A (Figure 77) présentent en effet une trés forteilation des G-
guadruplexes/T1,=23°C) et sont trés sélectifs. De plus, ils inhiblentélomérase [115], et
induisent un arrét de croissance et I'apoptosedlleles immortalisées. Enfin, ces ligands
apportent de nouveaux arguments pour I'existence qiedruplexesn vivo. En effet, le
composé 360A tritié se fixe préférentiellement dans les régiot&domériques des
chromosomes [37]. Des dérivés phénantrolines d€®bB&3, lesPhen-DC (Figure 77) ont été
développés au sein du laboratoire [116]. Ces ligasiddaptent parfaitement a la géométrie
d’'un quartet et s’avérent particulierement prometgaffinité et sélectivité comparables a la

télomestatine).
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B 4
SR

3,4-TMPyPz

@7%7

PDC 360A Phen-DC

Figure 77. Exemples de ligands de G-quadruplexe cationiques rpéthylations d'azotes
aromatiques.

.1.4. Complexation d’'un centre métalligue

Le développement de complexes métalliques en taetligands d’ADN quadruplexe est
beaucoup plus récent. Il a été supposé que le métatal se positionne au dessus du canal
ionique formé dans le G-quadruplexe, induisantiainsempilement optimisé de la molécule
complexante sur le quartet. Nous avons étudié egifgoche a travers les complexes de
terpyridine présentés au Chapitre 2.

Les premiers exemples de ce type de ligands sentalaplexes métalliques de Gu(Ni(i),
Mn(in) de la porphyrineTMPyP4 (Figure 78 [104, 117]),les complexes métalliques de
Zn(i1) de la porphyrazind MPyPz [107] et de la phtalocyaningnPc [118]. Parmi les plus
performants, leNi(1l)-salphéne (Figure 78 [119]) est décrit avec une trés forte affinité

(AT1,=33°C) et une trés bonne sélectivite.Ma(i1l )-porphyrine (Figure 78[120]) posseéde
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également une grande affinité pour le G-quadruptexéa séquence télomérique humaine et

une sélectivité d’'un facteur 10000 vis-a-vis duldup a été rapportée (évaluée par SPR).

H

CQ Qo S0

/ N
N* X
\/o /10{5)
noo 9 w

Ni(Il) salphen Mn(lll) porphyrin

N_/

\
/

Pt(Il)-Phenim Pt(11)-Phen Pt-ACRAMTU

Figure 78. Exemples de complexes métalliques en tant quedigale G-quadruplexes (les contre-
ions sont Clpour Cu-TMPYP4, Mn(111 )-porphyrin, Pt(i1)-Phen et Pt(i1 )-Phenim et NG pour Pt-
ACRAMTU ).

Enfin, trés étudiés pour linteraction avec I'ADNumlexe, des premiers exemples de
complexes de platine congus en tant que ligandsGeuadruplexe sont apparus tres
récemment dans la littérature, de fagcon concongtanos travaux. Ces complexes peuvent
étre divisés en deux classes. La premiere regroeype qui ne possedent pas de ligand labile ;
ce sont des ligands ‘réversibles’ n’introduisans i liaison quasi-covalente avec I'’ADN.
Ainsi les complexe$Pt(en)Phenim[** (Figure 78)du groupe de H. Sleiman présentent une
stabilisation significative du quadruplexe tétraéumnilaire (TG4T4)4 €t une sélectivité d’'un
facteur 2 par rapport au duplexe. De maniere sngmte, la modélisation moléculaire
propose un empilement de ces complexes sur unefj@xterne dans lequel le Pt est décentré.
Ceci est expliqué par la présence de liaisons lygare entre I'éthyléne diamine et le
squelette de la structure quadruplexe [121]. Leaptexes de la deuxieme classe possedent

un ligand labile et peuvent donc introduire uneirattion irréversible avec les quadruplexes.
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Le Pt(1)(phen) (Figure 78)induit une forte stabilisation du quadruplexel{,=20°C) avec
une sélectivité de 40 (établie par FRET) [122]. Begles de platination n’ont pas encore été
menées. Enfin le complexe hybridd-ACRAMTU (Figure 78), trés exploité pour sa
propension a former des adduits avec les adéniedADN duplexe [123], a démontré sa
capacité a platiner les adénines des boucles TTAjuhdruplexe dérivé de la séquence

télomérique humaine [124].

1.2. Effets cellulaires des ligands de G-quadruplexe

Certains des ligands présentés précédemment (élcupiar télomestating BRACO-19,
12459 RHPS4 et 307A/360A ont été étudiés pour leurs effets cellulairestidiement
congus en tant qu’inhibiteurs indirects de la té&oase par modification conformationnelle de
son substrat, leur mode d’action se révele pluspbexe et diversifié [71].

Un traitement a long terme de cellules cancérehsesaines a des doses subtoxiques par
certains ligandstélomestatine[125], BRACO-19 [126], 12459[127], RHPS4 [128]) induit

un raccourcissement des télomeéres et la sénescapike, incompatible avec une action
reposant uniquement sur I'érosion télomérique m#lurqui est un processus lent. Le
raccourcissement rapide des télomeres observé adatens cas laisse donc supposer que
l'inhibition de la télomérase n’est pas le seukefie ces ligands. Par ailleurs des aberrations
chromosomiques (fusions chromosomiques, ponts asaples par exemple) ont été
observées a court terme avec ces ligands [112, C2es-ci ne peuvent également pas étre
expliquées par la seule inhibition de la télomérddetons que, dans certains cas, ces
aberrations ne sont pas accompagnées d’'une émasaiélomeres.

Parmi les effets cellulaires notables, notons encueBRACO-19 [126] et RHPS4 [128]
induisent une expulsion de la sous-unité catalgtiqUERT du noyau dans le cytoplasme. Le
traitement de cellules tumorales par télomestatine et BRACO-19 induisent une
délocalisation de POT1 et de TRF2 (pourtdbbmestating [76, 130-132]. Enfin, un effet
anti-prolifératif significatif de certains ligandRHPS4, 307A) a été observé dans des cellules
ALT (donc en absence d’activité télomérase) [1B8]1

L’ensemble des études cellulaires suggére doncayudela d’une inhibition indirecte de la
télomérase, les ligands de G-quadruplexe agissetd structure des télomeres. lls pourraient
ainsi induire leur déprotection et des dysfonctiedl®mériques, conduisant a la mort ou
l'arrét de prolifération des cellules (Figure 7%n effet, le fait de perturber la fixation des

protéines du complexe shelterin augmente grandefimestabilité chromosomique et permet,
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par la méme, d’expliquer les aberrations obseraéesiveau des chromosomes. D’autre part,
les protéines de la shelterin ont aussi un rélesdarrecrutement de la télomérase ; c’est
pourquoi leur absence se traduit par la délocadisatle la sous-unité hTERT dans le
cytoplasme. Les ligands de G-quadruplexes semhlent posséder un mode d’action

original basé sur la perturbation de I'organisatitmonucléoprotéique des télomeres.

Shelterin

Ligandde H @_

G-quadruplexe Télomérase

&

<N

Déprotection du télomére: Inhibition de I'activité
de la télomérase:

— aberrations chromosomiques
— dégradation de l'extrémité 3 — Raccourcissement des téloméres

— sénescence/apoptose — Senescence

Figure 79.Possibles modes d’actions des ligands de G-quakeplau niveau des télomeéres.

1.3. Evaluation des ligands de G-quadruplexes : modesidteraction,

affinité et sélectivité

[1.3.1. Etudes structurales

De nombreuses techniques sont utilisées pour étwdiecaractériser, d’'un point de vue

structural, [l'interaction d'un ligand avec les Gaguuplexes. Parmi celles-ci, la
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cristallographie permet d’obtenir des informatiosfucturales précises sur le mode
d’interaction d’'un ligand avec ces structures. lteshniques de cristallographie ont tout
d’abord joué un réle important dans I'étude descstires G-quadruplexes elles-mémes et ont
notamment fourni des données sur 'emplacementatissau sein de celles-ci [134]. Plus de
vingt structures ont ainsi été résolues. Cependéed, conditions utilisées pour la
cristallisation peuvent induire des repliements@iquadruplexes différents de ceux formés
en solution. Par ailleurs, des structures crisgatiphiques sur les complexes formés par les
ligands BSU6039[85], daunomycine [135], BRACO-19 [136] et un naphthaléne diimide
tétrasubstitué [137] avec des G-quadruplexes oéitofttenues et confirment un mode
d’interaction par empilement sur les quartets exdgi(Figure 80).
A \ W
/

s

Figure 80. Structures cristallographiques du complexe de BRA®Oavec un G-quadruplexe
bimoléculaire A, d'apres [136]) et du complexe d'un naphthalenmide tétrasubstitué avec un G-
quadruplexe intramoléculair8(d’aprés [137]). Les ligands sont visualisés ereti

De nombreuses études structurales ont été réapiseddMN [53]. Cette technique permet en
effet de démontrer formellement la formation d’usteucture en solution a partir d’'une
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séquence donnée. Pour réduire le nombre de conspéxsolution, seuls des fragments des
séquences d'intérét sont sélectionnés et des mnsaties bases peuvent étre introduites, ce
qui peut & nouveau influencer la structure form@eRMN [138] permet cependant d’obtenir
des informations précieuses sur les interactiorlgydads avec les structures G-quadruplexes.
Les études relatives aux liganddPER [88], RHPS4[110] (Figure 81 haut) oMMQ1 [92]

(Figure 81 bas) confirment également une interaction par eamm@ht sur les quartets

externes.
RHPS4 A
a8
|
LI
|
MMQ1 A

Figure 81. Structures RMN de complexes de ligands avec le &haplexe tétramoléculaire
(d[T2AG3T])4, A : vue de coté et B : vue de dessus. HRHPS4 et Bas MMQ1

Parmi les techniques fournissant des informatiomdasstructure des complexes ligand/ADN
G-quadruplexe, on peut également citer le dichreisarculaire(CD) [10, 139]. La
spectroscopie en lumiere polarisée permet de &iset la conformation d’acides
nucléiques. En effet, ceux-ci n'absorbent pas duemcomposantes gauche et droite d’'une
lumiére polarisée circulairement. Il en résulte unade de polarisation elliptique
caractéristique de leur structure. Bien qu’a iné&tigr avec précaution, cette technique fournit
des informations sur les conformations des G-quaexres, paralléle ou anti-parallele et

éventuellement sur l'interaction avec un liganduPcela, le phénomene de CD induit est
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plus indicatif. En effet, les ligands, achiraux,sgactérisent par des signaux CD quand ils
interagissent avec '’ADN en raison de leur enviement chiral. Les signaux de CD induit
refletent une interaction de la molécule avec I'ABNpeuvent fournir des informations sur le
mode de fixation. Cette technique a été abordés der ce travail de thése et sera donc

rediscutée dans le prochain chapitre.

11.3.2. Technigues permettant d’évaluer I'affinité et léesévité

De nombreuses techniques permettent d’évalueirliaffet la sélectivité d’'un ligand pour les
G-quadruplexes et donnent acces a des paramégesadithynamiques ou cinétiques. Nous
énumérons ici les méthodes les plus fréquemmeigéas en ne détaillant le principe que de
celles utilisées dans ce travail de these [73,.140]

- Les titrations par méthodes spectroscopiques U¥iumrescenc§l4l].

- Ladialyse a I'équilibre[81, 142, 143].

- La résonance de plasmon de surffid@3, 144] (SPR surface plasmon resonance).

- La spectrométrie de masse, ionisation par élegray(ESI-MS) [145, 146].

- Les migrations sur gel, empreintes au DMS eestign enzymatiqud47, 148] ont été
utilisées pour étudier la platination des struuBquadruplexes. Elles seront présentées au
Chapitre 3.

- La dénaturation thermique suivie par FRET49, 150] (fluorescence resonance energy
transfer ou transfert d’énergie d’excitation deoflescence par résonance) : le chauffage d’'une
solution d’ADN structuré (double hélice, triplexgyadruplexe) entraine la destruction de sa
structure secondaire par rupture des liaisons Ilggdre (dénaturation). On définit alors la
température de demi-fusiony(d) d’'un oligonucléotide donné comme sa températardami-
dissociation. Une interaction stabilisante d’'uratig avec une structure d’ADN a pour effet
de déplacer I'équilibre entre les formes structsiréedénaturées de I'ADN et de retarder sa
fusion. La différence entre les températures dmifude I'oligonucléotide seul et en présence
de ligand QATy),) reflete ainsi l'affinité du composé pour la stwre d’ADN. La méthode
présentée ici consiste a suivre cette dénaturatiermique en exploitant le phénomeéne de
FRET pouvant avoir lieu entre deux chromophoresuice réside dans un transfert d’énergie
de fluorescence d’'un donneur a un accepteur. Caopm&ne se produit lorsque que les
fluorophores sont proches 'un de I'autre, convéeaient orientés et s'il y a un recouvrement
partiel du spectre d’émission de l'un et du spediexcitation de l'autre. Ainsi, cette
technique utilise I'oligonucléotide modifié F21TEAM-GGG(TTAGGG)-TAMRA-3),
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mimant la séquence télomérique humaine et se stamtten G-quadruplexe intramoléculaire
couplé a ses extrémités a deux fluorophores :darbexyfluorescéine FAM (donneur) en 5’
et la tétraméthylrhodamine TAMRA (accepteur) en 3rsque I'oligonucléotide est sous
forme simple brin (haute température), les deuarfiphores sont trop éloignés I'un de l'autre
pour que le FRET ait lieu. Lorsque l'oligonucléatidst structuré en G-quadruplexe (basse
température), la distance entre les deux fluorggshoest suffisamment faible et leur
orientation relative adéquate, il y a donc traristfénergie de la fluorescéine vers la
tétraméthylrhodamine (Figure 82A). La mesure efgicaiée en excitant le systéme a 470nm
et en suivant la restauration de la fluorescence lalefluorescéine (520nm) avec

'augmentation de la température.

A F21T
Excitation
FAM (470nm)
Q L —_—
' Emission
. /PP TAMRA
Excitation 25 &FRET
FAM (470nm) Emission
FAM (520nm)
B 1
—<—>
o N >

20 4 19.6993

+5ég. BOQL1 (a):
T,,=70.6C, AT,,=19.6C

=
al
I

+3uM (15€q.) ds26 (b):

o Ty 70.3C, AT,): 19.3C

Temperature (T)
=
o

Fluorescence normalisée FAM

b|c
(c)
\ 57
Compétiteur
ds26

.F2I'1T ir’:l‘ Na* 0
m+ ligan
o+ 3gpM ds26 BOQ1

+10puM ds26

25 35 45 55 65 75 85 95
Température (T)

Figure 82.A. Principe de la dénaturation thermique suivieFRET.B. Exemple du ligan80Q1,

courbe noire: F21T seul (0.2uM), courbe rouge: &éarde ligand, courbes oranges: avec 15 et 50éq

(soit 3 et 10uM) de duplexe compétiteur ds26. NG5, obtenus sont reportés sous forme de
diagramme barres.
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Cette méthode permet une tres bonne évaluatiotaffi@ité d’'un ligand pour la structure G-
quadruplexe et la comparaison directe entre diftérdigands. Elle permet également
d’évaluer leur sélectivité en introduisant un ADNiptexe compétiteur a différentes
concentrations (ds26, de séquence auto complémentfCATCGATCGA,T,CGAT-
C.,GAT.G], 3 et 10uM soit 15 et 50 équivalents (exprimés cencentration en brin)),
induisant une diminution plus ou moins importanteAd 1,. Cette sélectivité est quantifiée
par le parameétre de sélectivité S égal au rappesttdmpératures de demi-dissociation de
I'oligonucléotide F21T en absence et en présenaugkexe ds26, selon I'expression :

o _ AT, (+ds26)

avec x=[ds26] (uM
AT (a9 [ds26] (M)

Les valeurs obtenues refletent une interactionilpgiée avec le G-quadruplexe—s) ou
avec I'’ADN duplexe (S»0). Ainsi, comme le montre la Figure 82B a trav&gemple du
ligand BOQ1, le test FRET révéle ici une tres bonne affinitl(,=19.6°C) et une
remarquable sélectivité. On constate en effet ¢mjeut de 3 ou 10uM (soit 15 ou 50
équivalents) de duplexe compétiteur ne modifie qi@e peu la stabilisatiomAT1,=19.3 et
17.2°C respectivement) donnant des valeurs detsdéiéade $=0.98 et $=0.88.

Les ligands développés au cours de ce travail éeetlont été systématiquement évalués par
cette méthode au laboratoire de J.-L. Mergny paDA.Cian et A. Guedin. Les résultats
seront présentés sous forme de courbes de fluoesoa de diagrammes barres représentant
les AT, obtenus en absence ou en présence de duplexe tdtempéFigure 82B). Les

conditions expérimentales sont décrites dans [&66pnt reprécisées en partie expérimentale.

- Le test G4-FID(G-quadruplex Fluorescent Intercalator Displaceinjddl, 152] a été
développé récemment au laboratoire et permet diévdlaffinité et la sélectivité d’'un ligand
pour différentes structures G-quadruplexes; il iasa marquer la structure d’ADN par une
sonde fluorescente, ici le thiazole orange (TOhtda fluorescence est tres fortement exaltée
en présence d’ADN. Celui-ci est particulierementa@d car il présente une affinité
comparable pour les G-quadruplexes et pour 'ADIglexe. L'ajout de quantités croissantes
d’'un ligand entraine un déplacement de cette spadeompétition et donc une diminution de

la fluorescence (Figure 83).
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Figure 83.Schéma de principe du test FID sur une matrice ABuadruplexe (22AG, dérivée de
la séquence télomérique humaine) et ADN duplex&7(ds

Cette diminution de fluorescence est suivie en tioncde la concentration du ligand et
fournit une évaluation de l'affinité de ce dernikes résultats sont présentés sous forme de
courbes de déplacement du TO (pourcentage de dimninde fluorescence) en fonction de la
concentration en ligand (Figure 84 gauche). L'd@fird’'un ligand pour une structure d’ADN
est exprimée par la concentration nécessaire poduire une baisse de 50% de la
fluorescence initiale (D). Cette grandeur est définie pour les structuregu&@lruplexes
(“*DCs0) et pour les ADN duplexe$DCso) (Figure 84 milieu). Le rapport des valeurs ainsi
obtenues donne une évaluation de la sélectivitégelnd étudié (SélectivitéEDCsy **DCsp).

Ces valeurs sont parfois présentées sous formagethme barres (Figure 84 droite).
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Figure 84.Résultats G4-FID pour IBOQ1. Gauche : courbes de déplacement du TO avec le TBA
(violet), le 22AG en tampon sodium (rouge carresbs) et en tampon potassium (rouge) et le ds17
(orange). [Oligonucléotide]=0.25uM, [TO]=0.5uM poliBA, 22AG et dsl7. Milieu : diagramme
barres représentant les RB@btenus. Droite : diagramme barres représentantdkeurs de sélectivité
pour chaque G-quadruplexe vis-a-vis du duplexe.

Avec certains ligands interagissant tres peu aescADN duplexes, le seuil de 50% de
déplacement du TO n’est jamais atteint (méme aveégqlivalents de ligand). Dans ce cas,
la sélectivité ne peut pas étre évaluée par leorafiDCsy/°’DCso précédemment défini, les
valeurs dé"DCs, n’étant pas accessibles. La sélectivité est astimée de la fagon suivante :
la valeur *D(2.5uM), correspondant au pourcentage de déplatethe TO & 2.5uM en
ligand, est relevée; on définit alors la concemiraen ligand nécessaire pour atteindre le
méme pourcentage de déplacement pour les ADN Grapleates®'C; la sélectivité est enfin
estimée par le rapport Sest=2 (voir Chap. 1, §11.3.2).

Ce test G4-FID présente de nombreux avantagest thpide et simple a mettre en ceuvre et
réalisé dans des conditions physiologiques (pHpérature, force ionique) en présence de
différents cations. Il ne nécessite pas d'oligoéatitles modifiés et est compatible avec de
nombreuses structures d’ADN, G-quadruplexes (22A@nant la séquence télomérique
humaine ou TBA, Thrombin Binding Aptamer) ou dumsex(dsl7 ou ds26). De plus, les
résultats obtenus par ce test sur de nombreuxdggprésentent une bonne corrélation avec
ceux fournis par d'autres méthodes ([152] et Chepitsuivants). Quelques limitations
cependant : la compétition entre le ligand et ladgofluorescente peut étre indirecte si leur
site de fixation est différent et le fort polymorgime des G-quadruplexes peut éventuellement
conduire a la formation de différents complexedfirErbien que cette situation soit rare, ce

test n'est pas adapté aux ligands présentant uouvezment spectral avec la sonde
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fluorescente TMPyP4 par exemple) ou nécessite alors une modificatiea donditions
expérimentales.

Les ligands développés au cours de cette thes&t@siystématiquement évalués par ce test et
comparés aux réesultats donnés par le test FRET.déaes méthodes, complémentaires,
permettent ainsi une double évaluation des compasssconditions expérimentales du test

FID sont décrites dans [152] et sont préciséesadnepexpérimentale.
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Chapitre 1: Ligands de G-quadruplexe de

symetrie ternaire

Nous nous sommes tout d’abord intéresseés a l'ictierade ligands de symétrie ternaire avec
les G-quadruplexes. Cette symétrie, jusqu’alors @eploitée, semble offrir de nouvelles

possibilités en termes d’interactions avec cegtitras [98, 100, 153]. Deux stratégies ont éte
suivies pour la conception de ces ligands : noesisd’'une part adapté la famille des TrisKs
(présentée en premiére partie de ce travail) & agiplication en les substituant par des
chaines aminées protonables ; d’autre part, uvé@ée méme symétrie mais possédant trois
azotes intracycliques chargés, le trisquinolizini(imsQ), a été développé. Les interactions
de ces composés avec les G-quadruplexes de lameéqié€omérique humaine ont été

étudiées.
|.  TrisKs substitués par des chaines aminées.
l.1. Origine du design.
Comme nous l'avons précisé dans l'introduction,demacridines, molécules pentacycliques

coudées développées au laboratoire sont des lighn@quadruplexe de haute affinité [91].

Pour atteindre une forte affinité pour les struesuiG-quadruplexes, ce motif doit étre

disubstitué par des chaines polyaminées ou pantezate intracyclique chargé positivement
(N-méthylé, Figure 85).

RHN

Figure 85. Structures chimique8. MMQ1, quinacridine disubstitué8. MMQ16, quinacridine N-
méthylée C. TrisK trisubstitué par des chaines aminées.
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Une étude RMN sur le complexe du déerM& Q1 avec un G-quadruplexe tétramoléculaire
révéle le bon recouvrement des quartets extermes (@uanines sur quatre) par le motif
aromatique quinacridine [92] (Figure 86A). De maeied optimiser et a accroitre ce
recouvrement de la tétrade, nous avons dévelopijaénidle des TrisKs possédant une surface
aromatique plus étendue et pouvant étre considéréme des analogues a trois branches des
quinacridines (Figure 85 et Figure 86B). Nous aviotr®duit différentes chaines aminées sur
ce cceur aromatique pour augmenter la solubilités deau de ces composés et entrainer la
formation d’interactions électrostatiques avec IMDOCes variations structurales avaient aussi
pour objectif d’obtenir des indications sur lesatins structure-activité de ces ligands de

symétrie ternaire.

A

NHR

Figure 86. A. Interaction deMMQ1 avec un quartet: études RMN avec un G-quadruplexe
tétramoléculaire ((FAG3T),) et B. Proposition de modéle pour l'interaction d’'un Trigec un
guartet externe d'une structure quadruplexe.

L’'étude RMN de MMQ1 avait montré [limportance de [linteraction chaines
polyaminées/sillon pour une fixation forte de lausture quadruplexe. De méme nous
attendons de la série TrisK, outre un recouvreroptimisé des quartets, un triple ancrage di

aux trois chalnes aminées.
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l.2. Synthese des Trisamino-TrisKs.

Par analogie avec les quinacridines [92], nous swtenté dans un premier temps d’introduire

des chaines aminées aux extrémités des branch@sisles (voie A, Schéma 8).

Schéma 8. Stratégies envisagées pour l'introduction de clra@meinées sur le squelette aromatique
des TrisKs.

La substitution par ces chaines aminées a étéag@@ssoit par amination réductrice sur le
TrisK portant trois groupements aldéhyde en pasiRp soit par réaction de Williamson sur
le dérivé fonctionnalisé par trois groupes bromdylés (R=-CH,Br). Cependant, partant du
TrisK 8b, toutes les tentatives de bromation des méthilS, peroxyde de benzolyle,
CCly) ou d’oxydation des méthyles en aldéhyde (dioxyeeélénium dans le naphthaléne ou
dans le dioxane) ont échoué (Schéma 9). Dans ceedaras, aucun pic d’aldéhyde n’est

observé en RMN. Ces échecs sont attribués a usefdrle solubilité de ces produits

entrainant une faible réactivité par rapport auxagridines et a des difficultés d’analyse.

Schéma 9Tentatives de bromation et d’oxydation du TrigiK

Nous avons donc introduit les chaines aminées l@an®gions internes du coeur aromatique
par substitution directe des chlores portés padérs/és TrisKs chloréga et 7b (voie B,

Schéma 8). Notons que nous avons utilisé ces daewwsc{a R;=-H ou 7b R;=-CHs) pour

137



Partie 2 - Chapitre 1 : Ligands de G-quadruplexesgienétrie ternaire

étudier I'éventuel impact de la présence de carbepeautour du squelette aromatique sur
'association avec le G-quadruplexe. Par aille@fsy de comprendre leur influence, des
amines de différentes longueurs ou portant destifome terminales différentes ont été
choisies : 1-aminopropane (pofb), 1-amino-2-méthoxypropane (potfa et 10b), N,N-
diméthyl-1,2-diaminoéthane (potfdaet11b), N,N-diméthyl-1,3-diaminopropane (poli2a

et 12b), 1,2-diaminoéthane (pol:3aet13b) et 1,3-diaminopropane (pova et 14b). Leur
introduction directe par reflux des TrisKs chlodsns I'amine pure est efficace (Schéma 10);
les Trisamino-TrisKs finau®-14 sont cependant isolés avec des rendements varisbien

la difficulté de leur purification par chromatogha@ sur colonne de gel de silice (Tableau 9).
Ces synthéses pourraient étre optimisées paridatibn d’'un couplage catalysé par des sels
de palladium par exemple.

Avant d'étudier l'interactionin vitro de ces Trisamino-Trisk-14 avec les G-quadruplexes
formés par un oligonucléotide dérivé de la séquédloenérique humaine, nous avons estimé

leur charge positive globale a pH physiologique.

9b: Rl:CHg, R:'(CHz)ch3

10a: Rl:H, R=-(CH2)20CH3
10b: Rl:CHs, R:'(CHz)zoCH3

11a: Ry=H, R=-(CH,),N(CH3),
11b: R41=CH3, R=-(CH,),N(CH
RNH,, reflux, 72hrs ' ’ (CHeRN(ERa)
T 12a: Ry=H, R=-(CHy)3N(CHj3),
12b: R;=CH3, R=-(CH,)3N(CH3),

25-65%

13a: Ry=H, R=-(CHy),NH,
13b: Ry=CHj3, R=-(CHy),NH;

7a: Ry=H;
7b: Ry=CH; R1

14a: Rl:H, R:-(CH2)3NH2
14b: Rl:CHs, R:'(CH2)3NH2

Schéma 10Synthese des Trisamino-Trisksl4.

rendement (%)
Trisamino-TrisK a b

9 A 40
10 47.2 49.3
11 49.3 63
12 55 52.5
13 78 55
14 23 32.2

Tableau 9.Rendements chimiques des Trisamino-Tri8KK4 % produit non synthétisé.
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1.3. Etudes spectroscopiques : estimation de la charges Trisamino-

TrisKs a pH physiologique.

Les dérivés Trisamino-TrisKs possedent trois tydesotes qui se différencient par leur
position : les azotes aromatiques intracycliquesté® N1), les azotes de type aniline en
positionpara des azotes N1 (notés N2) et pour la plupart déeatrx (1-14 a-b les azotes
aliphatiques en bout de chaines (notés N3) (Fi@me En conséquence, ces molécules
peuvent présenter une distribution de chargesipesitrés variable en fonction du pH. Il est
essentiel de connaitre la charge cationique glghbate par chaque Trisamino-TrisK au pH
physiologique 7.2 qui est utilisé pour les testaffiiité et de sélectivité vis-a-vis des G-
guadruplexes. Ne disposant pas d’appareillage tdatidn potentiométrique, nous avons
estimeé les pKas des différents azotes en nous bdsare part sur des comparaisons avec des
systemes de structures proches connus et d'autite spa les variations des spectres

d’absorption UV-Vis et d’émission de fluorescenes domposés en fonction du pH.

Par analogie avec la 9-aminoacridine (Figure @B¢¥, 155], nous pouvons proposer des
valeurs de pKa négatives pour les azotes de typeCBR amines aromatiques ne seront donc

jamais protonées dans la gamme de pH exploradatiori au pH physiologique.

3 NH,

A: Trisamino-TrisK 14a B: 9-aminoacridine C: méta-quinacridine MMQ1
2

\/\N 7
H 1
XN
N N
NH, 1 \‘
(X0 9
=
N

1 NH

H,N pKa(N1)=9.99 pKa(N1a)=3.3
3 pKa(N2)< -2 pKa(N1b)< 0

Figure 87. A: exemple du Trisamino-TrisK4aB : 9-aminoacridine CmétaquinacridineMMQL1 :
numeérotation arbitraire des azotes et pKas correfpus.

Nous avons ensuite étudié les variations d’absaat d’émission de fluorescence des
Trisamino-TrisKs en fonction du pH afin d’estimes|pKas des azotes hétérocycliques N1.
Le spectre d’'absorption du Triskda présente de forts changements lors de 'augmentati

progressive du pH de 1 a 5 (Figure 88): la bandeipale a 335nm, attribuée aux transitions

139



Partie 2 - Chapitre 1 : Ligands de G-quadruplexesgienétrie ternaire

TETt, diminue en intensité et est Iégerement décak¥s les plus faibles longueurs d’onde
(déplacement hypsochrome) et la bande de faibémsite a 440nm disparait. Ces variations
sont caractéristiques de la déprotonation des sizoteacycliques N1 [156-158]. Concernant
I'émission de fluorescence, a pH 1 le spectrd4ig@présente une structure duale constituée
d’'une bande a 533 nm et d’'une bande a 445 nm ragp@ent attribuables aux formes
protonées et déprotonées du noyau aromatique T@gHte structure signifie que les deux
formes coexistent & pH 1. L’augmentation du pH de8Linduit une disparition de la bande
d’émission a 533nm au profit d’'une large bande Zn#2 correspondant a la forme neutre du
squelette. L'équilibre de déprotonation se tragait un point isoémissif a 508 nm (Figure
88).
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Figure 88. Spectres d'absorption UV-Vis et d'émission de fegmence (en haut a droite,
Aex=335nm) delda(20p1M) en solution aqueuse a pH croissant ded B39.

Ces variations d'intensité d’absorbance et d’érmis®n fonction du pH sont représentées
pour différentes longueurs d’onde (Figure 89).
Le point d’inflexion de chaque courbe donne uneresion du pKa des azotes intracycliques

N1. Il peut également étre calculé par I'équationvante :
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A - A
A=A

pKa= pH -log( ) ou A, est I'absorbance (ou intensité de fluorescencéd deolécule

a un pH ou elle se trouve sous forme protongd,alsorbance (ou intensité de fluorescence)
de la molécule a un pH ou elle se trouve sous fodégrotonée et A I'absorbance (ou

intensité de fluorescence) de la molécule a unnpétinédiaire choisi.

100

80 1

60 -

40 A

20 1

% of variation of absorbance or emission

Figure 89.Variations normées de I'absorbance a 335#ne{ de I'intensité de fluorescence a 432nm
(0) deldaentre pH 1.2 et 5.59.

En moyennant les résultats obtenus par le calaul gidférentes valeurs de pH intermédiaire,
on trouve pKa(N1)=1.82. Notons que les variatioadsbrption avec le pH (utilisées pour ce
calcul) sont représentatives des espéces a laridafmental.

Par analogie avec les valeurs déterminées pomélaquinacridineMMQ1 (Figure 87) et
pour la 1,7-phénantroline [156, 157] (Tableau dd)peut envisager que deux des trois azotes
N1 ont des pKa trop faibles pour étre protonés &.gHsemble par ailleurs improbable que
les variations spectroscopiques observées reflptasieurs équilibres de dépronation. Celles-
ci seraient donc représentatives de I'équilibredéprotonation du troisieme azote N1 du

Trisamino-TrisK14a La valeur calculée de 1.82 correspondrait au géaelui-ci.

Composé pKa des azotes de type N1
1,7-phénantroline (m) 0,75 4,3
MMQ1 <0 3,3
Trisamino-TrisK 14a 2 2 1,8

Tableau 10.Comparaison dgsKa des azotes de type Nidlvaleurs non mesurables, <0 par analogie
avecMMQ1.
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La chute de pKa des azotes N1 dans les Trisamiist<,Tentre une et deux unités, par rapport
auMMQ1 peut s’expliquer par la formation de liaisons fogines intramoléculaires autour
du squelette aromatique comme le montre la FigQreC@ type de liaisons a déja été observé
dans les systemes 2-aminophénylpyridine ou 2-hygdo&nylpyridine [159, 160] et dans les
dérivés de méridine [161]. Ainsi, les protonatiales azotes intracycliques N1 et des amines
aromatiques N2 seraient défavorisées par des facstériques (désorganisation du cycle a
six chainons formé par cette liaison hydrogéneurgic®0) et électroniques (diminution du
pKa di aux liaisons H, [162-165]).

Ry

Figure 90. Liaisons Hydrogénes (pointillés rouges) sur le &jteearomatique des Trisamino-TrisK
et conséquences sur la protonation des azotes NA. et

Dans une gamme de pH entre 6 et 8, l'intensitdwedscence du compo&dadiminue sans
modification de la forme des spectres (Figure &¥®s variations pourraient résulter de la
déprotonation des chaines latérales qui entraineffeh de quench par transfert d’électrons
photoinduit. Cependant, étant donné notre systé&ipke tcomplexe, nous ne pouvons pas
déterminer des valeurs précises de pKa pour caseantérminales N3. Par analogie avec les
valeurs de la littérature et celles proposées [esudérivés de quinacridines [92, 166], le pKa
des amines libres terminales (pdiBa-b et 14a-b) peut étre estimé entre 10.0 et 10.9 et celui
des diméthyl-amines terminales (pdda-bet12a-b) entre 9.5 et 10.2.

pKa 10.25 pKa 9.9 pKa 10.2 pKa 10.9
Figure 91.Valeurs de pKa des amines libres considérées.
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Ces études permettent donc de proposer les étatisadge cationique globale suivants pour
les Trisamino-TrisKs a pH physiologique 7.9b et 10a-b ne sont pas chargés tandis que
1la-b 12a-b 13a-bet14a-bportent trois charges sur les amines terminales.

Cette valeur de trois charges positives sembleamittermédiaire et laisse envisager un bon

compromis affinitévs sélectivité pour les structures G-quadruplexes.

1.4. Interaction des Trisamino-TrisKks avec les G-quadrupexes

formés par la séquence télomérique humaine.

.4.1. Affinité pour 'ADN G-quadruplexe.

L’affinité des onze Trisamino-Trisk®-14 a-b a tout d’abord été évaluée par le test de
dénaturation thermique suivie par FRET (FRET-mgltwoir Introduction 111.3.2) [150]. Ces
études ont été menées en conditions riches enrsogliuen potassium. Les résultats étant
sensiblement identiques dans les deux cas, seedewvdleurs obtenues en sodium sont
présentées ici (les résultats en potassium soponiisles en annexe A). Le TrisK portant des
chaines propylaminedb ne stabilise pas le G-quadruplexe. De la méme énaibeés TrisKs
10a-b 2-méthoxy-éthylamine n’induisent aucune stabiisatde cette structure. Comme
déterminé au paragraphe précédent, ces composEsnpas chargés a pH physiologique et
sont donc moins enclins a interagir avec les G-maexes. La présence d’amines terminales

protonables semble donc essentielle.
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a1
1

ATL2 (T).

(9]
1

9b 10b 11b 12b 13b 14b 10a 1lla 12a 13a 14a

Figure 92. Résultats de FRET-melting pour les Trisamino-Trisk14 a-b Conditions
expérimentales : 0.2uM F21T, 1uM ligand, sans @sanoires et rouges), avec 3uM (barres bleues
foncées et oranges) et 10uM (barres bleues cleir¢ggunes) ds26, tampon cacodylate de lithium
10mM, 100mM NacCl, pH 7.2.

Les résultats de FRET-melting des TrisKis14 a-bconfirment la meilleure aptitude de ces
ligands a interagir avec le G-quadruplexe (FiguBe € Tableau 11). Les stabilisations
obtenues avec les composés portant des groupeneemimaux N,N-diméthylaminel(a
11b, 124 12b, AT1= 7.3, 4.4, 6.8 et 6.6° respectivement) sont moorséquentes que dans
le cas d’amines libres terminale$3@ 13b, 14a 14b, ATi= 19.6, 14.4, 19.9 et 9.3°
respectivement). Ces résultats confirment d'uné guae les charges positives introduites par
ces groupements amines terminales favorisent ftast®n du ligand avec le G-quadruplexe.
Elles doivent introduire des interactions électtiquies stabilisantes avec les sillons du G-
guadruplexe, possédant un caractére électroné@]f Ils suggérent d’autre part une
contribution de liaisons hydrogéne entre ces amiteminales et les sillons du G-
guadruplexe dans le mode d’interaction de ces ¢igaAinsi, avec leur caractére donneur de
liaisons hydrogéne et leur contribution aux intéoas électrostatiques, les amines libres
terminales semblent jouer un réle primordial damsthbilisation de 'ADN G-quadruplexe

par les Trisamino-TrisKs.
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90 10b 11b 12b 13b 14b] 10a 1la 12a 13a 14a
AT, (°C)? 02 05 45 66 144 92 02 74 68 196 19.9
AT1p @ (°C) | - 41 39 104 52 - 59 45 133 138
ATy aoum(°C) | - - 42 45 65 50/ - 49 38 59 98
S° - - 092 059 072 056 - 080 065 067 0p9
Sio - - 095 068 045 053 - 067 055 030 049

Tableau 11. Résultats de FRET-melting pour les Trisamino-Tri€kl4 a-b * erreurs
expérimentales estimées & +0.1%Cnon déterminé (caATy,(sans ds26)<3°C) coefficients de
sélectivité  définis comme : SAT(+3uUM  ds26)ATy,(sans ds26) et ;§ATyH(+10uM
ds26)/ATy(sans ds26).

De maniere générale, les résultats de FRET-mebipignus avec les Trisamino-TrisKs
présentant trois hydrogenes en périphérie du coenragique (R=-H, sériea) sont meilleurs
gue ceux donnés par les ligands présentant troieyleé supplémentaires sur le squelette
aromatique (R=-CHs, sérieb). Les composeés de la séagrésentent vraisemblablement une
meilleure aptitude de stacking que ceux de la $eries méthyles supplémentaires portés par
ces derniers peuvent en effet diminuer I'efficadtér-stacking avec le G-quartet par des
effets stériques (et électroniques).

Enfin, dans la sérib, une longueur de chaine de deux carbones sembl&aéhieux adaptée
pour une bonne interaction avec le G-quadrupled@b,(14b). En revanche, cet effet de

chaine n’est pas observé dans la sE(E3aet144a).

1.4.2. Evaluation de la sélectivité

La sélectivité G-quadruplexes duplexe d’ADN des Trisamino-TrisKs a été évaluee p
dénaturation thermique suivie par FRET, les tegtniacette fois-ci été réalisés en présence
de duplexe compétiteur (ds26, de séquence auto  |éoraptaire
d[CA, TCG,ATCGA,T,CGAT-C,GAT,G], 3 et 10uM soit 15 et 50 équivalents (exprimes e
concentration en brin)). Notons que les ligafts 10a et 10b n'ont pas été évalués ici en
raison de leur stabilisation trop faible du G-qugudexe en absence de compétiteur
(AT12<3°C). L'ajout de 15 ou 50 équivalents de duples@6daltere la stabilisation du G-
guadruplexe avec une amplitude dépendante de uaenditi ligand (Figure 92). La sélectivité
G-quadruplexess duplexe est ensuite exprimée par un rapport viadarD a 1 tel que défini
en introduction au 8l111.3.2. Dans le cas des TrisaATrisKs (Tableau 11), les dérivés a
chaines diméthylaminegla-b et 12a-b présentant une stabilisation modérée, révelent

d’intéressantes propriétés de sélectivite €6 S, étant comprises entre 0.55 et 0.95). Les
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composeés présentant une meilleure stabilisationésat en contre partie moins sélectifs
comme le montre I'exemple de8a: $=0.67, $,=0.30. Cependant, le Trisamino-Trida
apparait comme le ligand le plus intéressant de&e cgirie avec une trés bonne affinité
(AT12=19.9°) et une sélectivité relativement élevég(69, $0=0.49) (Tableau 11).

Le mode d’interaction proposé pour les liga®d$4 repose sur un recouvrement important
des quartets externes du G-quadruplexe auqueluggajane interaction stabilisante faisant
intervenir les groupements terminaux des chairnésales (contributions électrostatiques et
caractére donneur de liaison hydrogéne). Nous sommsnes alors demandés quelle influence
avaient la présence et la nature des boucles ainage des quartets accessibles sur l'affinité
de ces ligands [97]. Pour cela, des expérienceBRIET-melting utilisant un quadruplexe
tétramoléculaire [d(T€l)]s comme compétiteur ont été menées. Ce quadruplexe
tétramoléculaire est parfaitement adapté pour évdlimportance des boucles dans le mode
de fixation d’'un ligand. En effet, ce dernier négentant aucune boucle, la compétition avec
I'oligonucléotide F21T n’intervient que dans la oenaissance des quartets et des sillons des
guadruplexes. Ici encore, les dérigsset 10a-b n’ont pas été évalués en raison de leur trop
faible stabilisation du G-quadruplexe. Avec les\d&s11-14 a-h I'ajout de 1 a 10uM (de 5 a
50équiv.) de G-quadruplexe tétramoléculaire engraime trés forte diminution de la
stabilisation de F21T (Figure 93). Cette diminutest particulierement marquée dans le cas
des dérivés portant des groupements terminaux ataitiaire 11a-b et 12a-b (40-60% pour
1uM [d(TGT)]4, 60-90% pour 3uM [d(TEI)]4 et 80-100% pour 10uM [d(T4E)]4). Les
composés présentant des amines primaires termitiddeb et 14a-b opposent une résistance
a la compétition plus marquée (la stabilisationtetde 15-50% pour 1uM [d(TgB)]4, de 40-
60% pour 3uM [d(TGT)]s et de 60-80% pour 10uM [d(EE)]4). Les fonctions amines
terminales peuvent en effet créer des liaisonsdyggire avec des groupements environnants,
comme nous l'avons déja évoqué. Il est possible cpge composés aient une plus forte
affinité pour les G-quadruplexes présentant désnsilet des boucles (ici F21T), induisant un
plus grand nombre de possibilités pour ces liaistse former. Cependant, la tres faible
résistance globale a la compétition des TrisaminsKTconfirme que leur mode de fixation
est principalement gouverné par l'interactionrdgtacking avec les G-quartets, contrairement
au ligandNCQ par exemple, qui lui est coiffé par les chargesitpes (Figure 94) [97]. Une
longueur de chaines latérales de deux a trois nasboe semble donc pas suffisante pour

introduire une interaction supplémentaire avebtmscles du G-quadruplexe.
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AT1/2 (T)

11b 12b 13b 14b 1lla 12a 13a l4a

Figure 93. Résultats de FRET-melting pour les Trisamino-Triskl-14 a-b Conditions
expérimentales : 0.2uM F21T, 1uM ligand, sans @zanoires et violettes), avec 1uM (barres vertes
foncées et violet clair), 3uM (barres vertes etnmm) et 10uM (barres vert d’eau et saumon)
[d(TGsT)]4 tampon cacodylate de lithium 10mM, 100mM NacCl, p2.

Figure 94.Structures chimiques et schématisatiodN@Q (A) et du Trisamino-Triskl4a (B).

Ces études d'affinité et de sélectivité ont été miétées par des mesures en test G4-FID (voir
introduction, 8l11.3.2) sur les ligandis3a et 14a donnant les résultats les plus intéressants en
test de FRET-melting. Deux matrices G-quadruplexes été utilisées : I'oligonucléotide
22AG (dérivé de la séquence télomériqgue humaine)c@mditions sodium et le TBA
(Thrombin Binding Aptamer, un G-quadruplexe ne préant pas de polymorphisme) en
conditions potassium. Les résultats obtenus ave22lkG en conditions potassium sont
disponibles en annexe B. Les Trisk8a et 14a déplacent efficacement le thiazole orange
(TO) des deux matrices G-quadruplexes, avec“dB€s, (présentés Tableau 12) compris
entre 0.21 et 0.31pM indiquant une forte affinitdgire 95). Ces valeurs tout a fait
comparables pour ces deux structures démontreoindeau un mode d’interaction dirigé par

la reconnaissance des G-quartets. En effet, 'enmement de ces derniers, bien que différent
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dans le 22AG (en sodium) [46] et dans le TBA [387]1 n’a aucune incidence sur I'affinité

de ces ligands.

100~ 1004

Quadruplex-DNA

TO displacement (%)
TO displacement (%)

Duplex-DNA

0 T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Ligand (uM)

Ligand (pM)

Figure 95. Résultats du test G4-FID pour les Trisk3a (gauche) etl4a (droite). Conditions
expérimentales : 0.5uM TO pour TBA, 22AG et ds10&5uM TO pour ds26, 0.25uM ADN et
concentration croissante de ligand (de 0 a 10équaympon cacodylate de sodium 10mM, 100mM
NaCl (22AG) ou 100mM KCI (TBA, ds17, ds26), pH 7Cburbe bleue : 22AG ; courbe noire : TBA ;
courbe orange : ds17 et courbe rouge : ds26.

Les ligandsl3a et 14a induisent un déplacement du TO moins efficacertirpies matrices
duplexes ds17 et ds26 (Figure 9%PCso compris entre 0.93 et 1.26uM). Les paramétres de
sélectivité obtenus, compris entre 3.1 et 6.0 (@all12), indiquent au méme titre que les
tests de FRET-melting une sélectivité satisfaisatwe composed3a et 14a pour les

structures G-quadruplexes.

5D Cs0 (M) D Cso (HM) Sélectivité®

TBA  22AG ds17 Ds26 | TBA/dsl7 TBA/dsJ6 22AGldsl7 P2As26
13a 0.21 0.26 0.93 1.26 4.4 6.0 36 4.8
14a 0.26 0.31 0.95 1.01 3.6 3.9 3.1 3.2

Tableau 12.Résultats des tests G4-FID pour les TridRaet 14a Erreurs expérimentales estimées
a +5%.% Sélectivité="DCs¢/ *“DCsp.

Nous avons enfin réalisé des études de dichroigmdaire (CD) sur I'oligonucléotide 22AG
en présence dE3aou delda Bien qu’a aborder avec prudence, cette techr(igiie3.1, [10,
139]) permet de suivre les modifications strucesatl’'un G-quadruplexe induites par un
ligand, phénomeéne fréquemment observé avec descutedetrés affines [168-170]. Ces
études nous permettent donc de déterminer siddot®n 22AG/TrisKs les plus affind 8aet
1439 entraine un changement dans la structure G-gploker L'oligonucléotide 22AG a été

structuré dans des conditions riches en ions sodunmen potassium. Les ions sodium
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favorisent la formation d’'une structure dite antgiele (du fait de I'alternance de la polarité
des brins qui la composent) dont la signature tératique en CD présente un maximum
positif & 295nm et un maximum négatif a 264nm (FEgB6A courbe noire). En conditions
potassium, en revanche, une structure dite hylmiésentant a la fois des caractéristiques de
structures paralléle et antiparallele est prépamér présentant en CD un maximum positif a
295nm, un épaulement & 268nm et un maximum négasf 240nm (non montre ici) (Figure
96B courbe noire). Les résultats étant similairesrges deux TrisKk4d3a et 14a seules les
courbes obtenues avéda sont présentées ici (celles obtenues a@&scsont proposées en
annexe C). L’ajout de quantités croissantes dexig@®8a ou 14a ne modifie en rien le signal
CD de la structure antiparallele obtenue en sodikigure 96A) tandis que le signal de la
forme hybride en potassium est converti en un sigraactéristique d’'une structure
antiparallele (Figure 96B). Dans ce dernier castdraction des ligands est donc assez forte
pour déplacer I'équilibre existant entre les déf#es formes G-quadruplexe vers un unique
complexe ligand/G-quadruplexe présentant des signearactéristiques des structures
antiparalleles. Celui-ci correspond & un complarétimue, comme observé avec bon nombre

de ligands de quadruplexe efficaces comme le 360&,[116, 171].

e

v
Wmos

LN

Signal CD (mdeg)
)

~ N

-12 -7 -3
Lambda (nm) Lambda (nm) Lambgda (nm)

Figure 96. Etudes de dichroisme circulaire avec le Triska Conditions expérimentales : 3uM G-
quadruplexe 22AG, tampon cacodylate de sodium 10&6@@mM NaCl A) ou 100mM KCI B), ou
3uM 22AG déstructuré, tampon TrisHCI 10mR&)(avec concentrations croissanteslda (0 (noir),
0.5 (bleu foncé), 1.0 (bleu clair), 1.5 (vert gai.0 (vert foncé), 2.5 (orange) et 4.0équiv (Bupour
A etB et 0 (noir), 1.0 (bleu foncé), 2.0 (bleu clairjdd (vert) poulC).
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Nous avons enfin examiné si les ligant3a et 14a pouvaient induire une structure G-
guadruplexe en absence de cations. Partant dgdilcléotide non structuré (repliement
aléatoire, un maximum a 257nm en CD, Figure 96Clmunoire), des quantités croissantes
de ligand sont ajoutées. Comme le montre la Fi§6fe, I'interaction avec le ligand modifie
le signal rapidement faisant apparaitre un poimliptique a 272nm. Cependant, le signal
apparaissant a 290nm est relativement faible, céndigue que l'interaction n’est pas assez
forte pour déplacer notablement I'équilibre entefdrme déstructurée et le G-quadruplexe
(seule une fraction est convertie).

De maniere générale, les observations fourniegesaétudes FRET-melting, G4-FID et CD
corroborent I'hypothése d’une interaction gouverpée la reconnaissance des G-guartets.
Les amines terminales utilisées ici participenetiecfixation en introduisant des interactions

stabilisantes supplémentaires une fois le ligangdilénsur le G-quartet.

[.5. Conclusions

Dans ce paragraphe, nous avons développé une teotamlille de ligands de symétrieyC

les Trisamino-TrisKs et étudié leurs interactionga@les structures G-quadruplexes. Les
dérivés portant des amines terminales sur les ebhdatérales ont démontré une forte affinité
pour les G-quadruplexes et une sélectivité corrgmiar ces structures. Ces résultats
confirment le potentiel des ligands de symétrimdge peu développés jusqu’a présent. La
rationalisation des résultats obtenus n’est cepernutes aisée. La comparaison de ces derniers
avec les quinacridines, modéle initial a deux bin@s¢c ne montre pas ici d’optimisation
marquante. Afin de valider notre systeme et das&aline comparaison pertinente avec les
qguinacridines, le développement des TrisK a chdieegyliques est a poursuivre.

Le mode de fixation des Trisamino-TrisKs est goongepar un recouvrement avec les G-
guartets auquel s’ajoutent des interactions sea@wdstabilisantes des amines avec les sillons
du G-quadruplexe. Cette étude souligne I'importatieeces chaines latérales. En effet, les
chaines courtes (deux ou trois carbones) utiliséesie permettent pas I'établissement
d’interactions supplémentaires avec les boucleG-duwadruplexe qui offriraient la possibilité
d’atteindre une sélectivité intra-G-quadruplexea.rhapidité et la facilité de synthése de ces
Trisamino-TrisKs permettent d’envisager aisémantrbduction de nouvelles fonctionnalités
(groupements glycosides par exemple) sur ce s@eiededmatique allant dans ce sens; la
viabilité de cette approche ayant été démontrés danrécentes études [97, 99, 103]. Nous

envisageons également la synthése d’un dérivééqo#f une chaine aminée (Figure 97).
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Figure 97.A. Structure du Trisamino-TrisK coiffé envisagéBemminimisation énergétique (MM2)

. Ligand de symétrie £ intrinsequement cationique :

Trisquinolizinium TrisQ

Parallelement aux Trisamino-TrisK précédemmentitganous avons entrepris d’introduire
des charges positives directement intégrées dasgulelette aromatique. Deux stratégies ont
été envisagées. La premiére consiste a méthylazie®s intracycliques du squelette TrisK
(Figure 98A). Celle-ci s’est cependant avérée t@dement impossible a contréler. La
méthylation réalisée dans différentes conditionsm@thyloxonium-tétrafluoroborate ou
trifluorométhanesulfonate de méthyle) conduit effeteinvariablement a des mélanges
(produits mono et bis-méthylés). Une séparation HRLC est envisageable mais les
conditions sont a mettre au point. Nous nous somtoee tournés vers la synthese d'un
dérivé quinolizinium avec les azotes en jonctiong daycles, le 4a,10a,16a-

triazoniatrinaphthylene ou TrisQ (Figure 98B).

Figure 98.Structures chimiques d’'un TrisK N-méthyk)(et du dérivé quinolizinium TrisQ@B|.
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1.1. Synthese du Trisquinolizinium TrisQ

La synthése du Trisquinolizinium TrisQ suit un aile en quatre étapes (Schéma 11)
inspiré des travaux réalisés dans le groupe ddidels [172] et des précédentes études sur
les quinoliziniums [173]. La 2-carboxyaldéhyde-phme est tout d’abord protégée sous la
forme d’'un acétal par réaction avec I'éthyleneglyd@ 2-(1,3-dioxalan-2-yl)-pyridinel5
ainsi obtenue est ensuite condensée sur le 1i8;Bramométhyl-benzéne par réaction dans
la N-méthyl-morpholine pendant deux semaines a éeatpre ambiante. Les contre-ions
bromure sont échangés par des ions hexafluorophtespHournissant le composé avec un
trées bon rendement. La cyclisation de l'intermédidié par chauffage a 210°C dans l'acide
méthanesulfonique pendant trois jours permet lafime du TrisQl7a (notons que cette
derniere réaction ne fonctionne pas dans l'acidgpbosphorique et que l'utilisation de
'acide méthanesulfonique est un échec si les edotrs de lintermédiairel6 sont des
tétrafluoroborates). Le TrisQ7a est isolé avec un trées bon rendement global de df7éh
haut degré de pureté par précipitation dans unngélacétonitrile/eau. Il possede alors des
contre-ions P§. Pour étudier une éventuelle influence de cesielexnle TrisQ17b

présentant des contre-ions B& également été synthétisé (échange d’ions a daii7a).
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Schéma 11Synthesealu Trisquinolizinium tris-hexafluorophosphditéa

1.2. Structure cristallographique

Des cristaux du TrisQ7b ont été obtenus par cristallisation dans un méaugtonitrile/eau,
nous permettant de déterminer sa structure cogtaphique. La maille cristalline comprend
une molécule del7b et une molécule deau, correspondant a la formule
Co7H18N3,3(BF),H20, et appartient au groupe d’espace2PZ. La représentation ORTEP
(Figure 99) révele la quasi-planéité de la molécDians la maille cristalline, les molécules
sont disposées en zig-zag (ou chevrons) (Figure. 100ntrairement a d’autres dérivés
acridizinium (4a,14a-diazoniaanthra[l,2-aJanthracgiv4] par exemple), aucune interaction
de testacking entre coeurs aromatiques n’est visiblei €st peut étre di a des répulsions
électrostatiques plus importantes entre les cogoegioniques ou a 'encombrement stérique

des contre-ions.
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A

Figure 100.Maille cristalline del7b, selon les directions b et c de la maille.

1.3. Interaction du Trisquinolizinium TrisQ avec les G-quadruplexes

dérivés de la séquence télomérique humaine.

11.3.1. Affinité pour les G-quadruplexes.

L’affinité des TrisQl7a-b a été évaluée par FRET-melting. Les résultatst éteemtiques
guelle que soit la nature des contre-ions ass@tiéErisQ (qui n’'influencent pas non plus sa
solubilité), seuls ceux obtenus avita seront présentés. Les expériences de FRET-melting
ont été réalisées en présence d’ions sodium owngl'motassium. Les résultats FRET en
conditions sodium (Figure 101A) révelent I'aptitudiel 7a a interagir avec le G-quadruplexe
avec une affinité modéréAT;,=10.2°C). Les résultats en conditions potassiunt mbires

différents, le TrisQlL7a présentant dans ce cas une tres forte affini#®Tde=26.2°C (Figure
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101 A et B). De telles difféerences dans les résultatermus en présence d’ions sodium ou de
potassium n’ont pas été observées avec les TrigaiisKs 13a et 14a En revanche, elles
ont déja été mises en évidence ave®RACO-19 par exemple [175]. Les stabilisations
obtenues sont en général plus faibles en sodiumngootassium. Ce phénoméne n’est pas
encore expliqué, on peut cependant envisager quigesds ont une préférence pour certains
repliements formés de maniere prépondérante emrmésd’ions potassium (forme hybride

par exemple).

+5€éq. 17a, AT,,= 26.2C

057 +3uM (156q.) ds26, AT,,= 24.4C

AT1/2 (T)

~

WF21T in Na*
m+17a
W+ 3uM ds26
+10uM ds26
T

T T
0 - 25 45 65 85
BRACO BRACOK 14a Na 1l4a K 17a Na 17aK

Na

Figure 101.A. Résultats de FRET-melting pour le Trid@a comparé aux ligandBRACO-19 et
14aen conditions sodium et potassium. Conditions exmntales : 0.2uM F21T, 1uM ligand, sans
(barres noires et rouges), avec 3uM (barres blfueges et oranges) et 10uM (barres bleues claires
et jaunes) ds26, tampon cacodylate de lithium 10rm®mM NaCl (barres noires et bleues) ou
90mM LiCl/20mM KCI (barres rouges, oranges et ja)neH 7.2.B. Courbes FRET obtenues pour
17aen présence d’ions potassium dans les mémes imosdéxpérimentales (méme code de couleur).

11.3.2. Sélectivité pour les G-quadruplexes.

Le gain daffinité en présence d’ions potassiumcpdemment observé s’accompagne
également d’'un fort gain en sélectivité, comme lentrent les résultats en FRET-melting
compétitif. En effet, les valeurs de sélectivit&erlues en présence de 15 équivalents de
duplexe compétiteur (soit 3uM) sont identiques editam et en potassium £50.92 et 0.93
respectivement), mais la sélectivité observée aviLlAgp duplexe ds26 est bien meilleure en
conditions potassium (0.80 en potassium contre @¥dodium) (Tableau 13).

L’ensemble de ces données démontre le fort potemtielTrisQ 17a comme ligand de G-
quadruplexe alliant une forte affinit&T1,=26.2°C) et une tres bonne sélectivité pour ces
structures (£=0.80).
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17a(Na) | 17a(K)
ATy (T) 10.2 26.2
ATyz2 gumy (T) 9.4 24.4
ATy a0umy (T) 4.2 21.1
S3 0.92 0.93
S0 0.41 0.80

Tableau 13.Résultats de FRET-melting pour le Tri¢@aen conditions sodium et potassium.

Ces mesures ont été complétées par des étudest @vt&1D. Les mémes matrices que pour
les Trisamino-TrisKs ont été utilisées. Le Tri¢@a déplace efficacement le thiazole orange
(TO) des matrices TBA et 22AG en présence d'iortagmum, avec dé¥DCs, (Tableau 14)
de 0.57 et 0.46uM respectivement indiquant une faffinité (Figure 102). Le test FID révele
également une moindre affinité pour la structurgu@druplexe formée par le 22AG en
présence de sodiumi*pCse=1.72uM, Tableau 14). Ceci confirme les résultatstiis par le
FRET-melting.

1004

G4DC,,(22AG K)=0.46pM

80
G4DC,,(TBA)=0.568uM

60+

Quadruplex-DNA

40
G4DC,,(22AG Na)=1.718uM

I~ DC, 5,(d526)=21.3%
20

//‘/‘/T‘dsDCZSW(dSN)M.Q%

0 B T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Ligand (uM)

TO displacement (%)

Duplex-DNA

Figure 102.Résultats du test G4-FID pour le Trid@a Conditions expérimentales : 0.5uM (pour
TBA, 22AG et ds17) et 0.75uM (pour ds26) TO, 0.25ABIN (22AG (courbes bleue et verte), TBA
(courbe noire), ds17 (courbe orange) et ds26 (eotobge)) et concentration croissante de ligand (de
0 a 10équiv.), tampon cacodylate de sodium 10mMONMd NaCl (22AG N3 ou 100mM KCI
(22AG K, TBA, ds17, ds26), pH 7.4.

Le TrisQ17ainteragit peu avec les duplexes indépendammelguwienature, le seuil de 50%
de déplacement du TO n’étant jamais atteint ménee aix équivalents de ligand. Dans ce
cas, la sélectivité est estimée selon la méthodete@lans l'introduction 8l111.3.2. Les valeurs
4D (2.5uM) sont ici de 21.3 et 14.9% pour ds26 ef7dskpectivement, correspondant & des
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valeurs de®*C de 0.11, 0.13 et 0.45uM pour TBA, 22AG,R2AG Nd a 21.3% (ds26) et
0.077, 0.092 et 0.34 pour TBA, 22AG'K22AG Nd a 14.9% (dsl17). Les valeurs de
sélectivité alors obtenues (Tableau 14) confirmerd excellente sélectivité d&a pour le

TBA et le 22AG en potassium, et une préférence pladeste pour le 22AG en présence de

sodium.
“4DCxo (UM) *DCsq (LM) Sélectivité estimée ?
22AG | 22AG 22AG
22AG 22AG TBA/  TBA/ 22AG K/ Na/  Na/
TBA K Na | ds17 ds26 | dsi7  ds26 K/dsl7  Ds26 | dsl7 ds26
17a| 057 046 1.72 | >25 >25 | 325 225 27.1 191 | 7.4 5.5

Tableau 14.Résultats des tests G4-FID pour le Triska Erreurs expérimentales estimées a +5%.
Sélectivité estimée2.5/°C.

Une différence d’affinité et de sélectivité du TQid7apour les G-quadruplexes en conditions
sodium ou potassium est observée en tests FRETAamalt G4-FID. De par sa structure
purement aromatique, ce ligand doit interagir as&x structures uniquement par empilement
sur les G-quartets. La meilleure affinité pour teusture G-quadruplexe formée par la
séquence télomérique humaine en présence diomsgom pourrait donc provenir d’'une
plus grande accessibilité de ses G-quartets polirié€) 17a Ceci serait de plus cohérent
avec l'affinité comparable dE7aobservée pour le 22AG et le TBA en conditions g&itam.
Cette difference de comportement avec les conditioniques n’est pas observée avec les
Trisamino-TrisKs (Figure 101A), bien que présenfaninéme symétrie et la méme surface
aromatique. Tres vraisemblablement, les interastamstacking avec les G-quartets sont trés
renforcées dans le cas du TrisQa En effet, les charges positives présentes dasgulelette
aromatique appauvrissent la structure en électnamgprcant par la méme les interactions

d’empilement avec la tétrade de guanines, richélextrons.

Nous avons enfin réalisé des études de dichroismdaire (CD) sur le 22AG en présence de
17a L’'ajout de quantités croissantes de TrisQ ne fregias I'allure du signal CD de la
structure antiparalléle obtenue en sodium (Fig@®A), malgré une légere modification de
son amplitude. En revanche, comme précédemmentrwgbswec les Trisamino-TrisK, le
signal de la forme hybride en potassium est conwsrtun signal caractéristique d’une
structure antiparallele (Figure 103B). Nous pouva@nc a nouveau conclure que

l'interaction del7a avec le 22AG en conditions potassium est assde foour déplacer
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'équilibre existant entre les différentes formesq@druplexe vers un unique complexe
ligand/G-quadruplexe présentant des signaux caistig@éles des structures antiparalleles.
Ces observations démontrent par ailleurs que I8Qrdst un bon ligand de G-quadruplexe,

puisqu’'un phénomene identique est observé aveligdesls de haute affinité [168-170].

Signal CD (mdeg)

Lambda (nm) Lambda (nm)

Figure 103.Etudes de dichroisme circulaire avec le Tris@ Conditions expérimentales : 3uM G-
quadruplexe 22AG, tampon cacodylate de sodium 10h@@mM NaCl A) ou 100mM KCI B) avec
concentrations croissantes ta (0 (noir), 0.5 (bleu foncé), 1.0 (bleu clair), X\ert clair), 2.0 (vert
foncé), 2.5 (orange) et 4.0équiv (jaune) pAet B.

Enfin, des additions croissantes de TrisQ sur wietisn d’oligonucléotide non structuré
(Figure 104 Gauche, courbe noire) induisent uneiiicatdon importante du signal CD. Le
signal caractéristique d’une structure G-quadruplentiparalleéle apparait (Figure 104
Gauche) et un point isoelliptique a 272nm (qui eiedne conversion propre entre deux états)
est observé. Ici, le maximum formé a 292nm (et il@mum a 260nm) posséde une intensité
non négligeable indiquant un déplacement de I'dapeilentre la forme de départ et le G-

guadruplexe, induit pdt7a
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Figure 104. Gauche : Etudes de dichroisme circulaire avec igKTt7a sur le 22AG déstructuré.
Conditions expérimentales : 3uM 22AG déstructuagnpgon TrisHCI 10mM avec concentrations
croissantes d&7a Droite : Signal CD a 292nm en fonction du nomtiégjuivalents de ligand.

La courbe représentant les variations de ce s@@292nm en fonction de la quantité de ligand
17a présente un changement de pente vers 2 équivdlEgtge 104 Droite) suggérant une

steechiométrie d’interaction ligand/G-quadruplexaldex pour un. Cependant, ces études CD
ne se déroulant pas dans des conditions thermodgnas) nous ne pouvons pas tirer de
conclusions fiables a ce propos. Une analyse ESIsEIGit intéressante et permettrait de

répondre a cette question [152].

11.4. Photooxydation des bases de 'ADN par le TrisQ.

Les systémes quinolizinium sont connus pour lepaciéé a créer des dommages oxydants
photoinduits. Nous nous sommes donc intéressésractéeser le ligand TrisQ pour sa
capacité a engendrer des dommages de I’ADN sousattivation. Cette activité de coupure
présente un double intérét [176]:

- diriger un dommage a un site précis et/ou détemnmmeitro un site de fixation

- interagir avec les systemes de réparation et ultiem induire la mort cellulaire (cas

des photosensibilisateurs et de la photo-thérapiardique).

Ce sont les états excités des agents de photo+4@gpupeuvent conduire a un dommage des

acides nucléiques [177]. Le fait de déclencheriénpmene de coupure par irradiation est
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d'un avantage certain: le processus peut toutcdthl@tre contrdlé temporellement et
spatialement. Par ailleurs, si I'agent chimique tpétre excité a des longueurs d’onde
supérieures a 300nm, les acides nucléiques etufzargldes protéines seront transparents a
lirradiation, permettant ainsi d’exciter sélectiment I'agent de coupure et de réduire les
réactions parasites.
Deux types de mécanisme de coupure peuvent éde:cit
i- oxydation des sucres, qui fonctionne par abstmaation hydrogéne (a partir d’'un
radical hydroxyle par exemple)
ii- oxydation des bases, qui s’effectue par transfaectron ou par production
d’oxygéne singulet. Les guanines possedent le peterdox le plus bas et sont
donc les bases les plus sensibles a I'oxydation.

L’ADN G-quadruplexe, riche en guanines, constituee wcible de choix pour les agents
oxydants. Le développement d’agents de photosdisaiimn spécifigues des G-quadruplexes
pourrait fournir de nouveaux outils d’analyses ée structures. De facon surprenante, trés
peu d’études de photo-oxydation des G-quadruplex¢sté rapportées a ce jour. On peut
citer I'exemple des ligand§MPyP2 et TMPyP4 dont les sites de fixation sur les G-
guadruplexes ont été analysés par des expériereesowpure photo-induite [178-180],
révélant un stacking sur les boucles et sur un teguaxterne pour ces deux ligands
respectivement. Un empilement sur un quartet eatelm ligandQQ58 a également été

montré par une étude de photo-oxydation [181].
Avant d’étudier I'aptitude du TrisQ a induire desopo-coupures sélectivement au niveau des
G-quadruplexes, nous avons dans un premier tentpsmidgé si le TrisQL7 présentait les

caractéristiques nécessaires a un échange redox.

1.4.1. Potentiel redox a I'état excité

Pour gu’'un ligand puisse induire une photooxydaties bases de I'’ADN, et en particulier

des guanines dont le potentiel d’oxydation estllis pas, la réaction de formation du radical

cation de la guanine doit étre favorisée sur le gi@rmodynamiqueG+L* - G + L~
Il s’agit donc de déterminer le potentiel redoxligand a I'état excité E. Celui-ci est donné

par I'equation E * = E, +E, ou B est le potentiel redox du ligand dans I'état fondatal
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et Ea I'énergie d’excitation définie comme la demi-somdeel’énergie d’absorption UV-Vis

et de I'énergie d’émission de fluorescence [182].

Les propriétés spectroscopiques du compdd&sésont représentées Figure 105. L'absorption
UV et I'émission de fluorescence sont caractériséegpar la présence de deux bandes
proches, d’intensités équivalentes ; la longuewndé moyenne entre ces bandes est donc

considérée pour le calcul de I'énergie d’activation

12

Absorbance / fluorescence normalisée

240 290 340 390 440 490 540 590
Lambda (nm)

Figure 105. Absorption UV-Vis (courbe pleine) et émission deaioflescence A=368nm)
normalisée (courbe en pointillés) téa(20uM DMSO).

Les données sont résumeées dans le Tableau 15,ntggies étant calculées avec la

. hc i .
relation:E(eV) = ————— avec h=6.62.18J.s, c=3.1dm.s* etA en m.
1.6.10/

) _ émission de Energie Energie

Absorption UV énergie UV o

fluorescence fluorescence d'activation
(nm) (eV)
(nm) (eV) (eV)
17a 369, 388 3.28 396, 417 3.053 3.17

Tableau 15.Données spectroscopiques et énergie d’activatidtVde

Le potentiel redox du TrisQ7a est déterminé par voltamétrie cyclique dans deslitions

expérimentales classiqieComme le montre la Figure 106, deux potentielsvpet étre

! calomel saturé pour électrode de référence (S&)pne vitreux comme électrode de
travail,17aa 1mM dans le DMSO, cellule de 5mL.
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déterminés dans la zone des réductions : -0.44 BtV (s SCE, de potentiel standard 0.24V,
[183]) soit les potentiels standard -0.20 et -0.90% NHE : normalized hydrogen electrode,
dont le potentiel vaut OV par convention).

A partir de I'énergie d’activation et du premiertgatiel redox a I'état fondamental, le
potentiel redox dd7aa I'état excité est évalué a 2.97eV. Les potentigls bases de 'ADN
dépendent de plusieurs paramétres parmi lesqueld ket I'environnement quand elles sont
incorporées dans un brin d’ADN. Si I'on considéeechs le plus simple des bases isolées
(nucléosides), la littérature fournit les potergtisfandards suivantgNHE) : guanine 1.29V,
adénine 1.42V, cytosine 1.6V et thymine 1.7V. Dedewurs beaucoup plus faibles sont
décrites pour les guanines impliquées dans desrégs d’ADN (un potentiel standangs(
NHE) de 0.64V est proposé pour la séquence GG=3' dans un duplexe d’ADN par
exemple) [184]. La structuration en G-quadruplexdt @ussi modifier notablement leurs
propriétés redox. Cette étude montre néanmoinsnqu'emiere approximation, le Trist¥a

est susceptible de photooxyder les guanines ediésines.

8.00E-05 -

6.00E-05 -

4.00E-05 -

0.5 1 15 2

-4.00E-05 -
\Y

Figure 106.Voltammogramme du liganti7a(1mM dans le DMSO).

[1.4.2. Coupure de I'ADN induite par irradiation

L’aptitude du TrisQ a induire des coupures de I'ABbUS irradiation a ensuite été étudiee.
L’'expérience a été réalisée sur le plasmide suwérpqUC19 avec le dérivé tris-
tétrafluoroborate TrisQ7b. Les coupures simple brin induites sous irradmtionvertissent
le plasmide surenroulé en un ADN circulaire relateddis que la répétition de coupures
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simple brin conduit statistiquement a une coupuabte brin entrainant la formation de

fragments linéaires (Figure 107).

? \} o]l
4 o AN Coupure
}k\l Coupure 7 12, double brin
) simple brin g

’pd tﬁ 9 (au méme site)
-

surenroulé circulaire linéaire

B = e Fo e L P

Figure 107.Conséquences des phénoménes de coupure sur tétatlasmide.

Notons que ce test sur plasmide est tres sengibles§ul évenement de coupure suffit a
changer l'état du plasmide) mais ne fournit aucumfermation quant a la potentielle
sélectivité de séquence ou le mécanisme d’actida dwlécule étudiée [177].

L’optimisation des conditions opératoires a cona@uittiliser une irradiation a 312nm et un
rapport de concentrations ADN/ligand de 5/1. Lesultats sont présentés Figure 108 et
Figure 109.

112|3|4|5|86]|7 1|2 3|4 5‘6 7|8 9|1o11‘1213|14
Irradiation 0|30 |0 |5|30|0|30 Irradiation 0 30sec | 1min | 2min | Smin | 10 min 0
TrisQ (1 5) min min|min min TrisQ (1 5) |
+ |+ |+
relax¢ » gy - ’ relaxé » fem == =l Sy
linéaire » ; *
: . uC19 - - e
uc19 i P - - - - - |
P > - - o surenroulé : :

surenroulé

Figure 108. Résultats de coupure photo-induite du plasmide EU@GDUM) par le TrisQl7b
(12puM, tampon cacodylate de sodium, pH7.0). Iriéahisa 312nm, détection au bromure d’éthidium.
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Figure 109.Analyse quantitative des coupures simple brin dsmpide pUC19 en absence (barres
noires) et en présence de TrisTb (barres rouges).

Ces expériences montrent que le ligand TrisQ indffitacement des coupures de I'ADN
sous irradiation UV (90% de coupure simple brinmpae irradiation de 10min, Figure 109).
Il est a noter que des temps d’exposition plus $of8Pmin) peuvent également entrainer la
formation de coupures double brin comme le mordarerésence de fragments linéaires au
puits 5 (Figure 108 Gauche). Le traitement parrie@ 17b sans irradiation n’induit pas de
coupure du plasmide (puits 3, Figure 108 Gauche)rgbharque cependant qu’une irradiation
en absence de ligand provoque également des cauplureplasmide, aux proportions
conséquentes particulierement pour des temps dditiquo longs (55% a 10min, Figure 108
droite puits 11). Le taux de coupure induit palidand 17b semble maximal pour des temps
d’irradiation compris entre & 5min (Figure 109).

Ces expériences préliminaires démontrent I'aptitddeTrisQ 17 a induire des coupures
d’acides nucléiques sous irradiation. Des étudeseo cours pour déterminer si le TrisQ peut
se comporter comme un agent photosensibilisatéertdéles G-quadruplexes.

[1.5. Conclusions

Une autre approche dans le développement de ligdan@s-quadruplexe de symétrie ternaire
nous a amenés a synthétiser un trisquinoliziniunsQ@rportant des charges positives
intrinseques dans le squelette aromatique. Lesestudke son interaction avec les G-

guadruplexes démontrent une trés bonne affinitthetgrande sélectivité pour ces structures,
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en particulier avec le G-quadruplexe formé en présed’ions potassium par la séguence
télomérigue humaine. Etant donné la structure ddigeend, il est évident que son mode
d’interaction est gouverné que par la reconnaissales G-quartets. La différence observée
dans la stabilisation en conditions sodium et @t&s pourrait donc provenir d'une
accessibilité difféerente des quartets externes tenstructures formées majoritairement dans
ces différentes conditions ioniques. Des premigssitats ont été obtenus mettant en évidence
la capacité du TrisQ a photooxyder I'ADN. La hagédectivité de ce composé pour les G-

guadruplexes pourrait faire de ce ligand une ngeléatificielle spécifique de ces structures.
lll. Conclusions générales et perspectives

Dans ce premier chapitre, nous avons étudié lisgeitde molécules de symétrie ternaire a
interagir avec les structures G-quadruplexes. lLelgite aromatique des TrisKs présentés en
premiere partie a été utilisé avec succeés poue egiplication en y introduisant des chaines
aminées protonables a pH physiologique. Les fonst@mines libres terminales se révélent
nécessaires dans ce systeme et permettent d'agtemte fortes affinités pour les G-
guadruplexes comme le montrent les exemples dearimo-TrisKl3aet14a La sélectivité
pour ces structures, bien qu’honorable, reste emggar. L'introduction de chaines latérales
permettant par exemple d’établir des interactiamspEmentaires avec les boucles des G-
guadruplexes est ainsi a envisager.

La seconde approche étudiée a consisté a introdegeharges positives intrinseques dans le
squelette aromatique. Les résultats obtenus av&dd® 17aconfirment la validité de cette
stratégie. Ce ligand présente une forte affiniténet trés grande sélectivité pour les structures
G-quadruplexes particulierement en conditions @itas. Cette meilleure stabilisation en
présence de potassium pourrait provenir d’'une ghasde accessibilité des G-quartets, qui
gouvernent l'interaction de ce composé. Outre segrigtés tres intéressantes de ligand de G-
quadruplexe, le TrisQ est capable d’'induire despuoes de I’ADN sous irradiation ; deux
caractéristiques qu’il serait intéressant d’utilisenjointement.

A travers ces deux séries de composés, ce chapitfeme donc l'intérét de la symétrig,C
jusqu'alors peu exploitée, dans le développement ndeveaux ligands d’ADN G-

guadruplexe.
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Chapitre 2 : Complexes meétalliques de dérives

de terpyridines

Intensément étudiés pour leur interaction avec NADuplexe [185-187], les complexes
métalliques suscitent actuellement un nouvel int&g® tant que ligands d’ADN G-

quadruplexe. Des exemples récents (voir Introdod8idl.1.4) comme le Ni()-salphen [119]

ou la Mn{i)-porphyrin [120] se sont en effet révélés parténgiment performants dans ce
contexte. Nous avons étudié cette approche a #alerdéveloppement de complexes
métalliques de dérivés de terpyridine. Ceux-ci @néant I'avantage d’'un accés synthétique
rapide et efficace et permettent le contréle dgdamétrie par un choix judicieux du centre

métallique.
.  Complexes métalliques de terpyridine, généralités.

Les terpyridines sont des molécules hétéroaromedidtidentates largement employées en
chimie de coordination ; elles offrent en effet uriple chélation plane et bien définie. Ce
motif voit son utilisation croitre continuellemedans de nombreux domaines depuis la
seconde moitié du XX* siecle [188, 189]. Ses complexes de métaux desitiam sont
développés pour de nombreux champs d’applicatisrgtee la chimie supramoléculaire [190-
192] ou la luminescence [193]. Dans le domaineadaidlogie, les complexes métalliques de
dérivés de terpyridine sont essentiellement étugigs leur interaction avec I'’ADN et leurs
activités biologiques antitumorales. Ceux-ci peuére classés en plusieurs catégories selon
leur structure chimique ; seuls quelques exemp&sésentatifs sont proposés dans ce
paragraphe :

i- les complexes de type [M(tpyJi](ou M est un métal - majoritairement Pt ou Ruy- égt
une terpyridine - fonctionnalisée ou non - et Lligand complétant la sphére coordination du
métal). Ce type de complexe est celui développéacaus de ce travail de thése. Avec un
platine comme centre métallique, ils interagisserc I’ADN duplexe par intercalation si L
est un ligand non labile (carboné ou soufré pamgte [185], Figure 110-A) ou selon un
mode mixte intercalation et platination des based’ADN (voir Chapitre 3) si L est un
ligand labile (hydroxyle [194], chlorure [195] omae aromatique [196, 197], Figure 10
B).
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ii- les conjugués présentant un complexe métalliquebgridine couplé a une autre unité
fonctionnelle, développés plus récemment. On pimsi aiter un conjugué d’acridine (Figure
110ii-A, [198]) ou un conjugué d’estrogene (Figure 1i1B, [199]). Leur mode d’interaction
suit le méme principe que la catégorie précéddhiajté fonctionnelle introduisant un
meilleur ciblage de I'entité biologique visée.

iii- les complexes de terpyridine bimétalliques [18@&}éronucléaires ou homonucléaires. lls
peuvent présenter une unité interagissant parcaltgion et une autre induisant la platination
de I’'ADN (Figure 11Gii- A) ou encore deux motifs intercalant (Figure 1ii:@).

iv- les complexes dont la sphere de coordinatioroggiement occupée par des polypyridines.
Ces complexes, interagissant avec I'’ADN par infatzan présentent une plus large diversité
de métaux : Pt [200], Ru [201] (Figure 1d©A), Cu [202], Rh [203-205] (Figure 11i0-B)

etc.
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Figure 110. Exemples de complexes métalliques de dérivés deyrtdine étudiés pour leur
interaction avec I’ADN duplexe.

Ces quelques exemples montrent I'étendue de léhigorté a ces complexes métalliques de
dérivés de terpyridine pour leurs propriétés diimtdon avec 'ADN duplexe. Leur surface
plane, propice a l'interaction avec les G-quadnapde et la présence d’'un cation métallique
central nous ont poussés a caractériser I'aptitiedees composés a reconnaitre les structures

G-quadruplexes.
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. Syntheése et étude de complexes métalliques deédériv

de terpyridine.

1.1. Synthése des complexes.

Nous nous sommes ici intéressés a I'étude de demite de la nature (et donc de la
géomeétrie) du centre métallique, plutét qu’a laurade I'agent complexant. Nous avons pour
cela utilisé des complexes de terpyridine, le mtaipyridine étant d'un accés synthétique
rapide voire commercial. Différents complexes migaés ont été préparés, en utilisant trois
dérivés de terpyridine et quatre meétaux. Parmitles dérivés de terpyridine, deux sont
disponibles commercialement, la 2,2:6’,2"-termjine (Terpy outpy 18, le dérivé le plus
simple) et la 4’-(4-methylphenyl)-2,2".6’,2"-terpigline (TolTerpy outpy 19) possédant une
surface aromatique plus étendue. Le troisieme asittamposé cationique, la 4’-(N,N-
diméthyl-1,3-propanediamine-4-methylphenyl)-2,226 terpyridine ctpy 20 (Figure 111).
Celle-ci a été préparée dans le but d’améliorgrdrbsolubilité et de former des interactions
électrostatiques supplémentaires avec le G-quasheaplElle est obtenue en deux étapes a
partir de la TolTerpyl9 par bromation de cette derniere par du N-bromasimitle en
présence de peroxyde de benzoyle dans le, @Gk amination directe par réaction de
Williamson en présence d'un équivalent de N,N-dhgkl,3-diaminopropane et de
triethylamine au reflux du DMF.

Les quatre métaux utilisés sont le cuivre iQule platine P1(), le zinc Zn() et le ruthénium
Ru(n) (Figure 111). La synthése des complexes métaligeuit des procédures simples,
caractéristiques du métal choisi :

-complexes de cuivre Cu) et de zinc Zn(): une solution d’'un équivalent de nitrate de celivr
ou de chlorure de zinc dans l'acétonitrile anhyesedéposée sur une solution de terpyridine
dans le dichlorométhane anhydre. Les complexesédésristallisent a froid. Notons que le
cuivrell est paramagnétique, aucune analyse RMN n’a doitrpuéalisée avec ce métal, les
analyses étant alors menées par spectrométrie skeraticristallographie.

- complexes de platine R)(: la réaction de complexation est réalisée damadthanol avec
le Pt(COD)C} comme précurseur (COD pour cyclooctadiéne) [206].

- complexe de ruthénium Ruj: la réaction de complexation est réalisée datthanol
absolu avec le RugkH,O comme précurseur. Ici encore, le complexe obtétant

paramagnétique, les analyses ont été réaliséeppatrométrie de masse [207].
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Figure 111.Structures des terpyridind8 a 20 et des complexes métalliqus-28correspondant.

1.2. Etudes de linteraction des complexes métalliquesvac le G-

guadruplexe.

1.2.1. Affinité pour les structures G-qguadruplexes.

L’interaction de ces composés avec I'ADN G-quadexpla été étudiée par FRET-melting
(en conditions sodium) et G4-FID (en conditionsagstum et/ou sodium). Les terpyridines
non complexéefpy, ttpy et ctpy (18, 19 et 20 respectivement) se révelent trés peu affines
pour le G-quadruplexe. En effet, en test G4-FIzume d’entre elles ne permet d’atteindre le
seuil de déplacement du TO de 50% en conditionsaspatm, dans la gamme de
concentrations utilisée (Figure 112A, courbes mmireotifs blancs). Elles sont donc
caractérisées par d8¥DCse>2.5uM. Cette faible affinité est confirmée en FRE€lting par
desAT, inférieurs a 8°C (Figure 113). Ces résultats, loje@ peu significatifs étant donné la
faible solubilité dans I'eau des terpyridingy 18 et ttpy 19, serviront de référence pour
évaluer I'impact de l'introduction d'un centre miitpue sur la reconnaissance des G-
guadruplexes. Comme précisé dans l'introductioh 1841, I'effet positif attendu est basé sur
le positionnement supposé du métal central au dedsucanal ionique formé dans le G-
guadruplexe, induisant ainsi un empilement optimdsela molécule complexante sur le

quartet.
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Figure 112.Résultats en test G4-FID des terpyridid@s20 et des complexes métalliques associés
21-28 A. 22AG K, B. 22AG N4, C. ds26,D. ds17. Conditions expérimentales : 0.5uM (pour G2A
et dsl17) et 0.75uM (pour ds26) TO, 0.25uM ADN encmmtration croissante de ligand (de 0 a
10équiv.), tampon cacodylate de sodium 10mM, 100NACI (22AG N3&) ou 100mM KCI (22AG
K*, ds17, ds26), pH 7.4. Les résultats du test G4dW€ la matrice TBA sont disponibles en annexe
D. Les courbes G4-FID des complexes de cuR2e23 et de platine25-26 avec chaque matrice
d’ADN sont présentés en annexe E.

Les complexes de cuivre (courbes bleues, FigurédjléPde platine (courbes rouges, Figure
112A) sont beaucoup plus affins que les terpyrglitieres correspondantes (avec des
““DCs0<0.3uM en présence d'ions potassium), avec I'exoeptotable des dérivéSu-tpy

21 et Pt-tpy 24 caractérisés par une faible interactiocfDCsg>2.5uM et =1.46pM
respectivement, en conditions potassium). Ces oaffmités pour les complex&3u-ttpy

22, Cu-ctpy 23 Pt-ttpy 25 et Pt-ctpy 26 se retrouvent dans des conditions sodium avec des
valeurs tout a fait similaire§{DCs¢<0.39uM) (Figure 112B).

Les mémes tendances sont démontrées en FRET-meltieg de bonnes stabilisations
comprises entre 10 et 16°C pour les compleXedtpy 22, Cu-ctpy 23, Pt-ttpy 25 et Pt-

ctpy 26 tandis que les dérivéSu-tpy 21 et Pt-tpy 24 n’induisent une stabilisation que

d’environ 1°C (Figure 113). Ces observations sadig I'importance de la surface
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aromatique de la molécule complexante : les matfg et ctpy, plus étendus, sont plus

adaptés a la reconnaissance des structures G-gleds.

20 ~

AT12 (C)
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Figure 113. Résultats de FRET-melting pour les terpyridid@s20 et les complexes métalliques
associé®1-28 Conditions expérimentales : 0.2uM F21T, 1uM ldjasans (barres noires), avec 3uM
(barres bleues foncées) et 10uM (barres bleuees)ails26, tampon cacodylate de lithium 10mM,
100mM NacCl, pH 7.2. Les courbes FRET obtenues pesirterpyridinesl8-20 et les complexes
métalliqgues associ€d-28sont présentées en annexe F.

Les complexes de zir7 et de ruthéniun28 interagissent faiblement avec le G-quadruplexe :
ils n'induisent qu’un faible déplacement du TO @sttG4-FID £'DCs>2.5uM, Figure
112A) et une faible stabilisation en FRET-meltidgl{,<4°C, Figure 113). La nature du
meétal est donc un parametre essentiel pour I'ajgitdes complexes a interagir avec le
guadruplexe. Cette disparité de comportement pgealjiéstifiée par les différentes géométries
des complexes (Figure 114). Les complexes de BH géométrie plan carré [208, 209] et les
complexes de Cuj, pyramidaux a base carrée [210, 211] présentemt face plane
favorisant les interactions de stacking avec legu@rets externes des G-quadruplexes. En
revanche, les complexes de infle géométrie bipyramidale trigonale [212, 213teatix de
Ru(n) [214], octaédriques, présentent deux faces enc@eslpar les ions chlorure qui génent

les interactions avec les G-quartets.
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Figure 114. Représentation schématique des complexes métalligiee terpyridine avec des
géométriedA : plan carréB : pyramidal & base carré@,: bipyramidal trigonalD : octaédrique

[1.2.2. Sélectivité pour les G-quadruplexes.

La sélectivité G-quadruplexes duplexe d’ADN des complexes de cuivre et de piates
plus affins Cu-ttpy 22, Cu-ctpy 23, Pt-ttpy 25 et Pt-ctpy 26 a ensuite été évaluée. Les
matrices utilisées en test G4-FID comparatif sestrhémes que dans le chapitre précédent :
les quadruplexes 22AG (en sodium et en potassitmBA et les duplexes dsl7 et ds26.
Notons tout d’abord que chaque complexe présergaffimités comparables pour toutes les
matrices G-quadruplexes, comme le montrent lesslge®’DCs, résumées dans le Tableau
16.

Les complexes de platings et 26 (courbes rouges, Figure 112C,D) déplacent le T® de
matrices ADN duplexes plus efficacement que les pleres de cuivre22 et 23
correspondants (courbes bleues, Figure 112C,D)te Gdiservation peut a nouveau étre
rationnalisée par des considérations géométridtresffet, avec leur géométrie plan carré, les
complexes de platine présentent deux faces plaiesont donc enclins a s'intercaler dans
'ADN duplexe, propriété pour laquelle ils ont éadbondamment étudiés [185-187]. Par
opposition, les complexes de cuivre, pyramidauwaselcarré possedent un ligand apical (ici
un nitrate) qui peut empécher l'intercalation denduplexe. Cette géométrie a été confirmée
par cristallographie aux rayons X avec le compl@uettpy 22 (paragraphe suivant).

Enfin, la présence de la chaine aminée latéraldesurotif terpyridine ¢tpy) favorise les
interactions électrostatiques aléatoires avec lkasices ADN. Les complexeSu-ctpy 23 et
Pt-ctpy 26 (losanges bleus et rouges respectivement, Figl® D) induisent donc un
meilleur déplacement du TO des matrices duplexes lgurs analoguetipy 22 et 25
correspondants. Les valeurs de sélectivité airtsragnées sont resumées dans le Tableau 16.

Le complexeCu-ttpy 22 apparait comme le meilleur ligand de cette sérex de meilleur
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compromis entre termes d'affinité\T1,=15.3°C, ®*DCso(Na")=0.34uM) et de sélectivité

pour le G-quadruplexe §S0.95), ce qui souligne a nouveau I'importancealgdométrie du

centre métallique et de la nature de la molécuwenatique coordinnant celui-ci.

G4-FID comparatif

22AG 22AG TBA  dsl7  ds26 G4- G4- G4- G4- G4- G4-
K+ Na+ FID FID FID FID FID FID
Ligand |®DCso ®DCso ®DCsy *DCsy “DCso| Sel® Sel.  Sel.  Sel.  Sel.  Sel
M) (M) (UM)  (uM) (M) [ 22AG  22AG 22AG 22AG  TBA TBA
Kvs Kvs Navs Navs VS VS
ds26 dsl7 ds26 dsl7 ds26 dsl7
tpy 18 >2.5 2 - - - - - - - - -
ttpy 19 >2.5 - - - - - - - - - -
ctpy 20 >2.5 - - - - - - - - - -
Cu-tpy 21| >2.5 - >2.5 >2.5 >2.5 - - - - - -
Cu-ttpy 22| 0.30 0.34 0.53 >2.5 >2.5 22 92 36 20 28 13
Cu-ctpy 23| 0.19 0.33 0.21 >2.5 >2.5 19 15 10 9 17 15
Pt-tpy 24 | 1.46 - 116 >25 >25 2 2 - - 35 25
Pt-ttpy 25 | 0.18  0.17 0.14 1.26 1.74 10 7 10 7 12 9
Pt-ctpy 26| 0.25  0.39 0.19 0.86 1.3% 5 3 3.5 2 7 45
Zn-ttpy 27 | >2.5 - - - - - - - - - -
Ru-ttpy 28 >2.5 - - - - - - - - - -

Tableau 16. Résultats de G4-FID pour les terpyridiné8-20 et les complexes métalliques
correspondant81-28 Erreurs expérimentales estimées & +8%on déterminé” Sélectivité définie
par le rapporfDCsy/®*DCso 0u, quand™DCs, > 2.5pMsélectivitéestimée=2.5/C.

Ces résultats sont confirmés en FRET-melting coitifp@igure 113 et Tableau 17). Si la
stabilisation induite par les complex€si-ttpy 22, Cu-ctpy 23 et Pt-ttpy 25 est fortement
maintenue lors de l'ajout de 3uM de duplexe congdti ds26 (95, 85 et 80%
respectivement), le dériv€u-ttpy 22 est de loin le ligand le plus résistant dans la

compétition en présence de 10uM de duplexe (88%).
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FRET Compétitif

Ligand AT, (°C) Sélectivité
+0uM +3uM +10uM $ Sio
ds26 ds26 ds26
tpy 18 7.8 2.3 15 0.3 0.2
ttpy 19 1.6 2.4 1.6 a -
ctpy 20 6.8 7.0 6.3 1 0.93
Cu-tpy 21 11 11 14 - -
Cu-ttpy 22 15.3 14.6 135 0.95 0.88
Cu-ctpy 23 10.0 8.5 4.8 0.85 0.48
Pt-tpy 24 1.1 0.7 0.6 - -
Pt-ttpy 25 11.3 9.1 6.5 0.8 0.57
Pt-ctpy 26 16.2 10.2 6.0 0.63 0.37
Zn-ttpy 27 2.9 2.8 3.3 - -
Ru-ttpy 28 0.1 0.1 0.1 - -

Tableau 17.Résultats de FRET-melting pour les terpyridin&s20 et les complexes métalliques
correspondant81-28 ® non déterminé cakT,,,(-ds26)<3°C

11.2.3. Rationalisation des résultats de Cu-ttpy 22, études

cristallographigues.

Afin d’appuyer notre hypothese quant a l'impact ldegéométrie du complexe sur ses
propriétés d’interaction avec les G-quadruplexes, €études de diffraction des rayons X ont
été menées sur le meilleur ligand de cette séei€Cu-ttpy 22. La structure cristalline
déterminée (de groupe d’espacea/B2 confirme la géométrie pyramidale a base caaéec
une légere déviation de 20.4° de la liaison Cu-@@) rapport au plan défini par le motif
terpyridine (Figure 115), I'atome de cuivre se @ituen revanche parfaitement dans ce plan.
Le nitrate apical est désordonné, les atomes @) et O(6) présentant deux positions avec
des facteurs d’occupation égaux 50/50 (I'atome @tdint affiné a un facteur d’occupation de
1). Les angles O(2)-Cu-O(5a) et O(2)-Cu-O(6b) valezspectivement 102.3 et 76.4°,
correspondant a une valeur moyenne de 89.3°. Emdincoordination au métal des
groupements nitrate en positions apicales est nioies, avec des distances Cu-O(5a) et Cu-
O(6b) plus grandes que Cu-O(2) (2.15 et 2.28A eoh#®9A respectivement).
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Cu-N(2) =1.931(5) A
Cu-N(3)=2.003(5) A
Cu-0(5A)=2.155(7) A
Cu-0(6B)=2.280(8) A
Cu-0(2)=1.990(4) A

0{2)-Cu-0{(54)=102.3(3) O
0(2)-Cu-0(6B)=76.4 (4)

Figure 115.Figure ORTEP de la structure cristalline du comel&u(ttpy)(NQ), 22 et valeurs de
longueurs de liaisons et d’angles d’intérét.

Ces études cristallographiques confirment doncéengetrie pyramidale a base carrée du
complexeCu-ttpy 22, qui semble tout a fait adaptée a l'interactiora@les G-quadruplexes :
une face plane pour le recouvrement avec les Gajgaexternes et un ligand apical

empéchant l'intercalation dans I’ADN duplexe.

lll.  Conclusions et perspectives.

Dans ce chapitre, nous avons développé une sédemdplexes métalliques de terpyridines et
étudié leurs propriétés en tant que ligands d’ADNju@druplexe. Nous avons mis en
evidence I'importance de I'étendue aromatique dtifnberpyridine et particulierement de la
géométrie du centre métalligue dans les interastid® ces composés avec ces structures
d’ADN. Les complexes de platine et de cuivre desivdé de terpyridine étudiés ici
combinent un accés synthétique rapide et de bgmogsiétés de reconnaissance d’ADN G-
quadruplexe. Le dériv€u-ttpy 22 représente le meilleur compromis alliant une bonne
affinité et une forte sélectivité pour ces strueturCes caractéristiques ont été rationalisées en
termes de géométrie du complexe, particulieremelatptée a l'interaction avec les G-
guadruplexes.

Nous avons cherché a utiliser plus avant l'affiitda sélectivité de ces ligands pour les G-
guadruplexes. Des expériences préliminaires somars pour étudier I'activité potentielle
de Cu-ttpy en coupure chimique de I'ADN. Par ailleurs, lesnptexes de platine sont
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capables de creer des liaisons fortes quasi-caeasl@vec ces structures. Le chapitre suivant
présente les résultats obtenus dans ce contextiatilmation des G-quadruplexes.

Enfin, des optimisations du motif aromatique teigiyie sont en cours dans le but d’atteindre

une meilleure affinité pour les G-quadruplexes et abnserver la tres bonne sélectivité

observée. Elles consistent dans un premier tengrs &endre la surface aromatique (Figure
116).

Figure 116.Dérivés de terpyridine développés en vue de l'otition du recouvrement avec les
tétrades : 2,2’-(2,6-pyridine-di-yl)-bis-quinoliret dérivé.
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Chapitre 3 : Platination des G-quadruplexes

par des complexes de platine.

Les complexes de platine constituent une classgedta anticancéreux trés utilisée en
clinigue. Depuis la découverte du cisplatine en5]198e nombreux complexes ont été
développés et étudiés pour leur mécanisme d'adbimtogique. Leurs propriétés anti-
cancéreuses proviennent de leur interaction avdaN': les complexes de platine forment
préférentiellement des liaisons fortes quasi-coveke avec les azotes N7 des purines. Les
télomeres, de séquences riches en guanines ((TTAGBE 'homme), sont donc des cibles
potentielles pour ces complexes. Il a été paruwaslelémontré que les complexes de platine
pouvaient former des adduits avec les structuregi@lruplexes (voir plus loin 81.3). Nous
avons donc étudié dans ce contexte la capacitécaimplexes de platine de terpyridine
développés au chapitre précédent, a platiner ceststes G-quadruplexes. Le profil de
platination obtenu nous permet de proposer un naiideeraction de ces composés avec les
G-quadruplexes. Nous avons également développé&ataplexes hybrides comprenant un
ligand de G-quadruplexe relié a une unité platimaofonctionnelle dans le but de piéger
irréversiblement ces structures. Ces nouveaux @maplconstituent des sondes de structure
intéressantes au comportement original.

Avant de présenter nos travaux, nous introduiroicsiatement le domaine des complexes de
platine, leur interaction avec I'’ADN et leur act&ianti-tumorale. Nous présenterons ensuite
les études relatives a leur action au niveau des&¥es et de la télomérase, avant de détailler
les travaux caractérisant l'interaction de certaglisntre eux avec les structures G-

guadruplexes.
. Introduction

l.1. Complexes de platine et stratégie anti-cancéreuse

Le cisplatine (cisdiaminedichloroplatineis-[Pt(i)Clx(NHs),], Figure 117A), découvert
fortuitement en 1965 [215] est aujourd’hui encoredes agents les plus utilisés et les plus
efficaces en chimiothérapie anti-cancéreuse. Sficaeité s’accompagne cependant d’effets

secondaires et de phénomenes de résistance limgamdpplications [216-219]. Un nombre
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impressionant de nouveaux complexes de platinesa @ié développé depuis 40 ans dans le
but de surmonter ces limitations [220-224]. Pares Iplus efficaces, on peut citer la
carboplatine (qui présente cependant les mémesliépneb de résistance), 'oxaliplatine

(premier a montrer une activité dans le canceraiong ou le picoplatingFigure 117).

A B C
NH,

H3N\P|t/o o) H, o

HN<_ _-Cl | N _~©

AP o} AP

H3N Cl N o)

2
o)
o

Figure 117.Structures chimiquesA. cisplatine B. carboplatineC. oxaliplatine.

Toutes ces études contribuent a la compréhensigouts plus approfondie des mécanismes
cellulaires associés aux complexes de platine. Apénétration dans la cellule, le cisplatine
(par exemple) est transformé en especes mono giaiositivement chargées (substitution
des chlores labiles par des molécules d’eau appeks aquation du complexe), qui se fixent
a 'ADN de facon quasi-covalente [225] (Figure 1)}8As coordinnent plus précisément les

azotes N7 des purines (avec une préférence pauaaine [226]) pour former des pontages
1,2 intra-caténaires (d(GpG) majoritaires - 65% d@pG) moins nombreux - 25%) et en

proportion bien plus restreinte des pontages Xrd-raténaires et 1,3 inter-caténaires (Figure
118B) [225, 227-229]. La cytotoxicité des complerss attribuée a la formation des adduits
GG majoritaires, induisant une forte torsion delM (Figure 118C). Leur reconnaissance et
I'activation des voies de dommages a I’ADN induisene cascade d’évenements cellulaires
conduisant a l'apoptose [218, 230, 231, 232]. & Voies de réponse cellulaire aux
dommages causés par les complexes de platineébabéhdamment étudiées [231, 233], leur
mécanisme d’action n’est pas encore totalemenid&ugt leurs cibles biologiques sont loin

d’étre intégralement identifiées.
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A
A ) ) . NHg
Réactions avec des biomolécules soufrées, /
ARN, ADN mitochondrial etc. Pl"NH"’
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Figure 118.A. Hydrolyse du cisplatine dans la cellule (tiré 884]).B. position N7 de la guanine et
formation d’adduits du cisplatine avec 'ADN (d'&sr[229]).C. Effet sur TADN d’'un pontage 1,2
intra-caténaire d(GpG) (d’apres [231]).

De nouvelles stratégies ont été développées ptesm@ent pour obtenir une distribution plus
ciblée des complexes ou encore pour moduler leuitgéd235, 236]. Ce dernier objectif peut
étre atteint par exemple a travers le développemennolécules hybrides bi-fonctionnelles
ou ‘conjugués’j.e. un complexe de platine lié & une molécule intessagit spécifiguement
avec une entité biologique (récepteurs, ADN et218]. Ces composés ciblés peuvent ainsi
montrer un mode de liaison différent et plus sélebans la famille de conjugués présentant
un intercalant de I'ADN, on peut citer le (1,2-diaméthane)dichloroplatinum(ll) lié a
'acridine orange par une chaine hexameéthylene][287le Pt-ACRAMTU (présenté dans
lintroduction de cette partie, 8lll.1.4) (Figurel9). Les interactions de ce dernier avec
I'ADN sont dirigées par le motif intercalant [238Tes ‘conjugués’ constituent ainsi une
nouvelle stratégie pour la conception de molécbiefonctionnelles se liant a 'ADN de

maniere spécifique et visant la limitation des tsfieecondaires par amélioration du ciblage.
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Figure 119. Exemples de conjuguésA. (1,2-diaminoéthane)dichloroplatinum(ll) lié a ltatine
orange par une chaine hexaméthylBnt-ACRAMTU

1.2. Interaction du cisplatine et de quelques dérives @&c I'ADN

télomérique et la télomérase

Constitué de répétitions de blocs de trois guanatjacentes, I'ADN télomérique est une
cible potentielle des complexes de platine. Il & @ontré que de longs téloméres étaient
associés a une résistance au cisplatine dans Helesele mélanome [239]. L'interaction
avec I’ADN télomérique pourrait donc jouer un r@enséquent dans la sensibilité et/ou la
résistance au cisplatine, dépendant de la longdesrtéloméres. Une étude sur d'autres
lignées cellulaires infirme cependant cette hypseh@40]. Par ailleurs, I'analyse vitro de

la fixation des protéines TRF1 et TRF2 sur la sageaetélomeérique (RAG3)4/(C3TAL)4
platinée par le cisplatine sur un site GGG défiontre que la présence de cet adduit diminue
notablement l'affinité de TRF2 (et dans une moindresure de TRF1) pour la séquence
télomérique [241]. Ces résultats suggéerent dondajpeobable platination des télomeres par
le cisplatine dans les cellules cancéreuses poumfhiencer la fixation de TRF2 sur ceux-ci
et ainsi affecter leur intégrite.

Les effets du cisplatine sur la longueur des télesieont également été étudiés. Un
raccourcissement des télomeéres est observé daadesrlignées cellulaires : cellules Hela
[242] ou d’hépatome [243]. Ce raccourcissementdegobservé aprés un a trois cycles de
réplication) semble incompatible avec une inhibitdirecte de la télomérase induisant une
perte progressive des télomeres. Ceci suggere dwmmome pour les ligands de G-
guadruplexe, un mécanisme de déprotection des éédmmet/ou d’inhibition de leur
réplication. Cependant, une étude plus récentelaogae le cisplatine n’a aucun effet sur la

longueur des télomeéres chez trois lignées celkdajcellules de neuroblastomes, Hela et de
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leucémies aigues lymphoblastiques), indépendemmdentleur longueur initiale [240].
L'ensemble de ces études ne permet donc que deogmopine possible interaction du
cisplatine avec les télomeéres, qui pourrait dépemdr la sensibilité a cet agent des lignées

cellulaires testées.

Comme décrit dans l'introduction de cette pargt@lomérase est constituée d’une sous unité
catalytique hTERT et d’'un ARN matrice hTR. Certaimégions de cet ARN sont accessibles
et constituent donc des cibles pour des inhibitelgstélomérase. L'impact de certains
complexes de platine sur l'activité de cette enzardonc été évaluié vitro en test TRAP
[244]. En particulier, de nouveaux complexes cortgpdrdes amines aromatiques comme
ligands (pyridine ou isoquinoline) ont été dévelépet étudiés pour leur interaction avec la
télomérase [245-247]. Une inhibition de celle-cété observée avec certains d’entre eux,
suggérant une platination de hTR, bien qu’une augon avec certains acides aminés
essentiels de hTERT ne soit pas a exclure. llasaileurs a noter que le test TRAP n’est pas
bien adapté a I'étude de complexes de platineeheps d’incubation utilisé n’étant pas
nécessairement suffisant pour I'hydrolyse totals d@emplexes fournissant les especes
actives.

Par ailleurs, un traitement au cisplatine induié wiminution de I'activité télomérase dans
certaines cellules (cellules de cancer du testichkz 'homme [248], cellules d’hépatome
[247], ou cellules du cancer du sein en culture9[p4nais aucun effet n’est visible dans
d’autres lignées (cellules cancéreuses hématogoexi [250] ou cellules de cancer de
'ovaire [251]). Enfin, de nombreuses études oatr@enées pour examiner la relation entre la
télomérase, les dysfonctions télomériques et lanérabilité a I'apoptose induite par le
cisplatine [252]. Elles indiquent que la télomérpsarrait moduler la réponse cellulaire a un
traitement par des agents affectant l'intégrité ABN.

En conclusion, il est envisageable qu’une partalgivité anti-cancéreuse des complexes de
platine (et en particulier le cisplatine) proviende la formation d’adduits au niveau des
télomeres, perturbant ainsi leur structure et deac intégrité. Il est aussi possible qu’ils se
fixent & 'ARN matrice de la télomérase hTR, inéeant directement avec lactivité de
'enzyme. L’effet des complexes de platine au nivdas téloméres n’est cependant toujours

pas élucidé malgré les nombreux travaux entrepris.
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1.3. Interaction des complexes de platine avec les G-qiiaplexes.

Nous avons présenté en introduction (8111.1.4 p128)complexes de platine spécialement
développés en tant que ligands de G-quadruplexse.d@émiers n'ont été deécrits que tres
récemment et n'ont pas été étudiés pour leurs g@tégrde platination des G-quadruplexes.
Nous rappelons ici les études menées dans le gari$e Bombard sur la platination de ces
structures et les informations fournies en consdcggle Dans les guanines associées en
guartet, la position N7, site privilegié de cooration du Pt(), est impliguée dans le réseau
de liaisons hydrogene. Ces guanines devraient étmecprotégées de la platination. Une
premiére étude, réalisée sur deux structures Grgpkekes de la séquence télomérique de
TetrahymengT,Gy4)4 présentant des guanines dans les boucglés(én plus des quartets), a
en effet révélé que le complexe monofonctionnellfeH 3)s(H,0)]** platinait uniquement
les quatre guanines des boucles. Les différentgsopions de platination observées ont été
corrélées a l'accessibilité relative des N7 de geanines. Cela montre que ce complexe
[Pt(I)(NH3)s(H-0)]** constitue un bon outil pour examiner l'accesdibilides sites
nucléophiles des purines dans ces structures [R&3}latination par ce méme complexe des
structures G-quadruplexes de la séquence téloneetigumaine AG@T.AG3); a alors été
analysée. De maniére surprenante, en plus desqdénines des boucles, certaines guanines
impliquées dans les quartets sont accessiblegplkatiaation. Des simulations en dynamique
moléculaire réalisées sur les structures paradélantiparalléle (mais pas sur la structure
hybride qui n'avait pas encore été identifiee aunmant de I'étude) révélent la flexibilité de
ces structures et permettent ainsi d’expliquerréssltats. Dans la structure anti-paralléle, le
guartet situé du c6té de la boucle diagonale exiblle et peut se désorganiser, permettant la
platination des guanines G2, G10, G14 et G22 (Eidi20A). De la méme facon, dans la
structure parallele, les guanines G8 et G20 dutguen 5 peuvent étre labiles et platinées
(Figure 120B). Les complexes de platine difonctelarf.e. avec deux ligands labiles)s et
trans[Pt(11)(NH3)»(H-0O),]** induisent par ailleurs des pontages entre deuxiresA1-A13,
A7-A19) ou entre une adénine et une guanine (Al;@UB3-G22). En raison de la distance
séparant les nucléotides impliqués, ces pontag@eumeent se produire que dans la structure
anti-paralléele [148]. L utilisation d’'un complexe indicléaire [frans
PtCI(NHs),} 2HoN(CH)NH2]Cl, (n=2 or 6), présentant deux unités platine religas une
chaine aminée flexible de différentes longueursmpe la formation de pontages entre deux
guanines du quartet flexible en 5’ : G8-G10 et GZB@ans la structure paralléle et G2-G10,
G10-G22 et G2-G14 dans la structure anti-parall{€].
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Ainsi, les structures G-quadruplexes dérivées deetpuence télomérique humaine sont des
cibles pour les complexes de platine et, contraérgna ce que laissait envisager leur

implication dans la constitution des tétrades, aiees guanines peuvent étre platinées,
révélant la flexibilité de ces structures.

G22
-—.?_,.——P-r-._‘-\s‘_"_:‘“‘ I
e
G2 G114 G10
B G20

Figure 120.Structures G-quadruplexes anti-parallé@ ét parallele B) de séquence AGI,AG3)s:
représentations schématiques et conformationsmiiét@es par dynamique moléculaire. Les guanines
indiquées peuvent étre labiles, rendant leur prsl7 accessible a la platination.

lI. Platination des G-quadruplexes par les complexes de
terpyridine.

1.1. Réactions de platination et analyses des sites deation

Nous avons étudié les complexes de platine démvitshapitre précédert-tpy 24, Pt-ttpy
25 et Pt-ctpy 26 pour leurs propriétés de platination des G-quaengd formés par la
séquence télomérique humaine [5-AGAG3)3:-3'] (22AG). Notons que les études de

185



Partie 2 - Chapitre 3 : Platination des G-quadrupds par des complexes de platine.

FRET-melting et de G4-FID présentées au chapitree Zefletent que les interactions non
covalentes des composés avec les G-quadruplexes mtuvent pas mettre en évidence les
phénoménes de platination. L'étape initiale d’hygse des complexes, cinétiquement
limitante et nécessitant une incubation longue €3nAe peut en effet pas avoir lieu dans les
conditions expérimentales employées.

Les complexes sont incubés avec le 22AG structui@-guadruplexe et marqué ¥@ en 5’

a 37°C pendant une nuit. Par réaction avec l'oligtéotide, les complexes de platine
peuvent se lier au 22AG par coordination, formasg ddduits tres stables quasi-covalents, ou
interagir avec la structure de maniére réversitbenfplexes non covalents). Les produits de la
réaction d’incubation sont analysés par migrationgel d’acrylamide (15%) en conditions
dénaturantes. Ces conditions permettent d’obsexelusivement des adduits de platination
et de séparer les différents adduits formés. L'emgde conditions non-dénaturantes, en
revanche, ne permet pas de distinguer les addaipgatination des complexes non-covalents.
Les réactions de platination sont réalisées sligbaucléotide 22AG structuré en présence de
sodium (50mM NaClg) ou de potassium (50mM KCIpP Les résultats obtenus sont
identiques quelles que soient les conditions icgBgunous ne présentons donc ici que les
analyses réalisées en conditions sodium.

Le gel de platination révele, pour les trois compte testés, la formation d’'une bande
majoritaire de migration (l) légérement retardée goport au 22AG non platiné (Figure
121), indiquant la formation d’un adduit covalentre le 22AG et les compos24-26 Dans

le cas des complex&4-tpy 24 et Pt-ctpy 26, une deuxiéme bande de migration plus retardée
(I) est observée (Figure 121); celle-ci reflétexistence d'un second produit de di-
platination minoritaire. L'aptitude des complexes mlatine24-26a créer des liaisons quasi-
covalentes avec les structures G-quadruplexesoastadémontrée ici.

L’observation de bandes de migrations retardéesgmport au 22AG seul indique que les
adduits formés ne restent pas structurés en congditiénaturantes. La fixation d’'un complexe
de platine sur I'oligonucléotide induit une augnaion de masse et de charge sur ce dernier,
ralentissant Iégérement sa migration. Notons quedmtien d’une forme structurée dans ces
conditions dénaturantes se traduirait par une midgraccélérée des bandes correspondantes,
la compacité de l'oligonucléotide étant également parameétre influant fortement la

migration des adduits.
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Pt-ttpy Pt-ctpy Pt-tpy

Controle oc 26 24

—— Bandes Il
—— Bandes |
—— 22AG non platiné

Figure 121.Gel d'électrophorése en conditions dénaturantda giatination de 22AG en conditions
sodium par les complexes de terpyridi2ds26 Controle : 22AG seul. La fleche indique le seas d
migration, les * indiquent 'emplacement des banidetfou Il observées pour chaque complexe.

Ces bandes de migrations retardées sont ensuitgpé@es et les adduits platinés
correspondant analysés par migration sur gel diéphorese apres digestion enzymatique
afin de déterminer les bases ayant été platinéedidestion par la 3'-exonucléase est en effet
stoppée par les bases platinées ; les arréts destidbiy observés permettent donc de
déterminer le nombre de sites platinés et la lsadbn de ces derniers. Nous détaillons ci-
dessous les résultats obtenus pour chaque com@éx®5 les gels d’électrophorese
correspondant étant présentés en Figure 122A (pavi sle clarté, seules les analyses des
bandes | de platination sont présentées ici, lés d€lectrophorése présentant I'analyse
complete des bandes | et Il se trouvent en anngxe H

- Pt-tpy 24 la digestion enzymatique de la bande | de platinaconduit a un unique arrét,
indiguant gqu’une seule base de 22AG est platinéde®ande d’'arrét de digestion (lll, Figure
122A) est isolée, le fragment est alors déplatiag ym traitement au NaCN et est enfin
soumis a une nouvelle migration sur gel d’électoyphe en conditions dénaturantes. La
migration observée peut étre alors comparée augrees fournies par le 22AG
partiellement digéré servant de contrle, permettaie déterminer la taille de
I'oligonucléotide digéré et donc d’identifier leteside platination. L’adénine A7 a ainsi été
déterminée (Figure 122B); la bande | de platinattonrespond donc au 22AG platiné en
position A7 avec un rendement d’environ 40% (débeénpar quantification du gel de

platination au phosphorimager (Imagequant)).
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La méme analyse sur la bande de migration la pdtsrdée Il (Figure 121) conduit a
I'observation de deux arréts de digestion corredpoha des sites de platination en A7 et en
Al13. Le produit de cette bande Il est donc plaBnépositions A13 et A7. Celui-ci résulte
probablement de la platination du mono-adduit en |24 rendement de cette di-platination
est estimé a environ 30%.

- Pt-ttpy 25: ce complexe est caractérisé par la formationelumique bande de platination
() avec un rendement d’environ 35%. L'analyse ddecbande indique un unique site de
platination sur 'adénine A13 du 22AG.

- Pt-ctpy 26. I'analyse de la bande | de mono-platination, féenpar ce complexe avec un
rendement plus faible d’environ 10%, conduit aditification de I'adénine A13 comme
premier site de platination. La bande de di-plaiomall formée a environ 10% correspond

guant a elle a un adduit di-platiné en position8 &1LA7.

A B
Pt-tpy 24 Pt-ttpy 25 Pt-ctpy 26 ' '
Py . Py . Py Pt-tpy24 | Ptttpy25 | Pt-ctpy 26
22AG | | 22AG I i 22AG [ " " Lo
é : ZZAGL Cirl : 22AG l Cirl Z;QAGL Citrl
012012; 0 1 2 o1 2 ,; 0 1 2 o0 1 2 - e o - —
; ; = -
R T - - 1- 9
5 R—T 5
. oo, : TE ~
n — - "\ i A13 i 4?
! ! g J A13
i il : !
: >

A7

lw«. - o L]

Figure 122.A. Gels d'électrophorése en conditions dénaturargels dligestion 3’-exonucléase de
22AG (contrdle) et des produits platinés | issusadetaction de 22AG avec les comple2ds26 0=

pas d’enzyme, 1= 0.2u/uL, 2= 0.04u/puL. Les bantlesotrespondent a des fragments digérés. Elles
sont isolées du gel, les produits correspondant dé@platinés par NaCN et analysés erBBGels
d’électrophorése en conditions dénaturantes degnfrats de digestion Il déplatinés. Les bandes
22AG correspondent a l'oligonucléotide non digdes bandes Ctrl proviennent de la digestion
partielle du 22AG non platiné (0.001u/pL enzyme)rfossant une échelle de taille.
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11.2. Discussion et conclusions

Nous avons étudié ici la platination des structu@sjuadruplexes par les complexes
terpyridine-platine24-26 Les analyses sur gel d’électrophorese en comdit@énaturantes
ont révelé la capacité de ces trois ligands an@atces structures. Dans les trois cas, des
bandes de migrations retardées sont observéesuardioque les adduits formés sont
déstructurés en conditions dénaturantes. La ptaiimdes G-quadruplexes par ces complexes
n'entraine pas une stabilisation suffisante poue tp structure soit conservée dans ces
conditions.

Des expériences de digestion enzymatique couplékEs aanalyses par gel d’électrophorése
ont montré que les complexes de plade26 ne platinent que deux adénines de 22AG. Ces
observations indiquent tout d’abord que la platorats’effectue sur les structures G-
guadruplexes du 22AG. En effet, dans le cas caoatrioutes les bases platinables (G et A)
auraient réagi. Ces trois complexes présententifiaurs de grandes différences en termes
d’efficacité et de comportement de platination.doenposéPt-tpy 24, possédant la surface
aromatique la moins étendue, platine préférentiedig A7 et présente A13 comme deuxieme
site de fixation. Les complexéX-ttpy 25 et Pt-ctpy 26, de surface aromatique plus large,
platinent en revanche A1l3 exclusivement (p88y ou avec une préférence trés marquée
(pour26).

Les profils de platination révélés sont identigeasconditions sodium ou potassium. Notons
gue, quelles que soient les conditions ioniquassi@lrs structures G-quadruplexes coexistent
en solution. De plus, la platination de ces stmastyar les complexexl-26ne s’effectue pas
de maniére quantitative. On peut donc envisagerlesieomplexes de platine ne peuvent
piéger gu'une forme G-quadruplexe.

Etant donné, d’'une part, que des données de pgiatingont accessibles pour les structures G-
guadruplexes antiparalléle et parallele mais pas [@oforme hybride et que, d’autre part, les
conditions sodium favorisent le repliement antigliete du G-quadruplexe [7], nous avons
utilisé cette structure pour nos interprétations.

Dans cette structure, 'adénine A7 appartient a lmecle latérale au voisinage du quartet
externe G4-G8-G16-G20 tandis que l'adénine Al3la@stlisée dans la boucle diagonale
entourant le quartet externe opposé. Au vu destagsuale FRET-melting)T1,=1.1°C) et de
G4-FID (*DCso(22AG K)=1.46uM) du ligandPt-tpy 24, ce composé ne doit pas interagir
par stacking avec les G-quartets. On peut déeselovgsager quélt-tpy piége les bases les

plus accessibles de la structure. Celles-ci saraeles adénines des boucles A7 et A13. Des
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études de modélisation moléculaire supportent tgtethese : il a en effet été montré que la
position N7 des adénines A7 et Al13 dans la stractamti-parallele est largement plus
accessible que celle des adénines A19 et Al ragpewnt [147]. Il faut enfin souligner que,
contrairement au [Pt(NH&(H0)]** qui n'a aucune affinité pour les G-quadruplexesstpy

24 ne platine pas les guanines. Ceci peut étre dénadmbrement introduit par le ligand
terpyridine.

Les complexedt-ttpy 25 et Pt-ctpy 26, en revanche, stabilisent les G-quadruplexes avec
AT1,=11.3 et 16.2 °C respectivement. On peut alorsqgeepque ces ligands interagissent
par stacking avec le G-quartet externe de plusehatiinité et platinent ensuite les bases
accessibles situées a proximité, les adénines des boucles. AirRi;ttpy 25 et Pt-ctpy 26
interagiraient préférentiellement avec le quart&-&l0-G14-G22 entouré par la boucle
diagonale (Figure 123). Il a déja été proposé oee boucles diagonales stabilisent
l'interaction des ligands avec les structures Gdaquilexes [85]. L'interaction d&5 et 26
avec ce quartet conduit a la platination exclusieel’adénine Al13, dont la plus grande

accessibilité par rapport a A1 a également été deém[147].

Pt-ctpy 26

Pt-tpy 24

Figure 123.Représentation schématique de la structure arditplr de 22AG. Les fleches rouges
indiquent les sites de platination préférentieks cemplexe®t-tpy 24, Pt-ttpy 25 etPt-ctpy 26.

En conclusion, les complexes de platine étugéeg6 permettent une platination sélective des
boucles des structures G-quadruplexes, gouvernékapttude des ligands a interagir avec

ces structures. Ainsi le profil de platination atvgepour le complexdPt-ttpy serait la
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conséguence de la reconnaissance privilégiée dudetjntouré d’'une boucle diagonale. I
serait intéressant de réaliser des études comptaimren (par RMN par exemple) pour
confirmer le mode d’interaction de ce complexe aescstructures G-quadruplexes proposé

ici.

lll. Hybrides Quinacridine-Platine pour le piégeage de

structures G-quadruplexes.

Dans les complexes de terpyridines présentés mauédnt, le motif platine
monofonctionnel est directement intégré dans lactire du ligand de G-quadruplexe. Nous
avons utilisé une seconde approche, consistantvalapper des complexes hybrides ou
‘conjugués’ dans lesquels les motifs ligand de @eljuplexe et unité platine sont séparés par
une chaine flexible. Ces molécules hybrides dentaigeragir avec ces structures selon un
mode double : reconnaissance des G-quartets pgarie ligand de G-quadruplexe et
immobilisation du composé dans I'’ADN par platinatides bases accessibles assurée par
I'unité platine. Comme énoncé dans l'introductian @k chapitre, cette stratégie a démontré
son efficacité dans le contexte des agents cidesitduplexes d’ADN. Ces ‘conjugués’
quinacridine/Pt devraient avoir des propriétésrofses en termes de stabilisation d’ADN

guadruplexe.
[.1. Conception des hybrides Quinacridine-Platine.

Les quinacridines [92], hétérocycles aromatiquesdés, sont de bons ligands d’ADN G-
quadruplexe (voir Partie 2, Introduction, 8lIl.1.2)eurs propriétés proviennent d’'un fort
recouvrement des G-quartets externes (trois deeggaanines qui les constituent). Nous
avons donc dans un premier temps choisi d’utileemotif quinacridine comme base pour
nos complexes hybrides ; ce dernier devrait inieragec le quartet externe de plus grande
affinité. De maniére a stabiliser irréversiblemnG-quadruplexe, I'unité platine doit alors
pouvoir atteindre le quartet externe opposé et téeliement les adénines de la boucle le
voisinant. La chaine reliant les deux motifs daiind posséder une longueur minimale
correspondant a I'empilement des trois quartetstitoiant la structure G-quadruplexe, soit
environ 12A (distance déterminée a partir de lauctire RMN du G-quadruplexe
AG3(T.AG3)3 en présence d’ions sodium, Figure 124A). Le pretigand hybridePt-MPQ
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a été concu selon ces considérations (Figure 124Bxynthese et I'étude de ce premier

composé, validant notre approche, seront présed&esun premier temps.

G-quartets

Figure 124. A. Structure anti-parallele de A@,AG3); déterminée par RMN (d'apres [7]).
Distances : G20-G22 = 7.1A, A1-A19 = 16A, soit GRR=~ 4.5A.B. Structure chimique det-MPQ.

Nous avons par la suite développé cette familledlgugués’ en faisant varier la longueur de
la chaine : l'utilisation de chaine courtes devemt particulier permettre la platination des
adénines des boucles voisinant le quartet recomandepmotif quinacridine. Ces conjugués

pourront également jouer le role de sondes detsteic

l1.2. Synthése et étude du premier hybride Pt-MPQ.

.2.1. Synthese

Il s’agit tout d'abord de synthétiser le motif qaamidine, ici une para-quinacridine
monosubstituée sur un cycle latéral. La synthésecade hétérocycles aromatiques a été
largement développée au laboratoire [92] et a srbase dans la conception de la synthése
des TrisKs (présentée en Partie 1). L'étape clétocole réside usuellement dans une
réaction de double amination arylique catalysé®dwu au Cu. La quinacridine désirée ici
étant dissymétrique, deux couplages par aminatibhalogénure d'aryle successifs sont
nécessaires (Schéma 12). Le produit de monosuimstitWacide 2-(4-iodophenylamino)-5-
methylbenzoique9 est ainsi obtenu par un couplage catalysé aueentre I'acide 2-amino-
5-méthyl-benzoique et le 1,4-diiodobenzene en eféastion d'Ulimann-Goldberg). Aprés

estérification méthyliqgue de cet intermédid2@& un second couplage catalysé au Pd (systéeme
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catalytique Pd(OAg) P(Bu);, CsCOs, identique a celui présenté en Partie 1) fourait |
diester dissymétriqugl avec un rendement sur trois étapes de 38%.

COOCH,
NH, H
| | N
on /O/ /©/ /©/
i HN i HN ii HN
0
— COOH — COOCH; —
. 1% 95% S COOCH,
-
29 30 31

Schéma 12Synthése du diester dissymétridle Conditions et réactifs : i. Cul (0.1 équiv.), @ul
équiv.), KCO; (1.0 équiv.), pentanol, reflux, 16hrs ; ii. MeOHLSO,, reflux, 16hrs ; iii. anthranilate
de méthyle 1.2 équiv., Pd(OAc}0.05 éuiv.), PBu); (0.15 équiv.), C£O; (2.0 équiv.), toluene,
reflux, 40hrs.

Apres saponification de ce diestet par de la soude a 5% dans l'acétone, le dia8Rie
obtenu est cyclisé dans le PQQti, un reflux de 3.5 heures est suffisant paettec double
cyclisation et le dérivé di-chlor&3 est isolé avec un rendement de 80%. La réductocet
intermédiaire chloré par LiAllH conduit a un mélange du composé 2-méthyl-
dibenzophénanthroline (2-méthyara-quinacridine)34 attendu et des produits hémi-réduits
en position para des azotes. La réaromatisation (ou ré-oxydatiom) sgisteme par le
triphénylcarbénium tétrafluoroborate dans l'acideétmue fournit la 2-méthypara
quinacridine34 avec un rendement de 67%. Enfin, I'intermédiail® 2-carboxaldéhyde-
para-quinacridine35 est obtenu avec un rendement de 77% par oxyddtianéthyle de34

en aldéhyde par traitement au Sel@ns le naphtalene [254] (Schéma 13).
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COOCH, COOH
H H
HN v HN
COOCH, 95% COOH
31 32

Schéma 13.Synthese de la 2-carboxaldéhymbra-quinacridine35. Conditions et réactifs : iv.
NaOH 5%, acétone ; v. POgCteflux, 3.5hrs ; vi. LIAIH, THF, reflux, 16hrs ; vi. (§Hs)sC'BF, (1.15
équiv.), AcOH, reflux, 10min ; viii. Sef)1.2 équiv.), naphthalene, 200°C, 3hrs.

La stratégie employée pour la suite de la synthessiste a greffer la chaine flexible choisie
sur le motif quinacridine et d'introduire l'unitélgtine en derniére étape. La 2,2'-
(éthylénedioxy)bis(éthylamine) a été choisie iaintoe espaceur ; sa longueur d’environ 12A
étant en effet parfaitement adaptée a notre conBepplus, les motifs PEG sont connus pour
accroitre la solubilité en milieu aqueux des mdiésuaromatiques, élément essentiel en
particulier lors de l'utilisation de quinacridingSette diamine, préalablement mono-protégée
par un groupementBoc (composé36), est condensée sur la 2-carboxaldéhyale:
qguinacridine35 dans des conditions classiques d’amination réaectutilisant le tri-acétoxy-
borohydrure de sodium comme réducteur. Le groupefBer porté par I'intermédiair87
ainsi obtenu est ensuite déprotégé en conditioideset le chlorhydrate formé est neutralisé
par un traitement au carbonate de césium. La pcésdinne amine terminale neutre est en
effet nécessaire pour l'introduction de l'unitétpia. Le compos8&8, noté aussMPQ-PEG-

NH2, est synthétisé avec un rendement de 33% surétapes (Schéma 14).
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MPQ-PEG-NH, 38

Schéma 14 Synthése du compoddPQ-PEG-NH2 38 Conditions et réactifs : Dichloroéthane
(DCE), 40°C, 24hrs puis NaBH(OAg)DCE, 40°C, 24hrs; x. MeOH/HCI, RT, 2hrs; xi,C&s (2.0
équiv.), CHCN/H,O, RT, 10min.

Le complexe de platine précurseur Pt(éthylene diajaib 39 (ou Pt(en)CJ) est synthétisé a
partir du tétrachloro-platinate de potassium. Lguséice réactionnelle est basée sur des
échanges de ligands successifs [255, 256] et folencomplexe Pt(en)gl39 avec un
rendement global de 85% sous la forme de finedlkgyaunes (Schéma 15A). Une réaction
avec un équivalent de chlorure dargent dans le DNtFFme I'espéce activée
[Pt(en)(CI)(DMF)]" qui réagitin situ avec 'amineMPQ-PEG-NH2 38 pour fournir I'nybride
Pt-MPQ 40 avec un rendement de 48% (Schéma 15B).
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A AgNO3; 1.95 éq.
i. KI 10€éq. / \ 16h, T.A. / \ KCl exces
K2PtC|4 — HzN\ t/NHZ 2 \Pt/NHZ HZN\PI/NHZ
1. ~ :
w1 ON" “No,  Rdtglobal o g
HNT 2
1éq., 1h 39
+ -
B i. AQNO; 0.95 &q. 1 NOg
DMF, 16h, T.A.
ii. MPQ-PEG-NH2 38
/ \ DMF, 16h, 40C
HoNo _NH, H,N
PAILN 48% l
cr o« CHPt,
39 Hy
N/\/O\/\O/\/NHZ

H

Pt-MPQ 40
Schéma 15A. Synthése du précurselt(en)Cl, 39. B. Synthese de I'hybridet-MPQ 40.

.2.2. Platination des structures G-quadruplexes par HagbPt-MPQ.

Nous avons analysé la platination paPteMPQ 40 des structures G-quadruplexes formées
par la séquence 22AG dérivée de la séquence tébpmeénumaine, en conditions riches en
sodium ou en potassium. Aprés incubation a 37°C2ZAG radiomarqué avec R-MPQ 40,

les produits de réaction sont séparés par migragiongel d’électrophorese en conditions
dénaturantes. Dans ces conditions, le composé laiméMPQ-PEG-NH2 38 est utilisé
comme controle. Quelles que soient les conditiomsques, quatre bandes ayant une
migration différente de celle du produit de dé@22AG sont formeées, indiquant que les
structures G-quadruplexes ont été platinées p&t-ldPQ 40 (Figure 125). Deux d’entre
elles migrent plus vite que le produit de dépagnftes 1 et 2, platination a 10-15% pour
chacune), les deux autres sont des bandes retdlifates 3 et 4, platinaiton a 15-20% pour
chacune). Une troisieme bande accélérée est egatl@bgervée dans le cas de I'incubation
en conditions potassium. Ce produit n’est cepenpasitdétecté systématiquement et dans une
trop faible proportion (moins de 2%) pour permettigentification du site de platination
correspondant.

Les bandes retardées 3 et 4 peuvent étre attribluéshess adduits covalents destructurés,
comme observé avec les complexes terpyridine-glatia présence des bandes accélérées 1
et 2 (formées en conditions sodium et potassiumyeggésentative de la persistence de la
structure G-quadruplexe en conditions dénatura@es.structures étant plus compactes, leur
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migration est plus rapide ; cela a déja été obsgawés le cas du pontage de ces structures par

des complexes de platine di-fonctionnels [147].

22AG 22AG 22AG
22AG  Pt-MPQ Pt-MPQ  MPQ-PEG-NH,

Na* K* Na*

NSO N
H
MPQ-PEG-NH, 38

Bande 4 —»

Bande 3 — - ‘ -

Bande 2 —

Bande 1 —

Pt-MPQ 40

Figure 125. Gel d'électrophorese en conditions dénaturante8o(a8rylamide) du 22AG et des
produits de platination paPt-MPQ 40 en présence de sodium et de potassium. Le depuity a
droite correspond au contréle : incubation du 22A@c le composéMPQ-PEG-NH2 38 en
conditions sodium. La fleche indique le sens deratign. Les structures chimiques des moléc8ks
et40sont rappelées a droite.

Le Pt-MPQ 40 étant un complexe de platine mono-fonctionnatgilpeut pas stabiliser le G-
guadruplexe par ce type de pontage entre deuxqsurapprochées dans I'espace grace a la
structure. Par ailleurs, comme attendu, aucun prodiinteraction n’'est détecté aprés
incubation du 22AG avec le composé contr8® La présence simultanée du motif
quinacridine et de l'unité platine [Pt(en)CI] semllonc responsable de la persistence de la
structuration en quadruplexe observée, indiquard tras haute aptitude det-MPQ a

stabiliser les G-quadruplexes.

Afin de déterminer la stabilité relative des adslaiti 22AG avec 1€t-MPQ 40, les produits
des bandes 1 et 2 (notés dorénavant | et Il) swiés du gel et soumis a une nouvelle
migration sur gel d’électrophorese en conditionsn menaturantes, qui permettent la
maintenance des structures G-quadruplexes (Fig2@¢ [147]. La migration plus lente du
produit | comparé au 22AG natif peut étre attrib@ane structure repliée, il est en effet
connu gque la fixation d’'un complexe de platine garoligonucléotide introduit une charge
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positive et un poids supplémentaires qui ralemiske migration. La migration accélérée du

produit 1l par rapport au 22AG natif indique questaucture de cet adduit est plus compacte
gue celle du 22AG seul. La structure du produédt donc trés stable et maintenue dans les
conditions expérimentales utilisées. Cette expéaanontre que, au moins dans le cas de ce

produit I, I'nybride Pt-MPQ 40 est capable de stabiliser le 22AG sous sa formetatée.

22AG | I

1.
Figure 126. Gel d'électrophorése en conditions non dénatusadee 22AG et des produits | et Il

(isolés respectivement des bandes accélérées dueg@ de platination). La fléche indique le sdas
migration.

.2.3. Analyse des sites de platination des G-quadrupl@aede Pt-
MPQ

1.2.3.1. Par clivage chimique : traitement au DMS/pipéridine

Afin de déterminer les sites de platination du 22p48 le complex®t-MPQ 40, les produits
des bandes 1 a 4 (notés | a IV) du gel de platinagn conditions dénaturantes (Figure 125)
sont isolés et analysés par un traitement au diisétfate (DMS)/pipéridine. Le traitement
au DMS/pipéridine permet d’identifier les éventasliguanines platinées. En effet, le DMS
méthyle les positions N7 libres des guanines @ipgaridine coupe ensuite I'oligonucléotide
au niveau des guanines ainsi méthylées. Celadeittisur gel par la formation de bandes qui
correspondent a des oligonucléotides plus counipé&® au niveau de ces guanines. Si une
guanine est platinée, sa position N7 est liée ating et ne réagit pas avec le DMS. Un site de
platination sur une guanine se détecte donc phsdiace de bande sur le gel au niveau de

cette base. Notons ici que dans les conditionsaieiment DMS employées (concentration,
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température), l'oligonucléotide platiné est désuiiE, rendant toutes les guanines non
platinées susceptibles de réagir avec le DMS.

Le traitement DMS/pipéridine est suivi d’'une déplaton au NaCN, nécessaire pour
restaurer une migration des fragments identiqueanirdle, ce qui permet d’identifier la
localisation des sites de platination.

Le gel obtenu est présenté en Figl?&. Si I'on compare avec le contrble (22AG, vojgld
produit | n’est pas coupé en position G22 (I, vb)eet le produit Il n’est pas coupé en
position G2 (Il, voie b). Les produit | et Il sodbnc platinés sur les guanines G22 et G2
respectivement. Il est a noter que I'absence deldau niveau de G2 peut étre ambigué

puisque localisée en front de migration. Ces ragilbnt donc été confirmés par digestion
enzymatique (voir ci-dessous).

—A=—
-
G21 .l

.
G20 - =
G16 - -
G15 - - -~ -
Gl14 ad -~ -~ -
- - o
G10 -
G9 o
2
G8 - o
G4 — &
G3 JE—— e
G2

Figure 127.Gel d’électrophorése en conditions dénaturantesaitement DMS/pipéridine de 22AG
et des produits de platination | et Il. Voie a sy traitement (les produits | et Il montrent dane
migration accélérée comme attendu pour ces prodcaldatinés structurés), voie b : traitement
DMS/pipéridine et déplatination au NaCN. Les pre¢sldiet || migrent donc comme le contrdle et

l'intensité relative des fragments de coupure @énét comparée au cas de 22AG. On note I'absence de
bande en G22 pour | et en G2 pour Il.
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Les sites de platination identifiés pour | et Ihstes mémes quelles que soient les conditions
ioniques employées pour la formation de ces predsibdium ou potassium), suggérant que
le méme repliement du 22AG a été piégé. Le prdipthtination des produits Il et IV n’a

pas pu étre identifié par cette méthode.

111.2.3.2. Par digestion enzymatique : 3’-exonucléase.

Nous avons réalisé une analyse par digestion ertmymapour confirmer les résultats
obtenus pour les produits | et Il mais aussi poéteniner les sites de platination des
produits 1ll et IV. Comme énoncé dans l'étude ietataux complexes de terpyridine,
'enzyme 3’-exonucléase est stoppée par les coraplde platine. Le site de platination peut
donc étre identifié a partir de la longueur du fagt digéré. Les différents arréts de
digestion observés aprés traitement par I'enzyngu(e 128A) sont donc isolés, déplatinés

par NaCN et analysés (Figure 128B).

Aucune digestion n’est observée pour le produRigyre 128A), ce qui est en accord avec
une platination en position G22, située a I'extténd’ de I'oligonuclétotide 22AG. Ceci est

confirmé par la déplatination de ce fragment nagéd (1, Figure 128B) et son analyse sur
gel d’électrophorése. Une migration identique aA@Z2Zest en effet observée, reflétant une
protection totale du produit a la digestion enzyqat par une platination sur sa position
G22. La digestion du produit Il conduit a la forimatd’une bande d’arrét de digestion (2,
Figure 128A). Son analyse confirme la platinationp®sition G2. Enfin, les positions G2,

G10 et G22 sont identifiées comme des sites maja# de platination pour les produits Il et

IV. lls peuvent donc étre attribués a des addutggatinés en ces positions.
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A 22AG | I 1l B (| 1
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Figure 128.A. Gel d'électrophorése en conditions dénaturantela digestion 3’-exonucléase de
22AG (contréle) et des produits de platination ldbtenus par réaction du 22AG aeMPQ 40 en
conditions sodium. Voie a : pas d’enzyme, voiedtD4u/pL. * indique les bandes d’arrét de digestion
isolées, déplatinées et analysées enBB.Gel d'électrophorése en conditions dénaturantes de
fragments de digestion 1, 2 et 3 déplatinés. VAAR: oligonucléotide non digéré, voie Citrl:
fragments de digestion du 22AG non platiné a 0.Q01wW’'enzyme, servant de référence pour la
migration des fragments déplatinés. ** indique tagfment non déplatiné par le NaCN.

[1.2.4. Cinétique de platination G-quadruplexe vs duple@d

Afin de caractériser la sélectivité de platination Pt-MPQ, nous avons utilisé un
oligonucléotide contenant une partie G-quadrupkixene partie duplexe d’ADN, formant un
systeme d'étude de cinétique de compétition intéémuaire. Ce systéme comprend un
oligonucléotide de 35 bases (35G4, brin gris, FdLR9) au sein duquel la séquence de 22AG
est flanquée sur son extrémité 3’ d’'un fragmentpéenbrin de 13 bases ne contenant pas de
guanines. Ce dernier s’apparie a un oligonucléat@leéquence complémentaire (13GG, brin
noir Figure 129). Ce systeme présente ainsi leesbascessibles a la platination déterminées
dans le cas de la structure G-quadruplexe antlpbrale 22AG c'est-a-dire les adénines des

boucles ainsi que les guanines G2, G10 et G14 (G22 pas platinable ici en raison de sa
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position a la jonction G-quadruplexe/ADN duplex&}T]. La partie duplexe, quant a elle,
contient deux sites majoritaires de platination €657 sur le brin complémentaire 13GG.
Rappelons en effet ici que dans un duplexe d’AR¥Y, duanines sont platinées dix plus vite
gue les adénines. Ce systeme a initialement étguqoour des études de cinétique du dérivé
cisplatine [Pt(NH).(H»0),]** formant des pontages G6-G7 dans la partie dupe®d-G10
dans la partie G-quadruplexe [257].

Ce systéme est bien adapté pour I'étudePthMPQ. Il présente en effet deux sites de
platination majoritaires pour ce complexe sur latipaG-quadruplexe (G2 et G10) et deux

sites sur la partie duplexe (G6 et G7 sur le boimglémentaire 13GG).

O guanine O thymine @[ adenine O[] cytosine

[ 35G4: 5-AG,(T,AG,),TAT ATC,AT,AT-3' [l 13GG: 5-ATA,TG,ATA,TA-3’

Figure 129.Représentation schématique du systeme [35G4/13@&G]fleches rouges indiquent les
guanines platinables.

Les cinétiqgues de platination des deux parties yhieme [35G4/13GG] ont été étudiées
comme décrit dans la littérature pour le compleifendtionnel [Pt(NH)(H.0),]** [257] : les
réactions de platination sont conduites avetMPQ et le systeme [35G4/13GG],
radiomarqué sur la partie 35G4 ou sur la partie@3es produits de réaction sont séparés
par migration sur gel d’électrophorese en cond#iaiénaturantes (Figure 130A-B) et
I'oligonucléotide non platiné restant est quantiié fonction du temps de réaction (Figure
130C). Avec I'hybride Pt-MPQ, si la fixation est dirigée par le motif ligand de-
guadruplexe monegara-quinacridine, la cinétique de platination du G-duuglexe par
rapport a celle du duplexe devrait étre accéléig@wis du complexe de platine de référence
cis-[Pt(NHs)2(H20),]?". La disparition de I'oligonucléotide non platingt @lus rapide pour le
35G4 que pour le brin 13GG (40.5 et 87.7% restaspactivement a 240min, Figure 130C).
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Le rapport des constantes cinétiques de platinaigss/kizce est calculé d’aprés

I'expression [257]:

_ In([35G4]/[35G4]..,)
Kiee  In([136G| 136G],, )

(1) Kasca

Ce rapport est ici égal a 6.5 (Figure 130D). Cedileur, trois fois plus élevée que dans le cas
du cisplatine, suggére que la présence du moghtigde G-quadruplexe améliore le taux de
platination du G-quadruplexe par rapport au dupl@®@®N. Ces résultats révelent donc la

préférence de I'hybridBt-MPQ 40 pour la structure G-quadruplexe.

| € 13GG platine

11t é ‘ ’*‘ l le— 35G4 platiné
L b
oo .".....".ﬁOO —35G4 . 4 #|€—13GG platiné

[&—35G4 platiné <—13GG

0 » 240 min 0 » 240 min

100 -0,1 -0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0

75 4 1 -0,1

=0)

1 -0,2

S

: g
5
3 O}
S 509 1038
5 =
3 {1040
8 25 8,
—a—35G4 1058

—o—13GG kasoelkizes = 64792 | o

0 T T T | <o R2=0.982
0 60 120 180 240 -0,7
temps de réaction (min) IN([13GG)/[13GE] t=0)

Figure 130.A-B. Gel d'électrophorése en conditions dénaturantesciaetiques de platination de
[35G4/13GG] paPt-MPQ 40 avec 35G4 radiomarqud) ou 13GG radiomarquésj. C. Proportion
de 35G4 (carrés noirs) et de 13GG (cercles blamgs) platinés en fonction du tempB.
Détermination du rapport des constantes de platim&-quadruplexes duplexe.

[1.2.5. Discussion et conclusion

Nous avons congu une nouvelle famille d’hybridemagcridine/platine dans le but d’interagir
avec les G-quadruplexes de maniere sélective éwersible. Les analyses sur gel
d’électrophorese en conditions dénaturantes odéda capacité du premier membre de cette

série, Pt-MPQ 40, a platiner ces structures. Les expériences destiams chimique et
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enzymatique ont permis l'identification de troidesi majoritaires de platination sur les
guanines G2, G10 et G22. Ces observations indiqteutt d’abord que la platination
s’effectue sur les structures G-quadruplexes du@2n effet, dans le cas contraire, toutes
les guanines auraient réagi. De plus, les guarB®sG10 et G22 appartiennent toutes au
méme G-quartet externe (G2-G10-G14-G22) dans lectsiie anti-paralléle, ce qui suggére
que cette forme est majoritairement piégéeRiaviPQ. Cette hypothése est appuyée par la
formation prédominante de ces adduits en conditeodium, favorisant le repliement du
22AG en G-quadruplexe antiparalléle [7].

Les travaux antérieurs relatifs a la platinatios deguctures G-quadruplexes par le complexe
[Pt(H,0)(NHs)s]?* ont identifié les bases G8, G10, A13, G14, G2G22 comme accessibles
a la platination et ont conclu que les formes amtfiele et parallele des G-quadruplexes
présentaient des profils de platination différeat®ec G10, G14 et G22 pour la structure
antiparallele et G8 et G20 pour la structure pal@l[147]. Notons a nouveau que les sites
accessibles a la platination de la structure hgbmiel sont pas encore identifiés [48].

Dans le cas det-MPQ 40, les bases G8 et G20 ne sont pas platinées. Geuigit indiquer

a nouveau que ce complexe induit un piégeage galeda structure anti-paralléle (ces deux
bases n’étant pas accessibles dans cette conforha@n peut également envisager que le
ligand interagit avec la structure paralléle (olbtige) par stacking sur le quartet impliquant
ces deux guanines, empéchant ainsi leur platinaGenmode d’interaction non covalent ne
peut cependant pas étre mis en évidence par legienpes d’électrophorése en conditions
dénaturantes réalisées. La non-platination de AX31d pourrait provenir d’'une trop faible
accessiblité de ces bases a la platination undddigand en interaction avec la structure G-
quadruplexe.

Il est intéressant de constater que les sites denation dePt-MPQ sont totalement
différents de ceux obtenus pour les complexes mgbyridine, suggérant que c’est la fixation
du ligand sur la structure G-quadruplexe qui gongée site de platination.

En conclusion, I'ensemble de ces observationsmgidérations nous a conduits a proposer un
piégeage préférentiel de la structure anti-paeltki 22AG paPt-MPQ. Dans les adduits
détectés, linteraction de ce complexe serait deigar la reconnaissance préférentielle du
guartet entouré de deux boucles latérales (G4-GB®&2A0) par le motif quinacridine,
permettant la platination des guanines du quaniree opposé (Figure 131). Notons que
I'interaction du motif quinacridine avec le quar(€2-G10-G14-G22) est envisageable mais

ne peut conduire a la formation d’adduits covalglets guanines du G-quartet opposé n’étant
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pas platinables dans cette conformation), le coxepten covalent correspondant ne pouvant

étre détecté.

Figure 131. Représentation schématique de la structure propdegeadduits covalents détectés
22AG/Pt-MPQ (platination en G2 ou G22).

L’hybride Pt-MPQ 40 présente un mode d’interaction mixte covalent/oovalent. Les deux
unités fonctionnelles le constituant semblent regiess pour induire une stabilisation des
structures G-quadruplexes. Les expériences mengasescomplexe semblent ainsi valider
notre approche visant a ponter le G-quadruplexenttduPt-MPQ 40 une sonde de structure
intéressante. Nous avons donc synthétisé de noxiedurides differant dét-MPQ par la
longueur de l'espaceur. L'étude de ces nouveaux ptexas devrait nous permettre
d’approfondir notre compréhension du mode d’intoacdes ces hybrides avec les structures

G-quadruplexes.

1.3. Extension de la famille des hybrides : variation déa longueur de

I'espaceur.

.3.1. Synthese

Trois longueurs supplémentaires ont été envisgg@asla chaine flexible séparant les motifs
guinacridine et unité platine monofonctionnel : xleespaceurs courts a trois et quatre
carbones (notés C3 et C4 respectivement) et urieecta type PEG plus longue d’environ 18
A (notée C13). Ces différentes longueurs devrgienmettre & I'unité platine d’atteindre soit

les boucles entourant le quartet reconnu par ldepguinacridine (chaines courtes) soit le
guartet externe oppose et les boucles le voisicaaine plus longue).

Dans le but d'optimiser la synthése de ces hybridesis avons dans un premier temps

modifié le groupement protecteur utilisé pour lanm@rotection des espaceurs diamines. Ces
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tentatives ont été menées avec la chaine 2,2'{ggthglioxy)bis(éthylamine) dBt-MPQ 40.
L’introduction d'un groupement se déprotégeant ewmnditions basiques permettrait
I'obtention directe d’'une amine libre terminale pdintroduction finale du platine. Nous
avons ainsi substitué [Boc par un trifluoroacétate (déprotection douceadninoniaque
agueuse). La monoprotection de la chaine fournit Natrifluoroacétamide-2,2'-
(éthylénedioxy)bis(éthylamined1 avec un rendement de 36%. La condensation de cette
amine 41 sur la 2-carboxaldéhydeara-quinacridine35 par amination réductrice dans les
conditions décrites précédemment (8111.2.1) ne ridute produit attendu42 qu’avec un
rendement moyen de 21% malgré les nombreux essgndisation (Schéma 16). Il semble
gue le groupement trifluoroacétamide soit partreat déprotégé au cours de la réaction par
le réducteur NaBH(OAg)utilisé, pourtant doux. La formation de produirasites et les
difficultés supplémentaires de purification qui eésultent, expliquent cette chute de
rendement. Cette stratégie a donc été abandonnég mbuveaux hybrides synthétisés selon

le méme protocole quet-MPQ 40.

F
H F
o N
HoN™ N N \”)<F
41 0

Schéma 16Maodification du groupement protecteur, synthéseamposét2. Conditions et réactifs :
i. DCE, 40°C, 24hrs puis NaBH(OA¢)DCE, 40°C, 24hrs.

Les espaceurs choisis {CCs et Gg3) pour les trois nouveaux hybrides sont donc
préalablement monoprotégés par des groupertgods les amined3, 44 et45 obtenues sont
ensuite condensées sur la 2-carboxaldélpgata-quinacridine3s. Les conditions d’amination
réductrice ont été optimisées ; les meilleurs téslsont obtenus quand la réaction est
réalisée dans le méthanol avec le NaBtrbis équivalents) comme réducteur. La suiteade |
synthése est ensuite identique en tous pointsPaMPQ : déprotection du'Boc et
neutralisation du chlorhydate obtenu fournissaatdemposés controlddPQ-C3-NH2 46,
MPQ-C4-NH2 47 et MPQ-C13-NH2 48 puis greffage de l'unité platin89. Les trois
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nouveaux hybrides, not&t-MPQ-C3 49, Pt-MPQ-C4 50 et Pt-MPQ-C13 51, sont obtenus
avec des rendements sur ces quatre étapes de 2Bf 22.3% respectivementCes
rendements, relativement faibles, sont encore amdgar. Cependant, ayant isolé les
conjugués, nous nous sommes intéresses a caractériss propriétés de platination des G-

guadruplexes.

A
(6] J<
HZN/\/\H)LO i i, i
43
B
(0] /k

HZN\/\/\HXO i, i, i
N/\/\/ 2 H 9y N/PI\NH
H 2 2
MPQ-C4-NH2 47 Pt-MPQ-C4 50

C

(0]
HZN/\/\O/\/O\/\O/\/\H)kOk b L

45

MPQ-C13-NH2 48

1t NOg

[\

HZN\ /NHZ
Pt
N 0 0 HN™ Y\

H

Pt-MPQ-C13 51

Schéma 17.Synthése des hybridg2t-MPQ-C3 49, Pt-MPQ-C4 50 et Pt-MPQ-C13 51 Conditions et
réactifs : i. MeOH, 16hrs puis NaBH3.0 équiv.), MeOH, 3hrs; ii. MeOH/HCI, RT, 4hrsj. iCs,COs,
CH3CN/H,0, RT, 10min; iv. [Pt(en)CI(O-dmfj] DMF, 40°C, 16hrs.
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.3.2. Platination des G-quadruplexes par les hybrideS#49-

Nous avons étudié la capacité de ces trois hybadgatiner les structures G-quadruplexes.
Apres incubation des complexd$8, 50 et 51 avec le 22AG structuré en G-quadruplexe en
présence d’ions sodium, les produits de réactiort analysés par gel d’électrophorése en

conditions dénaturantes (Figure 132).

22AG 22AG 22AG 22AG 22AG 22AG
MPQ-C3-NH2 Pt-MPQ-C3  MPQ-C4-NH2 Pt-MPQ-C4 MPQ-C13-NH2 Pt-MPQ-C13 22AG
46 49 a7 50 48 51

Bola

, -——

-E-

1 A—

Figure 132. Gel d'électrophorése en conditions dénaturante§o(Herylamide) du 22AG, des
produits de platination par les hybrid&3-51 et de l'incubation de 22AG avec les contrdés48en
présence de sodium. La fléche indique le sens geation.

Comme dans le cas @i-MPQ 40, on observe pour les trois nouveaux hybridesta&tion

de bandes de migration retardée et de migratiodlé®e indiquant que le 22AG a été platiné.
Nous ne nous intéressons ici qu'aux bandes de tigraccélérée, correspondant a des
adduits platinés qui restent structurés en conditidénaturantes. La présence de bandes de
migration accélérée pour les hybridé®51 indique que ces complexes peuvent stabiliser le
22AG dans une forme structurée.

L’'analyse des sites de platination de ces différeadduits a été réalisée par digestion
enzymatique suivant le protocole utilisé pdirMPQ. Bien qu’a confirmer, les résultats

semblent indiquer que :
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- La bande 1 formée p&t-MPQ-C3 49 correspond a 60% a un oligonucléotide mono-
platiné en position G10.

- La bande 1 formée paePt-MPQ-C4 50 contient exclusivement un di-adduit en
positions G10 et G22. On note la migration pariereiment accélérée de ce produit,
malgré la diplatination (qui induit une augmentatidu poids et de la charge). La
structure de cet adduit doit donc étre plus congact

- L’hybride Pt-MPQ-C13 51 forme deux bandes accélérées 1 et 2. La bande
correspond a des mono-adduits platinés en G10 d@s2&n présents a environ 40%
chacun. Le produit de la bande 2 a été identifrl@roe un di-adduit unique platiné au
niveau des bases G10 et G22.

Notons que ces analyses préliminaires ne nous astpermis de conclure quant a la
platination de ces hybrides en position G2.

Elles démontrent cependant la capacité des hybrigesacridine/platine a platiner les
structures G-quadruplexes du 22AG, quelle soibtaglieur de I'espaceur employé. Comme
dans le cas det-MPQ 40, les composéd9-51 peuvent stabiliser le 22AG sous sa forme
structurée comme le montre la formation de produiésinés dont la migration est accélérée
en conditions dénaturantes. Selon la longueur deehla formation de mono-adduits ou de
di-adduits de platination a été mise en évidenas &tudes préliminaires relatives a la
localisation des sites de platination révelent d&tes majoritaires de fixation en G10 et G22,
déja identifiés comme cibles préférentiellesRitMPQ 40. Ces guanines semblent donc étre
les seules bases accessibles a la platinationlesdt/brides quinacridine/platine quelle que
soit la longueur de chaine employée. Ces résudtatsinattendus ; nous n’attendions pas en
effet la platination des bases G10 et G22 aveaderfigués a chaines courtd® €t 50), la
longueur de l'espaceur ne permettant pas une cttenade stacking sur un quartet et la
platination sur le quartet externe opposé. Ce cormpent, aujourd’hui inexpliqué, nous
incite donc a revoir le mode d’interaction propgedir Pt-MPQ. Les analyses relatives aux
hybridesPt-MPQ-C3 49, Pt-MPQ-C4 50 et Pt-MPQ-C13 51 doivent étre confirmées afin
d’interpréter ces résultats en termes de modeedantion des hybrides avec les structures G-

guadruplexes.

11.4. Conclusions et perspectives

Nous avons concu et développé une famille d’hylridguinacridine/platine mono-

fonctionnels dans le but de stabiliser sélectiveaneeéde maniére irréversible les structures G-
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guadruplexes formées par le 22AG. L’étude du premiembre de cette famille, Rt-MPQ

40, a permis de valider notre approche. Elle a est eimontré la capacité de ce complexe a
platiner ces structures et a les stabiliser soasidorepliée. L'identification de trois sites
majoritaires de platination en G2, G10 et G22 naugonduit a proposer un mode
d’interaction mixte covalent/non-covalent avec laucture antiparalléle du 22AG. Des
analyses préliminaires sur des analogd@s51 du Pt-MPQ différant par la longueur de
'espaceur confirment leur aptitude a platinerdgsctures G-quadruplexes. Le comportement
de ces hybrides semble tout a fait comparable @ del Pt-MPQ. Il s’agit maintenant de
poursuivre ces études, afin d’obtenir de nouvedéments sur le mode d’interaction de ces
complexes avec les structures G-quadruplexes.elisbkent d’ores et déja constituer des
sondes structurales intéressantes.

Nous avons enfin envisagé de faire varier le nigieéind de G-quadruplexe pour améliorer la
sélectivité de fixation des hybrides avec les Gequplexes. L’introduction du motif PDC
(pyridodicarboxamide) est particulierement attragaen raison de ses excellentes propriétés
en tant que ligand de G-quadruplexe (voir Introaurct§lll.1.3 p121). La synthése d'un

deérivéPt-PDC (Figure 133) est actuellement en cours.

NS HN ot
|

Figure 133.Formule chimique d&@t-PDC en cours de synthése.
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IV. Conclusions sur la platination des structures G-

quadruplexes.

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressgdatiteation des structures G-quadruplexes
a travers deux familles de composés: les complalesterpyridine et les conjugués
quinacridine/platine. De par leur structure chingguces composés constituent deux
approches différentes : dans le premier cas, lenplast intégré dans le motif ligand de G-
guadruplexe tandis que chez les hybrides, l'unid@ine est séparée du ligand de G-
guadruplexe par une chaine flexible. Ces deux fasiide complexes ont révélé un
comportement de platination trés différent. Les plaxes de terpyridin@4-26 conduisent a
une platination sélective de certaines adénines biegles, comportement dirigé par la
surface aromatique des ligands et I'accessibilés @G-quartets externes. Les hybrides
quinacridine/platine en revanche permettent ungngligon de certaines guanines constituant
un des quartets externes de la structure antiplaNlous proposons un modeéle d’interaction
pour le complexét-MPQ 40 dans lequel la quinacridine s’empile sur un quapermettant

a l'unité platine de réagir avec les guanines dartgti opposé, induisant ainsi un pontage de la
structure. Si le mode d'interaction de ces compasé&s les G-quadruplexes reste encore a
déterminer avec certitude, ces deux familles ctuesit de bons outils pour étudier ces
structures et une approche intéressante pour lelaement de ligands capables de
stabiliser les G-quadruplexes sélectivement et driéne irréversible. Cette stratégie suscite
d’ailleurs un intérét croissant, comme le montlestexemples de plus en plus nombreux de
complexes de platine en tant que ligands de G-gpsekes développés depuis le début de
nos travaux (voitntroduction §ll1.1.4).

Des études complémentaires sont en cours sur aes fdenilles de complexes. Nous
envisageons ainsi de réaliser des études de migiesonique pour étudier la distribution
cellulaire des complexes de terpyridiriisttpy 25 et Pt-ctpy 26. Les analyses biochimiques
in vitro se poursuivent pour les hybridé3-51de maniére a éclaircir leur mode d’interaction
avec les G-quadruplexes et de nouveaux complex@stsar des ligands plus sélectifs sont
en cours de synthese. Enfin, les compleRestpy 25, Pt-ctpy 26 et Pt-MPQ 40 sont

actuellement étudiés pour leurs effets cellulaires.
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Conclusions geneérales et perspectives.

L'objectif essentiel de ce travail de thése coaslista développer la famille des
triazatrinaphthylenes (TrisKs), molécules hétéromtiques étendues de symeétrig, @t
d’étudier ces molécules dans les contextes généasixmatériaux et de la reconnaissance
d’ADN. Le but était en effet de montrer qu'un mémetif aromatique peut présenter des
propriétés intéressantes dans des domagngsiori distincts mais exploitant les mémes
phénomenes d’interactions intermoléculaires nonalemies. Nous nous sommes ici
intéressés a ces molécules pour leurs proprié@gadassemblage bi-dimensionnel sur des
surfaces d’'une part et de reconnaissance d’ADN &haiplexe d’autre part. Le contrble de
I'interface substrat/couche organique active eseféet d’une importance cruciale pour les
propriétés des dispositifs moléculaires. Par aifldes structures G-quadruplexes suscitent
actuellement un vif intérét dans la communauténsifigue comme cibles potentielles en

stratégie anti-cancéreuse.

Dans la premiére partie de cette thése, nous alé@redoppé la synthése des TrisKs substitués
par des chaines lipophiles et caractérisé leupsrigtés d’auto-assemblage 2D sur du graphite
HOPG par microscopie a effet tunnel a l'interfacpide/solide (et plus précisément n-
tétradécane/graphite HOPG). Nous avons montré gsieTtisKs fonctionnalisés par des
chaines alkoxy formaient des monocouches auto-m€es stables sur HOPG. Nous avons
montré que la longueur et le nombre de chainesxglkatérales introduites influencent
notablement la structure et la symétrie des awerablages formés. L’introduction d’atomes
lourds comme des chlores sur le squelette aroneatdps TrisKs modifie fortement le
comportement d’auto-organisation de ces moléciNesis avons cherché a rationnaliser ces
observations en termes d’interactions molécule-ouié et molécule-substrat. Des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendrecadatributions respectives des
phénomeénes responsables de l'auto-assemblage énrsiomnel de ces composés. Les
travaux réalisés au cours de cette these offrealedégnt des perspectives en termes de

caractérisation de certains TrisKs pour leurs pévgs éventuelles de cristal liquide.

La seconde partie de cette thése était consacrédwloppement de nouveaux ligands
d’ADN G-quadruplexe. L'introduction de chaines aéen protonées a pH physiologique sur

les TrisKs nous a permis d’utiliser avec succemotf aromatique de symétrie ternaire pour
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la stabilisation des structures G-quadruplexes,plssant ainsi notre objectif initial. Les
Trisamino-TrisK portant des amines libres aux arités des chaines latérales montrent ainsi
une bonne affinité et une sélectivité correcte pesistructures G-quadruplexes. Les résultats
obtenus sont encourageants et valident ['utilisatide la symétrie ternaire pour le
développement de nouveaux ligands de G-quadrupléeesubstitution des TrisKs par des
chaines aminées permettant d’introduire des intierac supplémentaires avec les boucles de
ces structures est envisagée dans le but d’ateeintr meileure sélectivité.

Nous avons ensuite développé un analogue structesal risamino-TrisKs portant cette fois-
ci des charges positives intrinséques dans le sti@elromatique. Le TrisQ ainsi synthétisé a
démontré de trés intéressantes propriétés en taat ligand d’ADN G-quadruplexe,
confirmant a nouveau le potentiel de cette symdéiraire. Ce composé s’est par ailleurs
révélé capable de photo-oxyder un plasmide ; giséntéressant d’étudier plus avant cette
propriété de coupure photoinduite.

Dans ce contexte de stabilisation de I'’ADN G-quathxe, nous avons enfin voulu
développer I'utilisation de complexes métalliquegtude de complexes de terpyridine nous
a permis de mettre en évidence l'importance deélanggtrie du centre métallique et de la
surface aromatique du ligand dans les propriétésregennaissance des structures G-
qguadruplexes. Nous avons ainsi identifié un comgplée cuivre représentant un compromis
particulierement intéressant en termes d’accedétique, d’affinité et de sélectivité.

Nous avons enfin étudié la platination des strestuG-quadruplexes par deux familles de
complexes : les complexes de terpyridines et despxes hybrides quinacridine/platine.
Les premiers platinent sélectivement les adéniessboucles des structures G-quadruplexes
tandis que les seconds platinent sélectivementitet externe en 5’ de la structure anti-
parallele. Des études sont en cours pour mieuxtErser leur mode d’interaction avec les
G-quadruplexes.

Cette deuxieme partie a donc été l'occasion d'eepldifférentes stratégies pour le
développement de nouveaux ligands d’ADN G-quadwgkt de concourir a comprendre la
contribution relative des différentes interactioimsermoléculaires mises en jeu dans la

reconnaissance des ces structures particulierd3Nl’A
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Annexe A :
FRET comparatif des Trisamino-TrisB-14 a-b en conditions riches en sodium et en

potassium.

og (od
NGNS

S
NN

Figure 134.Résultats de FRET-melting en conditions sodiumnet@nditions potassium pour les
Trisamino-TrisK9-14 a-b Conditions expérimentales : 0.2uM F21T, 1uM ldjasans (barres noires
et rouges), avec 3uM (barres bleues foncées egjesaet 10uM (barres bleues claires et jaunes) ds26
tampon cacodylate de lithium 10mM, 100mM NacCl (barnoires et bleues) ou 90mM LIiCl, 10mM

KCI (barres rouges, oranges et jaunes), pH 7.2.
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ob 10b 11b 12b 13b  14b 10a 1la 12a 13a 1ka

AT,(C) | 02 05 45 66 144 92 02 74 68 196 1p.9

AT @y (CC) | - 41 39 104 52 - 50 45 133 138

Na+ ATl/Z(lOuM) - - 42 45 65 50 - 49 38 59 93
°C)

S? ; ~ 092 059 072 0.5¢€ 080 065 067 09

Sk ; - 095 068 045 0.5 - 067 055 030 049

AT1,(°C) o 02 44 109 106 10§ 33 62 139 130 1p8

AT1z @ ()| - - 59 148 150 99| 21 85 148 89 144

K* AT 112 aoum) - y 64 138 65 84| 29 88 124 7.8 140
(°C)

S - T x  x 094 092| - x 10 068 078

Sio - - X x 061 o078 - x 089 06 071

Tableau 18.Résultats de FRET-melting en conditions sodiunogagsium pour les Trisamino-TrisK
9-14 a-h @ non déterminé (cahT(sans ds26)<3°CY, coefficients de sélectivité définis comme :

Ss=AT1(+3UM ds26)ATy(sans ds26) et §AT(+10uM ds26)AT,,(sans ds26)7 valeur non
reportée car >1.0, due aux erreurs expéerimentales.

Annexe B :

Résultats du test G4-FID des Trisamino-Trikka et 14aen conditions sodium et potassium

100

80

Quadruplex-DNA

60

40

TO displacement (%)
TO displacement (%)

204

Duplex-DNA

T T T T T
0,0 05 10 15 20 25
Ligand (uM)
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0,0 05 10 15 20 25
Ligand (uM)

Figure 135. Résultats du test G4-FID pour les Tridi@a (gauche) etlda (droite). Conditions
expérimentales : 0.5uM (pour TBA, 22AG et ds170.65uM (pour ds26) TO, 0.25uM ADN (22AG
(courbes bleues), TBA (courbe noire), ds17 (counamge) et ds26 (courbe rouge)) et concentration
croissante de ligand (de 0 a 10équiv.), tamponddate de sodium 10mM, 100mM NaCl (22AG
Na") ou 100mM KCI (22AG K, TBA, ds17, ds26), pH 7.4.
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D Csy (UM) D Ca (LM) Sélectivité®
22AG K 22AG Ds26 22AG 22AG 22AG 22AG
Na" K*/ds17  K%ds26 | Na'/dsl7  Na'/ds26
13a 0.68 0.26 1.26 14 1.8 3.6 4.8
1l4a 0.67 0.31 1.01 14 1.6 3.1 3.2

Tableau 19.Résultats des tests G4-FID pour les Tridia et 14a Erreurs expérimentales estimées
a +5%.% Sélectivité="DCs¢/ *“DCsp.

Annexe C :

Etudes de dichroisme circulaire (CD) du TrisamimisR 13a

€D (mdeg)

Signal CD (mdeg)
o

Lambda (nm) Lambda (nm)

Figure 136.Etudes de dichroisme circulaire avec le Trisda Conditions expérimentales : 3uM G-
guadruplexe 22AG, tampon cacodylate de sodium 106@amM NaCl A) ou 100mM KCI B) avec
concentrations croissantes H&a (0 (noir), 0.5 (bleu foncé), 1.0 (bleu clair), X\ert clair), 2.0 (vert
foncé), 2.5 (orange), 3.0 (rouge), 4.0 (rose) @Guiv (violet)).
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Annexe D :

Résultats de G4-FID des complexes de cuivre etalm@21-26avec le TBA.

100 -

<

5

5’ —&— Cu-tpy 21
[l —@— Cu-ttpy 22
‘q&; —e— Cu-ctpy 23
IS —8- Pt-tpy 24
§ —@— Pt-tpy 25
- —o— Pt-ctpy 26
©

[a]

0 0,5 1 15 2 25
Ligand (uM)

Figure 137. Résultats en test G4-FID des complexes de cuivrdeeplatine21-26 avec le G-

guadruplexe TBA. Conditions expérimentales : 0.5[®1 0.25uM ADN et concentration croissante
de ligand (de 0 & 10équiv.), tampon cacodylateodeisn 10mM, 100mM KCI, pH 7.4.
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Annexes

Résultats de G4-FID des complexes de cu2Z-3et de platin5-26
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Figure 138.Résultats en test G4-FID des complexes de c2i2f23et de platin25-26 Conditions
expérimentales : 0.5uM (pour TBA, 22AG et ds170.&6uM (pour ds26) TO, 0.25uM ADN (22AG
(courbes bleue et verte), TBA (courbe noire), d¢ddurbe rouge) et ds26 (courbe orange)) et
concentration croissante de ligand (de 0 a 10équampon cacodylate de sodium 10mM, 100mM
NaCl (22AG N&) ou 100mM KCI (22AG K, TBA, ds17, ds26), pH 7.4.
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Annexe F :
Courbes FRET des dérivés de terpyridib@20et des complexes métalliques asso2E28
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Figure 139. Courbes FRET en conditions sodium des terpyridit8s20 et des complexes
meétalliques associé&l-28: F21T (0.2uM, courbes noires), F21T + ligand (1pddurbes rouges),
F21T + ligand + 3uM ds26 (courbes vertes) and FR21ligjand + 10uM ds26 (courbes bleues)
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Annexe G :

Etudes de dichroisme circulaire des compldXetspy 25 et Cu-ttpy 22

Signal CD (mdeg)
CD (mdeg)

Lambda (nm) Lambda (nm)

Pt-ttpy 25 : @

Signal CD (mdeg)

Lambda (nm)

Figure 140. Etudes de dichroisme circulaire avec le compleXettpy 25. Conditions

expérimentales : 3uM G-quadruplexe 22AG, tampomndgate de sodium 10mM, 100mM Na@)(

ou 100mM KCI B), ou 3uM 22AG déstructuré, tampon TrisHCI 10mf) @vec concentrations
croissantes de5 (0 (noir), 0.5 (bleu foncé), 1.0 (bleu clair), 1(gert clair), 2.0 (vert foncé), 2.5
(orange), 3.0équiv (rouge), 4.0équiv (rose) et ¢ude (violet) pourA et B et 0 (noir), 1.0 (bleu
foncé), 2.0 (bleu clair) et 4.0 (vert clair) pdTi.
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NO3

\N7cﬁ,N03 Cu-ttpy 22

€D (mdeg)

Signal CD (mdeg)

Lambda (nm) Lambda (nm)

Figure 141 Etudes de dichroisme circulaire avec le compleXe-ttpy 22. Conditions
expérimentales : 3uM G-quadruplexe 22AG, tampomndgate de sodium 10mM, 100mM Na@)(
ou 100mM KCI B) avec concentrations croissante2@€0 (noir), 0.5 (bleu foncé), 1.0 (bleu clair),
1.5 (vert clair), 2.0 (vert foncé), 2.5 (orangefe&juiv (rouge), 4.0équiv (rose) et 5.0équiv (\tdle

Nous avons également realisé des études de disteoigculaire (CD) sur le 22AG en
présence des complexes métalliques les plus affingtpy 22 et Pt-ttpy 25. L'ajout de
guantités croissantes de ligaR® ou 25 ne modifie pas l'allure du signal CD de la struetu
antiparallele obtenue en sodium (Figure 140A euredl41A respectivement). En revanche,
malgré un Iéger décalage des courbes, le signial ibeme hybride en potassium est converti
en un signal caractéristique d’'une structure ardifgde (Figure 140B et Figure 141B
respectivement). Dans ce dernier cas, on obsenmve wo déplacement de I'équilibre existant
entre les différentes formes G-quadruplexe versunique complexe ligand/G-quadruplexe
présentant des signaux caractéristiqgues des gtegcantiparalléles, indiquant une interaction
conséquente de ces ligands avec le G-quadruplexe.

Nous avons enfin examiné si le liga2& pouvait induire une structure G-quadruplexe.
Partant de I'oligonucléotide non structuré (en abseale cations), des quantités croissantes de
ligand sont ajoutées. Comme le montre la FigureCl4nteraction avec le ligand modifie
peu le signal. Par ailleurs, le point isoelliptiqoleservé habituellement a 272nm n’est pas
formé ici. Le ligandPt-ttpy 25 n’est par conséquent pas capable de déplacer ezt

I'équilibre entre la forme déstructurée et le G-duplexe.
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Annexe H :

Analyse des produits de platination par migration gel d’électrophorése aprés digestion

enzymatique.

- W N

Pt-tpy 24 Pt-ttpy 25 Pt-ctpy 26
22AG | I 22AG | 22AG | I
0120120125'012‘ 'o 12‘50120120-12
- - f---l." - - -
i «— VI
v — : ! e V
; ! 1 —> = « Il
i - —> v
n — -
CL A

L - -

Figure 142. Gels d'électrophorése en conditions dénaturanteta diigestion 3’-exonucléase de
22AG (contréle) et des produits platinés | et $uis de la réaction de 22AG avec les compl@4e26

0= pas d’enzyme, 1= 0.2u/pL, 2= 0.04u/puL. Les bartelV, V, VI correspondent a des fragments
digérés. Elles sont isolées du gel, les produitsespondant sont déplatinés par NaCN et analysés
Figure 143.
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Annexes

Pt-ttpy 25

!

22AG

Pt-ctpy 26

VIV IV

A7

Figure 143.Gels d'électrophorese en conditions dénaturante$rdgments de digestion lil, IV, V et
VI déplatinés. Les bandes 22AG correspondent dgbolcléotide non digéré, les bandes Ctrl
proviennent de la digestion partielle du 22AG nttipé (0.001u/pL enzyme).
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Annexe | :

Récapitulatif des composés synthétisés étudiés.

TrisKs :

O
79 “CyeHas
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CioH
12725
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Trisamino-TrisK :

9% 10a 10b

1lla 11b 12a

12b 13a 13b

14a 14b

243



Annexes

Trisquinolizinium TrisQ :

17a 17b

Complexes métalliques de terpyridines :

27 28 20
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Hybrides quinacridine/platine :

NO3”

N/\/\NHZ
H

MPQ-C3-NH2 46

1" NOg

—1* NOjg

[\

HN_  _NH,
Pt

N 0 0 HN N\,

H

MPQ-C13-NH2 48

Pt-MPQ-C13 51
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Experimental part

Experimental part

Chemistry

'H, BC and'®Pt NMR spectra were recorded on a Bruker Avanceu3y solvent residuals
as internal references (fiil and**C NMR) and KPtCL as external standard (fofPt NMR,
provided by the Laboratoire Hétéroéléments & Camtion, Ecole polytechnique,
Palaiseau). The following abbreviations are uséulet (s), doublet (d), doubled doublet
(dd), triplet (t), doubled triplet (td), quintupléguint), sextuplet (sext) and multiplet (m).
Mass spectrometry services were provided by thei@erde spectrométrie de masse,
Département de Chimie, Ecole Normale Supérieureis Pand by the ICCMO, Orsay.
Elemental analyses and high resolution mass speetrg was provided by the I.C.S.N.
(Institut de Chimie des Substances Naturelles,sGifYvette). The following abbreviations
are used: chemical ionisation (Cl), electrosprays)(Etime of flight (TOF), fast atom
bombardment (FAB), matrix assisted desorption iamin (MALDI). Melting points (MP,
uncorrected) were determined on a Electrotherm@09dstrument. TLC analysis was carried
out on silica gel (Merck 60F-254) with visualizatiat 254 and 366 nm. Preparative flash
chromatography was carried out with Merck silicd ¢& 60, 40-63 um). Reagents and
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich unlefiserwise stated. Solvents were
purchased from SDS. Dichloromethane ¢CH or DCM), chloroform (CHGJ), methanol
(MeOH) were distilled from calcium hydride, tolueaad THF were distilled from sodium,
DMF was distilled on MgSg) pentanol on KCO; and acetic acid on acetic anhydride/grO
Uv-Vis absorption spectra were recorded on a UviKbrspectrophotometer.
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Abbreviations:

ACN: acetonitrile

DCM: dichloromethane

DCE: dichloroethane

DMF: dimethylformamide

DMSO: dimethylsulfoxyde

Et,O: diethylether

THF: tetrahydrofurane

Ac-: acetyl-

Me-: methyl-

en: ethylenediamine

RT: room temperature

NMR: nuclear magnetic resonance

s: singulet

d: doublet

t: triplet

g: quadruplet

m: multiplet

J: coupling constant

MS: mass spectrum

HRMS: high resolution mass spectrum
m/z: ratio mass on charge

Cl: chemical ionisation

APCI: atmospheric pressure chemical ionisation
ES: electrospray

MALDI: matrix assisted desorption ionisation
TOF: time-of-flight

FAB: Fast Atom Bombardment

MP: melting point
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5-hydroxy-2-nitro-benzoic acid:

NO,

HO/@COOH
A solution of 5-chloro-2-nitro-benzoic acid (25.28425.0mmol, 1.0equiv.) in NaOH
(320mL, 1.0mol, 8.0equiv., 15% solution) is heaiedeflux under nitrogen for 3 days. After
cooling to RT, the solution is acidified to pH 1twiHCI 12N. The obtained precipitate is
extracted with BEO (3x100mL), the combined organic layers are washigh brine, dried
over MgSQ, filtered and concentrated under reduced pressuedford 5-hydroxy-2-nitro-
benzoic aciq22.80g, 99% chemical yield) as a pale yellow solid
Rf (DCM/MeOH 9/1): 0.2
'H-NMR (300MHz, acetonegt & (ppm). 10.4 (s broad, 1H), 8.01 (dd, J=8.4Hz ar®H®,
1H), 7.13 (m, 2H), 3.1 (s broad, 1H)
13C-NMR (75MHz, acetoned): & (ppm). 166.2, 162.0, 139.6, 131.9, 126.8, 11715,8
MS (ES): m/z182.2 ([M-H], 100%), 138.1 ([M-N@, 69%)
MP 162°C

propyl 5-propyloxy-2-nitro-benzoai:

0 COOC;3H,

I
C3H-

To a solution of 5-hydroxy-2-nitro-benzoic acid 1(8g, 28.0mmol, 1.0equiv.) in DMF (50
mL), is added KCO; (8.90g, 64.3mmol, 2.3equiv.) andsHEBr (5.4mL, 58.7mmol,
2.1equiv.). The mixture is stirred at 75°C undéragen for 16hrs. After cooling to RT, water
is added (60mL) and the solution is extracted WO (3x100mL). The combined organic
layers are dried over MgS(filtered and concentrated under reduced pres3heeresidue is
filtered on silica gel (eluent DCM) to afford prd@y-propyloxy-2-nitro-benzoatéd (6.929,
93% chemical yield) as a pale yellow oil.

Rf (DCM): 0.5
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'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.93 (d, J=8.7Hz, 1H), 6.92 (m, 2H), 4.211£6.6Hz,
2H), 3.93 (t, J=6.6Hz, 2H), 1.71 (m, 4H), 0.96J&6.6Hz, 3H), 0.89 (t, J=6.6Hz, 3H)
3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.5, 163.4, 140.0, 131.8, 126.9, 11615.0, 70.9,
68.4, 22.6, 22.0, 10.65, 10.6

MS (ES): m/z290.0 ([M+Na], 100%)

MS (ES): m/z267.1 ([M-H], 100%)

decyl 5-decyloxy-2-nitro-benzodte:

NO,
0 i :coocloHﬂ

|
CioH21

To a solution of 5-hydroxy-2-nitro-benzoic acid 08g, 27.3mmol, 1.0equiv.) in DMF
(50mL), is added KCO; (8.7g, 62.8mmol, 2.3equiv.) andd8,:Br (11.9mL, 57.3mmol,
2.1equiv.). The mixture is stirred at 75°C undéragen for 16hrs. After cooling to RT, water
is added (60mL) and the solution is extracted wH#O (3x100mL). The combined organic
layers are dried over MgS{iltered and concentrated under reduced pres3itmeresidue is
filtered on silica gel (eluent DCM) to afford dedyddecyloxy-2-nitro-benzoatée (12.50g,
99% chemical yield) as a pale yellow oil.

Rf (DCM): 0.8

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.93 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.91 (m, 2H), 4.241£6.9Hz,
2H), 3.96 (t, J=6.9Hz, 2H), 1.69 (m, 4H), 1.28 @8H), 0.79 (t, J=6.6Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}):  (ppm). 166.5, 163.4, 140.1, 131.9, 126.9, 11614,95, 69.5,
67.0, 32.2 (2C), 29.9 (2C), 29.7 (2C), 29.63 (229,56 (2C), 29.2, 28.6, 26.21, 26.19, 23.0
(2C), 14.4 (2C)

MS (ES): m/z 486.2 ([M+Na], 100%)

250



Experimental part

dodecyl 5-dodecyloxy-2-nitro-benzodfe

NO,
0 i :coocleZS

|
CioHos

To a solution of 5-hydroxy-2-nitro-benzoic ac{®.36g, 29.3mmol, 1.0equiv.) in DMF
(50mL), is added KCO; (9.30g, 67.3mmol, 2.3equiv.) andH.sBr (15.6mL, 64.4mmol,
2.2equiv.). The mixture is stirred at 75°C undéragen for 16hrs. After cooling to RT, water
is added (40mL) and the solution is extracted Vit;O (2x100mL). The organic layer is
dried over Ng@SQ,, filtered and concentrated under reduced pres3ine residue is taken up
in a mixture ACN/MeOH (98/2) and the resulting ppaate is filtered to afford dodecyl 5-
dodecyloxy-2-nitro-benzoatd (14.90g, 98% chemical yield) as a white solid.

Rf (DCM/MeOH 9/1): 0.86

'H-NMR (300MHz, acetoneg}t & (ppm). 8.10 (d, J=9.0Hz, 1H), 7.26 (dd, J=9.0HZ an
2.7Hz, 1H), 7.206 (d, J=2.7Hz, 1H), 4.31 (t, J=&6PH), 4.22 (t, J=6.6Hz, 2H), 1.85 (quint,
J=6.6Hz, 2H), 1.74 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1.41 (®H3, 0.89 (t, J=6.6Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, acetoned): & (ppm). 165.4, 163.1, 140.0, 131.4, 126.7, 11612.4,
69.1, 66.0, 31.7 (2C), 29.4, 29.35, 29.1, 29.07,285.65, 22.4 (2C), 13.5 (2C), (6C under
solvent signals)

MS (CI"): m/z 537 ([M+NHs+H]", 100%), 490 (43.8%)

MP 49-50°C

hexadecyl 5-hexadecyloxy-2-nitro-benzdhage

NO,
0 : :C00016H33

|
CieHss

To a solution of 5-hydroxy-2-nitro-benzoic ac{®.05g, 27.6mmol, 1.0equiv.) in DMF
(50mL), is added KCOs; (8.80g, 63.4mmol, 2.3equiv.) andieH33Br (17.7mL, 58mmol,

2.1equiv.). The mixture is stirred at 75°C undéragen for 16hrs. After cooling to RT, water
is added (60mL) and the solution is extracted ViAt;O (3x100mL). The organic layer is
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dried over NgSQy, filtered and concentrated under reduced pres3ineresidue is taken up
in ELO and the resulting precipitate is filtered to affdvexadecyl 5-hexadecyloxy-2-nitro-
benzoatelf (14.49g, 83% chemical yield) as a white solid.

Rf (DCM): 0.84

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.93 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.92 (m, 2H), 4.23)£6.6Hz,
2H), 3.96 (t, J=6.6Hz, 2H), 1.68 (m, 4H), 1.27 68H), 0.79 (t, J=6.6Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.8, 163.5, 140.25, 132.1, 127.1, 116135,0, 69.7,
67.2, 32.4 (2C), 30.2 (6C), 30.18 (6C), 30.1 (281,05, 30.0, 29.9 (2C), 29.8, 29.7, 29.4,
28.8, 26.36, 26.33, 23.2 (2C), 14.6 (2C)

MS (TOF APCI+) 654.5 ([M+Na], 7.7%), 494.6 (79.7%), 390.3 ([M1£1330], 100%)

MP 62-63°C

methyl 2-acetamido-4,5-dimethoxy benzoate

To a solution of methyl 2-amino-4,5-dimethoxy beatzo(5.07g, 24.0mmol, 1.0equiv.) and
pyridine (2.0mL) in THF (80mL) at 0°C, is added @techloride (3.4mL, 48.0mmol,
2.0equiv.) dropwise. At the end of the additiorg thixture is stirred at RT under nitrogen for
3hrs. The solution is poured into water (100mL) arttacted with ethyl acetate (3x100mL).
The organic phase is washed with a 1M solution &fl K6OmL), then with a saturated
NaHC(Q; solution (50mL) and with brine (50mL), dried ovénlgSQO,, filtered and
concentrated under reduced pressure to afford m@tagetamido-4,5-dimethoxy benzoate
(5.829, 95.7% chemical yield) as a pale violetdsoli

Rf (DCM): 0.77

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 11.05 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.36 (s, 14378 (s, 3H),
3.826 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 2.15 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.9, 168.3, 153.9, 143.6, 137.8, 11108,1, 103.1,
56.05, 55.97, 52.0, 25.5

MS (ES+): m/z 276.2 ([M+Nd] 100%)
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MP 157°C

dodecyl 3,4-didodecyloxy-benzoate

O
CioHag™

CqoH o)
125125 “CyoHas

To a solution of 3,4-dihydroxy-benzoic acid (7.08§,0mmol, 1.0equiv.) in DMF (85mL), is
added KCOs (22.3g, 161.0mmol, 3.5equiv.) and-B,sBr (35.3mL, 147.0mmol, 3.2equiv.).
The mixture is stirred at 75°C under nitrogen féhf. After cooling to RT, water is added
(100mL) and the solution is extracted with DCM (@8&1L). The combined organic layers
are dried over MgSg) filtered and concentrated under reduced pres3ineresidue is taken
up in MeOH, the resulting precipitate is filteradashed with MeOH and dried to afford
dodecyl 3,4-didodecyloxy-benzoate (19.69g, 65% dbainyield) as a white solid.

Rf (DCM): 0.74

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.54 (d, J=8.1Hz, 1H), 7.44 (s, 1H), 6.@7J=8.1Hz,
1H), 4.18 (t, J=6.6Hz, 2H), 3.95 (t, J=6.6Hz, 4H)71 (m, 6H), 1.26 (m, 54H ), 0.79 (t,
J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.7, 153.2, 148.6, 123.5, 122.9, 11412.0, 69.4,
69.1, 65.0, 32.1 (3C), 29.83 (2C), 29.8 (4C), 2948), 29.75 (2C), 29.70, 29.55, 29.50 (3C),
29.44, 29.3, 29.2, 28.9, 26.2, 26.15, 26.1, 22(8,(34.2 (3C)

MS (TOF APCI+): m/z 659.6 ([M+H] 100%)

MP 69-70°C

dodecyl 2-nitro-4,5-didodecyloxy-benzoéie

0 NO
- 2
C12H28 IZ
CyoH
1272550 COOC,Hys

To a suspension of 2-nitro-4,5-dimethoxy-benzoied a®.00g, 39.6mmol, 1.0equiv.) in
anhydrous DCM (450mL) at -10C°, a solution of nBBt3; (21.0mL, 238mmol, 6.0equiv.) in
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anhydrous DCM (200mL, 1M solution approximatelyadded dropwise. After the addition,
the reaction mixture is allowed to reach RT andhier stirred during 1h30. The solution is
then poured on ice (600mL), the mixture is stif@d15min and extracted with ethyl acetate
(6x700mL). The combined organic layers are driedrdMgSQ, filtered and concentrated
under reduced pressure to afford 2-nitro-4,5-dibygifbenzoic acid (8.20g) as a black
powder which is directly used without further pigation.

To a solution of 2-nitro-4,5-dihydroxy-benzoic adid.09g, 35.6mmol, lequiv.) in DMF
(70mL), is added KCO; (17.30g, 125mmol, 3.5equiv.) andB2sBr (31mL, 128.3mmol,
3.6equiv.). The mixture is stirred at 75°C undéragen for 16hrs. After cooling to RT, water
is added (100mL) and the solution is extracted \EtO (2x200mL) and DCM (4x300mL).
The combined organic layers are dried over MgSiRered and concentrated under reduced
pressure. The residue is filtered on silica geudet DCM); the desired fractions are
combined and concentrated under reduced pressheereBidue is taken up in MeOH; the
resulting precipitate is filtered and washed withre®H to afford dodecyl 2-nitro-4,5-
didodecyloxy-benzoat#i (5.83g, 24% chemical yield over 2 steps) as ayialet powder.

Rf (DCM): 0.9

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.41 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 4.29 (t, I=%0OPH), 4.06
(pseudo q, Japp=9Hz, 4H), 1.85 (quint, J=6.0Hz,, 4HJO (quint, J=6.0Hz, 2H), 1.46 (M,
4H), 1.26 (m, 50H), 0.88 (t, J=9.0Hz, 9H)

3C-.NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.3, 152.6, 150.3, 141.1, 121.9, 1120B.3, 69.8
(2C), 66.7, 32.1 (3C), 29.83 (2C), 29.80 (4C), 29(#C), 29.72 (4C), 29.65, 29.5 (20C),
29.43, 29.36, 29.0, 28.95, 28.4, 26.0 (2C), 22 (34.3 (3C)

MS(TOF APCI+): m/z 726.6 ((M+Nd] 13.7%), 518.4 ([M-GH50], 100%)

MP 70-71°C

5-methoxy-2-nitro-benzoic acit

O COOH

To a solution of KOH (2.80g, 50mmol, 5.0equiv.)MeOH (18mL), is added 5-chloro-2-
nitro-benzoic acid (2.01g, 10mmol, 1.0equiv.). Tdtgained white suspension is heated to

reflux under nitrogen for 28hrs. The resulting gell solution is cooled to RT and
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concentrated under reduced pressure. The residliss@ved in HO (18mL) and the solution
is acidified with HCI 12N (3.6mL). The obtained pigtate is extracted with ethyl acetate
(3x10mL), the combined organic phases are wash#d bwine (15mL), dried over N&O,
and concentrated under reduced pressure to affongtboxy-2-nitro-benzoic aci@c as a
white solid (1.95g, 99% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.074 (d, J=9.0Hz, 1H), 7.22 (d, J= 2.7H4), 7.11
(dd, J=9.0Hz and 2.7Hz, 1H), 3.984 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 169.8, 163.3, 140.4, 129.8, 126.7, 11614,5, 56.3

MS (Cl+): m/z 215 ([M+NHs+H]*, 100%), 232 ([M+2 NR+H]*, 51.9%)

MP 126-130°C

5-propyloxy-2-nitro-benzoic aci?d

NO,
0 : :COOH

|
CsH7

Propyl 5-propyloxy-2-nitro-benzoatid (6.67g, 24.9mmol, 1.0equiv.) is dissolved in aceton
(370mL) and a 5% aqueous solution of NaOH is add€OmL, 150mmol, 6.0equiv.). The
solution is stirred at reflux under nitrogen forhi& After cooling to RT, a mixture of
DCM/H,0 (1/1, 500mL) is added. After phases’ separatioa,aqueous phase is acidified to
pH 1 by addition of a solution of HCI (1M) and eatted with E{O (3x100ml). The
combined organic layers are dried over,8{&, filtered and concentrated under reduced
pressure to afford 5-propyloxy-2-nitro-benzoic a@d (5.18g, 92% chemical yield) as a
white solid.

Rf(DCM): 0.24

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.91 (d, J=9Hz, 1H), 7.04 (d, J=2.7Hz, 1692 (dd,
J=2.7Hz and 9Hz, 1H), 3.94 (t, J=6.6Hz, 2H), 156, J=6.6Hz, 2H), 0.96 (t, J=7.5Hz, 3H)
3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 170.1, 163.4, 140.3, 127.1, 124.6, 11618, 1, 71.2,
22.7,10.8

MS (ES): m/z 248.0 ((M+Na], 100%)

MS (ES): m/z 224.1 ([M-HJ, 100%)

MP 128-130°C
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5-decyloxy-2-nitro-benzoic acik

NO,
0 : :COOH

|
CioH21

Decyl 5-decyloxy-2-nitro-benzoatie (12.50g, 27.0mmol, 1.0equiv.) is suspended in aeeto
(410mL) and a 5% aqueous solution of NaOH is add&@mL, 162mmol, 6.0equiv.). The
solution is stirred at reflux under nitrogen forhi& After cooling to RT, a mixture of
DCM/H,0 (1/1, 500mL) is added. After phases’ separatioa,aqueous phase is acidified to
pH 1 by addition of a solution of HCI (1M) and eatted with EiO (4x100ml). The organic
layer is dried over MgS§) filtered and concentrated under reduced pressuraford 5-
decyloxy-2-nitro-benzoic aciéle (7.0g, 80% chemical yield) as a brown paste.

Rf(DCM): 0.04

'H-NMR (300MHz, CDCH4): & (ppm). 7.67 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.613=9.0Hz,
1H), 3.78 (t, J=6.6Hz, 2H), 1.55 (m, 2H), 1.67 (MH), 0.796 (t, J=6.6Hz, 3H)

¥C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.5, 164.1, 139.7, 131.8, 126.4, 115195, 69.1,
31.8, 29.5 (2C), 29.3, 29.2, 28.8, 25.8, 22.6, 14.0

MS (ES): m/z346.1 ([M+Na], 100%), 368.1 ([M-H+2Nd] 43%)

MS (ES): m/z322.1 ([M-HJ, 100%)

MP 85-87°C

5-dodecyloxy-2-nitro-benzoic acif

O COOH

|
CioHos

Dodecyl 5-dodecyloxy-2-nitro-benzoatd (14.90g, 28.7mmol, 1.0equiv.) is suspended in
acetone (870mL) and a 5% aqueous solution of Na®Hadded (310mL, 345mmoaol,
12.0equiv.). The solution is stirred at reflux unddrogen for 20hrs. After cooling to RT, a
mixture of DCM/HO (1/1, 1.6L) is added. After elimination of theganic phase, the
aqueous phase is acidified to pH 1 by addition eblation of HCI (1M) and extracted with
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Et,O (3x500ml). The organic layer is dried over,8@y, filtered and concentrated under
reduced pressure to afford 5-dodecyloxy-2-nitrozoén acid2f (6.95g, 69% chemical yield)
as a white solid.

'H-NMR (300MHz, acetoneg}t & (ppm). 8.04 (d, J=9.0Hz, 1H), 7.2 (m, 2H), 4.19 (t
J=6.6Hz, 2H), 1.83 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1.39 (1BH2), 0.88 (t, J=6.6Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, acetoned): 5 (ppm). 166.1, 162.9, 140.3, 131.6, 126.5, 11610,.9,
69.1, 31.8, 29.5, 29.45, 29.23, 29.18, 28.8, Z&A, 13.5, (2C under solvent signals)

MS (CI"): m/z369 ([M+NHs+H]", 100%), 322 ([M-NG+NH,], 64.3%)

MP 68-70°C

5-hexadecyloxy-2-nitro-benzoic adld

O COOH

|
Ci6Hss

Hexadecyl 5-hexadecyloxy-2-nitro-benzodig (11.79g, 18.7mmol, 1.0equiv.) is suspended
in acetone (275mL) and a 5% aqueous solution of HNa® added (100mL, 112mmol,
6.0equiv.). The solution is stirred at reflux unagrogen for 20hrs. After cooling to RT, a
mixture of DCM/H0 (1/1, 450mL) is added. The biphasic mixture liefed; the white solid
collected is washed with DCM and.Btand dried, to afford 5-hexadecyloxy-2-nitro-benzo
acid2g (6.20g, 82% chemical yield) as a white solid.

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm). 7.54 (d, J=8.4Hz, 1H), 6.76 (s, 1H), 6.8l (
J=8.4Hz, 1H), 3.92 (t, J=6.3Hz, 2H), 1.60 (m, 2H21 (m, 26H), 0.75 (t, J=6.3Hz, 3H)
¥C-NMR (75MHz, CQxCOOD):§ (ppm). 163.5, 139.7, 126.9 (2C), 115.9, 114.44692.1,
29.9 (6C), 29.85, 29.82, 29.6, 29.59, 29.1, 26218,213.75, (1C under solvent signals)

MS (ES): m/z406.1 ([M-H], 100%)

MP 115-118°C
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2-nitro-4,5-didodecyloxy-benzoic acd

o NO
_ 2
CioHas II
Cyi,H
12772550 COOH

Dodecyl 2-nitro-4,5-didodecyloxy-benzoafe (5.63g, 8mmol, 1.0equiv.) is suspended in
acetone (120mL) and a 5% aqueous solution of NaOatlded (43mL, 96mmol, 12.0equiv.).

The solution is stirred at reflux under nitrogen 20hrs. After cooling to RT, $© (90mL) is
added. The resulting precipitate is filtered antedirunder vacuum to afford 2-nitro-4,5-
didodecyloxy-benzoic acidi (4.28g, quantitative chemical yield) as a yellowven solid.
'H-NMR (300MHz, CQXCOOD):§ (ppm). 7.45 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 4.14 (m, 4HB8L(m,
4H), 1.56 (m, 6H), 1.32 (m, 30H), 0.92 (m, 6H)

3C-NMR (75MHz, CQ;COOD):$ (ppm).177.2, 152.4, 151.1, 142.2, 112.6 (2C), 4089.7,
62.4, 32.2 (2C), 29.98, 29.93 (2C), 29.92 (2C)8292C), 29.85, 29.64 (2C), 29.62 (2C),
29.2, 29.15, 26.2, 25.9, 22.8 (2C), 13.7 (2C)

MS (ES-): m/z 534.2 ([M-H] 100%)

MP 269-273°C

methyl-5-methoxy-2-nitro-benzode

O COOMe

To a solution of 5-methoxy-2-nitro-benzoic a@d(12.48g, 63.3mmol, 1.0equiv.) in MeOH
(800mL) is slowly added concentrated3D, (58mL, 633mmol, 10.0equiv.). The solution is
heated to reflux under nitrogen for 16hrs. Afteolony to RT, the volume of the solution is
reduced to ~100mL and a mixture of DCMEH(600mL, 2/1) is added. The organic layer is
washed with HO (100mL), dried over N&O, and concentrated under reduced pressure. The
residue is filtered on silica gel (eluent DCM) acohcentrated under reduced pressure to
afford methyl-5-methoxy-2-nitro-benzoaie (12.18g, 91% chemical yield) as yellow oil.

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.89
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'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 8.08 (d, J=8.7Hz, 1H), 7.07 (m, 2H), 3.9843H),
3.955 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.6, 163.4, 140.0, 131.2, 126.7, 11513,.1, 56.2,
53.4

MS (CI+): m/z229 ([M+NHs+H]", 59%), 182 ([M-NG+NH3], 100%)

methyl 5-propyloxy-2-nitro-benzoadd

0 COOCH,

I
C3H-

To a solution of 5-propyloxy-2-nitro-benzoic acd (5.18g, 23mmol, 1.0equiv.) in MeOH
(350mL) is slowly added concentratedS®, (23mL). The solution is heated to reflux under
nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, the volumiethe solution is reduced to ~50mL and a
mixture of DCM/HO (320mL, 2/1) is added. The organic layer is wdskath HO
(2x50mL), dried over MgS§) filtered and concentrated under reduced pressuraford
methyl 5-propyloxy-2-nitro-benzoa8al (5.199g, 94% chemical yield) as a brown oil.
Rf(DCM): 0.54

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.89 (d, J=9Hz, 1H), 6.89 (m, 2H), 3.93¢6.6Hz,
2H), 3.8 (s, 3H), 1.72 (sext, J=6.6Hz, 2H), 0.9247.5Hz, 3H)

¥C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 167.0, 163.5, 140.0, 131.5, 127.0, 11614,.9, 71.0,
53.7, 22.6, 10.7

MS (ES): m/z262.0 ((M+Na], 100%), 210.1 ([¢H1sNOsz+H]", 60%)

methyl 5-decyloxy-2-nitro-benzod8e

NO,
0 i :COOCHg

|
CioH21

To a solution of 5-decyloxy-2-nitro-benzoic a@eé (7.0g, 21.6mmol, 1.0equiv.) in MeOH

(390mL) is slowly added concentrated3®, (25mL). The solution is heated to reflux under
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nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, the volumiethe solution is reduced to ~50mL and a
mixture of DCM/HO (320mL, 2/1) is added. The organic layer is wdskath HO
(2x50mL), dried over MgSK) filtered and concentrated under reduced pres3ine.residue
is filtered on silica gel (eluent DCM) to afford thgl 5-decyloxy-2-nitro-benzoatge (6.16g,
84% chemical yield) as a yellow oil.

Rf(DCM): 0.67

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.91 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.9 (m, 2H), 3.95J&6.6Hz,
2H), 3.82 (s, 3H), 1.70 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1(&§ 14H), 0.77 (t, J=6.6Hz, 3H)

¥C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.8, 163.4, 139.9, 131.5, 126.9, 11612.9, 69.6,
53.5, 32.2, 29.85 (2C), 29.63, 29.60, 29.19, 2832, 14.4

MS (ES): m/z360.1 ([M+Na], 100%)

methyl5-dodecyloxy-2-nitro-benzoaBé

NO,
0 : :COOCHg

|
C1oHps

To a solution of 5-dodecyloxy-2-nitro-benzoic ali6.95g, 19.8mmol, 1.0equiv.) in MeOH
(280mL) is slowly added concentrated3®, (18mL, 198mmol, 10.0equiv.). The solution is
heated to reflux under nitrogen for 24hrs. Afteolony to RT, the volume of the solution is
reduced to ~40mL and a mixture of DCMM (270mL, 2/1) is added. The organic layer is
washed with HO (2x50mL), dried over N&Q,, filtered and concentrated under reduced
pressure to afford methyl 5-dodecyloxy-2-nitro-besiz3f (6.97g, 96 % chemical yield) as a
brown oil.

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.06 (d, J=9.0Hz, 1H), 7.04 (m, 2H), 4.68)£6.6Hz,
2H), 3.97 (s, 3H), 1.85 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1(89 18H), 0.91 (t, J=6.6Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}):  (ppm). 166.75, 163.1, 139.7, 131.3, 126.7, 11614,5, 69.3,
53.4, 31.9, 29.65 (2C), 29.57, 29.53, 29.35, 2283, 25.9, 22.7, 14.1

MS (CI): m/z383 ([M+NHs+H]", 79.8%), 336 ([M-NG+NH,], 100%)
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methyl 5-hexadecyloxy-2-nitro-benzoate

NO,
0 : :COOCHg

|
Ci6H33

To a solution of 5-hexadecyloxy-2-nitro-benzoic da@g (6.0g, 14.7mmol, 1.0equiv.) in
MeOH (210mL) is slowly added concentrategS, (15mL). The solution is heated to reflux
under nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, thelume of the solution is reduced to
~100mL and a mixture of DCMA® (330mL, 2/1) is added. The organic layer is dogdr
MgSOQO;, filtered and concentrated under reduced pregsuséford methyl 5-hexadecyloxy-2-
nitro-benzoat&g (4.70g, 76 % chemical yield) as a brown oily solid.

Rf(DCM):0.62

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.95 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.92 (m, 2H), 3.970£6.6Hz,
2H), 3.85 (s, 3H), 1.73 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1(&Y, 26H), 0.797 (t, J=6.6Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 165.7, 162.1, 138.6, 130.2, 125.7, 115135, 68.2,
52.3, 30.9, 28.7 (3C), 28.66 (3C), 28.57, 28.523@828.26, 27.9, 24.8, 21.7, 13.1

MS (ESI):m/z444.2 ((M+Na], 100%)

MP 42°C

methyl 2-nitro-4,5-didodecyloxy-benzo8ie

0 NO,
CioHog” j@

CyoH

12725 COOMe

To a solution of 2-nitro-4,5-didodecyloxy-benzoicica2i (4.28g, 8.0mmol, 1.0equiv.) in
MeOH (125mL) is slowly added concentratedSE, (8.5mL, 80mmol, 10.0equiv.). The
solution is heated to reflux under nitrogen for 4MAfter cooling to RT, the volume of the
solution is reduced to ~40mL and a mixture of DCMIH120mL, 2/1) is added. The organic
layer is washed with ¥ (2x50mL), dried over MgS§ filtered and concentrated under

reduced pressure. The residue is filtered on sjalaeluent DCM) to afford methyl 2-nitro-
4,5-didodecyloxy-benzoat (3.73g, 85% chemical yield) as a yellow solid.
Rf(DCM): 0.55
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'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 7.43 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 4.06 (m, 4HY &, 3H),
1.85 (quint, J=6.0Hz, 4H), 1.3 (m, 36H), 0.88 &9.DHz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 166.7, 152.7, 150.4, 141.0, 121.5, 11208.4, 69.8
(2C), 53.3, 32.1 (2C), 29.82 (2C), 29.80 (2C), 39(ZC), 29.71 (2C), 29.51 (2C), 29.44,
29.42, 29.0, 28.95, 26.0 (2C), 22.8 (2C), 14.3 (2C)

MS (ES): m/z 572.2 ([M+Na], 100%)

MP 50°C

Methyl-5-methyl-2-amino-benzoatb

COOMe

To a solution of 5-methyl-2-amino-benzoic acid f®033.1mmol, 1.0equiv.) in MeOH

(470mL) is slowly added concentratedS®, (30mL). The solution is heated to reflux under
nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, the volumiethe solution is reduced to ~70mL and a
mixture of DCM/NaHCQ 5% (420mL, 2/1) is added. After phases’ separatioa aqueous
layer is adjusted to pH 9 by addition of NaOH (1llh)d further extracted with DCM
(2x100mL). The combined organic layers are driedrdMgSQ, filtered and concentrated
under reduced pressure to afford methyl 5-methgi?ro-benzoatedb (4.82g, 88 %
chemical yield) as a white solid.

Rf(DCM/MeOH 9/1):0.9

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.7 (d, J=0.9Hz, 1H), 7.14 (dd, J=8.1Hz &ntHz,
1H), 6.64 (d, J=8.1Hz, 1H), 3.905 (s, 3H), 2.273(4)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 167.7, 147.4, 134.3, 129.9, 124.4, 11508,7, 50.5,
19.3

MS (ES+): m/z 166.1 ([M+H], 100%)

MP 63°C
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methyl 2-amino-5-methoxy benzodte

O COOMe

To a solution of methyl-5-methoxy-2-nitro-benzo&e (3.20g, 15.1mmol, 1.0equiv.) in a
mixture of MeOH/Ethyl acetate (200mL, 1/1), is add®&d/C (0.93g, 30%wt). The suspension
is submitted to three cycles vacuum/ nitrogen, thaycles vacuum/Hand finally let under
H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles
vacuum/nitrogen, the suspension is filtered onteand the filtrate is concentrated under
reduced pressure to give methyl 2-amino-5-meth@nzbatetc (2.55g, 93% chemical yield)
as a brown oll.

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.76

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.39 (d, J=3.0Hz, 1H), 6.99 (dd, J=8.7Hd &rOHz,
1H), 6.67 (d, J=8.7Hz, 1H), 5.45 (s large, 2H) 23§, 3H), 3.80 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.3, 150.6, 145.1, 123.3, 118.3, 11319.4, 55.9,
51.6

MS (Cl+): m/z182 ([M+H]", 100%)

MP <50°C

methyl 5-propyloxy-2-amino-benzodig

0 COOCH;

|
CsH7

To a solution of methyl 5-propyloxy-2-nitro-benze&®d (5.19g, 21.7mmol, 1.0equiv.) in a
mixture of MeOH/Ethyl acetate (260mL, 1/1), is added/C (1.5g, 30%wt). The suspension
is submitted to three cycles vacuum/nitrogen, tharycles vacuum/Hand finally let under

H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles

vacuum/nitrogen, the suspension is filtered onteetind the filtrate concentrated under
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reduced pressure to give methyl 5-propyloxy-2-anibieaozoatedd (4.16g, 91.6% chemical
yield) as a pale orange powder.

Rf (DCM): 0.2 (DCM/hexane 9/1): 0.12

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 7.27 (d, J=2.7Hz, 1H), 6.87 (dd, J=9.0Hd arvHz,
1H), 6.54 (d, J=9.0Hz, 1H), 5.3 (s broad, 2H), M7 5H), 1.68 (sext, J=7.2Hz, 2H), 0.93 (t,
J=7.5Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.7, 150.5, 145.2, 124.2, 118.7, 11412,.2, 70.7,
52.0, 23.0, 10.9

MS (ES+):m/z210.1 ([M+H], 100%)

MP 85-87°C

methyl 5-decyloxy-2-amino-benzode

0 COOCH;

|
CioH21

To a solution of methyl 5-decyloxy-2-nitro-benzo&e (6.16, 18.2mmol, 1.0equiv.) in a
mixture of MeOH/Ethyl acetate (200mL, 1/1), is added/C (1.8g, 30%wt). The suspension
is submitted to three cycles vacuum/ nitrogen, theycles vacuum/Hand finally let under
H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles
vacuum/nitrogen, the suspension is filtered onteetind the filtrate concentrated under
reduced pressure to give methyl 5-decyloxy-2-antiapnzoatede (5.12g, 91% chemical
yield) as a white powder.

Rf (DCM): 0.15

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 7.27 (d, J=3.0Hz, 1H), 6.87 (dd, J=9.0Hd &rOHz,
1H), 6.55 (d, J=9.0Hz, 1H), 4.85 (s broad, 2H)13®, 5H), 1.66 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1.27
(m, 14H), 0.80 (t, J=6.6Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.5, 151.2, 143.5, 123.9, 119.4, 11412.3, 69.2,
52.1, 32.3, 30.0, 29.95, 29.80, 29.73, 29.71, 2834, 14.5

MS (ES+):m/z 308.2 ([M+HT, 100%), 330.1 ([M+N4d] 33%)

MP 65-67°C
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methyl 5-dodecyloxy-2-amino-benzodétte

0 COOCH;

|
CioHos

To a solution of methyl 5-dodecyloxy-2-nitro-bentaf (6.97g, 19.1mmol, 1.0equiv.) in a
mixture of MeOH/Ethyl acetate (200mL, 1/1), is added/C (2.0g, 30%wt). The suspension
is submitted to three cycles vacuum/ nitrogen, thaycles vacuum/Hand finally let under
H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles
vacuum/nitrogen, the suspension is filtered onteetind the filtrate concentrated under
reduced pressure to give methyl 5-dodecyloxy-2-arb@nzoatedf (6.02g, 95% chemical
yield) as a white powder.

Rf (DCM): 0.76 (DCM/hexane 7/3): 0.18

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.38 (s, 1H), 6.98 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.863=9.0Hz,
1H), 5.33 (s broad, 2H), 3.91 (m, 5H), 1.78 (m, 2H% (m, 18H), 0.92 (m, 3H)

3C-.NMR (75MHz, CDC}): 5 (ppm). 168.34, 150.1, 145.0, 123.84, 118.2, 11214.84,
68.9, 51.6, 31.94, 29.69, 29.66, 29.62 (2C), 22840, 29.37, 26.1, 22.7, 14.1

MS (Cl+): m/z336 ([M+H]", 100%)

MP 71-73°C

dodecyl 2-amino-5-dodecyloxy-benzodite

0 COOC,Hys

[
CioHzs

To a solution of dodecyl 2-nitro-5-dodecyloxy-beaimlf (2.75g, 5.3mmol, 1.0equiv.) in
ethyl acetate (100mL), is added Pd/C (0.88g, 30%Wig suspension is submitted to three
cycles vacuum/nitrogen, then 2 cycles vacuwrdhd finally let under KHuntil the required
volume is consumed. The reaction is stopped byetbyeles vacuum/nitrogen, the suspension
is filtered on celite and the filtrate concentratatter reduced pressure to give dodecyl 5-
dodecyloxy-2-amino-benzoatd* (2.45g, 94.3% chemical yield) as a white powder.
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Rf (DCM): 0.33

'H-NMR (300MHz, acetonedt & (ppm). 7.35 (d, J=3.0Hz, 1H), 6.96 (dd, J=9.0Hz a
3.0Hz, 1H), 6.76 (d, J=9.0Hz, 1H), 6.06 (s broaH), 4.26 (t, J=6.6Hz, 2H), 3.89 (t,
J=6.6Hz, 2H), 1.76 (m, 4H), 1.39 (m, 36H ), 0.9W&6.6Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, acetoned): & (ppm). 167.5, 149.3, 146.3, 123.4, 117.9, 11408.9,
68.4, 64.0, 31.9 (2C), 29.6 (2C), 29.55 (2C), 2953), 29.4, 29.36 (2C), 29.31, 28.7, 26.1,
26.0, 22.5 (2C), 13.6 (2C), (3C under solvent dgjna

MS (Cl+): m/z490 ([M+H]", 100%)

MP 39-40°C

methyl 5-hexadecyloxy-2-amino-benzctge

0 COOCH,

|
Ci6Hss

To a solution of methyl 5-hexadecyloxy-2-nitro-beate3g (4.70g, 11.1mmol, 1.0equiv.) in
a mixture of MeOH/Ethyl acetate (140mL, 1/1), islad Pd/C (1.4g, 30%wt). The suspension
is submitted to three cycles vacuum/ nitrogen, theycles vacuum/Hand finally let under
H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles
vacuum/nitrogen. A white solid precipitates durthg reaction. The suspension is filtered on
celite, the residue is washed with DCM and thedi# is concentrated under reduced pressure
to give methyl 5-hexadecyloxy-2-amino-benzoétg(4.19g, 96% chemical yield) as a white
powder.

Rf (DCM): 0.18

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 7.27 (d, J=2.7Hz, 1H), 6.87 (dd, J=9.0H=r] &.7Hz,
1H), 6.55 (d, J=9.0Hz, 1H), 3.81 (m, 5H), 1.66 (qui=7.2Hz, 2H), 1.27 (m, 26H), 0.80 (t,
J=6.6Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.7, 150.8, 144.7, 124.1, 118.85, 11418.6, 69.2,
52.0, 32.3, 30.1 (5C), 30.0 (3C), 29.81, 29.76 (2B6)4, 23.1, 14.5

MS (ESI):m/z392.2 ([M+H], 100%)

MP 76-84°C
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methyl 2-amino-4,5-didodecyloxy-benzodite

o) NH,
C1,H
12255 COOMe

To a solution of methyl 2-nitro-4,5-didodecyloxyAz®ate3i (3.73g, 6.78mmol, 1.0equiv.) in
a mixture of MeOH/Ethyl acetate (100mL, 1/3), islad Pd/C (1.2g, 30%wt). The suspension

is submitted to three cycles vacuum/ nitrogen, thaycles vacuum/Hand finally let under

H, until the required volume is consumed. The reactis stopped by three cycles
vacuum/nitrogen, the suspension is filtered onteetind the filtrate concentrated under
reduced pressure to give methyl 2-amino-4,5-didgloey-benzoatedi (3.53g, quantitative
chemical yield) as a white powder.

Rf (DCM): 0.3

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 7.35 (s, 1H), 6.20 (s, 1H), 3.96 (t, J=&0PH), 3.91
(t, J=6.0Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 1.80 (m, 4H), In8 @H), 1.3 (m, 32H), 0.88 (t, J=6.0Hz, 6H)
¥C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.3, 155.7, 147.4, 140.3, 116.7, 10208.4, 70.8,
68.7, 51.4, 32.07 (2C), 29.85 (2C), 29.84 (2C)8A93C), 29.76 (2C), 29.61, 29.60, 29.51
(2C), 29.11, 26.2, 26.13, 22.8 (2C), 14.3 (2C)

MS (TOF APCI+): m/z 542.5 ([M+Nd] 34.6%), 520.5 ([M+H], 68.7%), 488.4 ([M-
CH30]", 100%)

MP 78°C

3-amino-2-methoxycarbonyl-naphthalefje

COOCH,

To a solution of 3-amino-2-naphthoic a¢@i5g, 13.4mmol, 1.0equiv.) in MeOH (190mL) is
slowly added concentrated, &0, (12mL). The solution is heated to reflux underogen for

16hrs. After cooling to RT, the volume of the salatis reduced to 60mL and a mixture of
DCM-NaHCGQ; 5% (240mL, 2/1) is added. The organic layer isheaswith HO (50mL).
The aqueous phase is adjusted to pH 9 by addificva®@H 1M, the obtained precipitate is
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extracted with DCM (3x100mL). The organic phases eombined, dried over NaO,,
filtered and concentrated under reduced pressuraffidd 2-amino-3-methoxycarbonyl-
naphthalendj (2.33g, 86.5 % chemical yield) as a brownish solid.

Rf(DCM): 0.17

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 8.5 (s, 1H), 7.71 (d, J=8.1Hz, 1H), 7.53Jd8.1Hz,
1H), 7.4 (td, J=8.1Hz and 1.2Hz, 1H), 7.18 (td,.1&& and 0.9Hz, 1H), 6.974 (s, 1H), 5.58
(s broad, 2H), 3.96 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.4, 146.0, 137.4, 133.5, 129.8, 12&8.0, 125.2,
122.6, 114.7, 110.0, 52.0

MS (ES): m/z202.2 ((M+H], 100%), 224.1 ([M+N4d] 15%)

MP 100-102°C

N,N,N-(2-methoxycarbonylphenyl)-1,3,5-phenylenatng5a

COOCH;
NH
HN” i H ;
H,CO0C COOCH,

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (2.0g, 6.4mrd®equiv.), methyl anthranilate (3mL,
22.3mmol, 3.5equiv.), cesium carbonate (10.4mg,8r8Mol, 5equiv.) and Pd(OAc)
(85.6mg, 0.38mmol, 0.06equiv.) in toluene (60mL)firally added tri-tert-butylphosphine
(3.6mL, 1.15mmol, 0.18equiv.). The mixture is ®itrat reflux 72hrs under nitrogen. After
cooling to RT, the mixture is filtered on celitedathe filtrate is evaporated to dryness. The
residue is taken up in a mixture DCM/NEH 1M (2/1, 180mL), the organic phase is
separated, dried over p&0;, filtered and concentrated under reduced pres$teresidue is
taken up in a mixture ethyl acetate/hexane (85&BnNL) and the obtained suspension is
filtered to afford5aas a white solid (3.04g, 91% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 9.49 (s, 3H), 7.99 (d, J= 7.35Hz, 3H), 7(BE 6H),
6.88 (s, 3H), 6.79 (m, 3H), 3.94 (s, 9H)

268



Experimental part

13C-NMR (75MHz, CDC}): § (ppm). 168.9, 147.3, 142.9, 134.15, 131.6, 11718,9, 112.5,
110.1, 51.9

MS (CI*): m/z 526 ([M+HT", 100%)

MP 95-100°C

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-methyl-phenyl)-1,3,5menetriamineb

COOCH,
NH
HN” i \H/ ;
H,CO0C COOCH,

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (3.00g, 9.66) 1.0equiv.), methyl 5-methyl-2-
nitro-benzoate4b (4.82g, 29.1mmol, 3.05equiv.), cesium carbonat®.6(g, 47.8mmoal,
5.0equiv.) and Pd(OAg)(129.0mg, 0.57mmol, 0.06equiv.) in toluene (100nm.)finally
added tri-tert-butylphosphine (5.5mL, 1.72mmol,8&quiv.). The mixture is stirred at reflux
for 72hrs under nitrogen. After cooling to RT, timéture is filtered on celite and the filtrate
is evaporated to dryness. The residue is taken apmixture DCM/NHCI 1M (2/1, 360mL),
the organic phase is separated, dried oveSNa filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue is taken up in a mixturel etbgtate/hexane (85/15, 50mL) and the
obtained suspension is filtered to afford N,N,Nai2thoxycarbonyl-4-methyl-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriamin&b as a white solid (5.42g, 99% chemical yield).

Rf(DCM): 0.64

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.42 (s, 3H), 7.85 (s, 3H), 7.28 (m, 6HB7(s, 3H),
3.96 (s, 9H), 2.34 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.8, 145.0, 143.4, 135.1, 131.5, 12618,5, 112.6,
108.0, 51.8, 20.4

MS (ES+): m/z 568.2 ([M+H], 100%), 590.2 ([M+H], 97%)

MP 174-176°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-methoxy-phenyl)-1,3 .6mtenetriaminéc

o} COOCH;
NH
Q e
HN N
H,COO0C COOCH;,
0

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (4.69g, 14tbh) 1.0equiv.), methyl 2-amino-5-
methoxy benzoatdc (8.22g, 45.4mmol, 3.05equiv.), cesium carbonate3@y, 74.5mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)(200.0mg, 0.89mmol, 0.06equiv.) in toluene (160nm )finally
added tri-tert-butylphosphine (8.6mL, 2.7mmol, @48iv.). The mixture is stirred at reflux
for 72hrs under nitrogen. After cooling to RT, timéture is filtered on celite and the filtrate
is evaporated to dryness. The residue is taken apmixture DCM/NHCI 1M (2/1, 360mL),
the organic phase is separated, dried oveSNa filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue is taken up in ethyl acetatethe resulting precipitate is filtered to
afford N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-methoxy-phenylBb-phenylenetriamine5¢c as a
yellow solid (8.25g, 90% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.9

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 9.03 (s, 3H), 7.476 (d, J=3Hz, 3H), 7.38J9.0Hz,
3H), 7.05 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H), 6.69 (s,,3H3 (s, 9H), 3.83 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 8 (ppm). 168.4, 151.5, 143.9, 141.4, 122.3, 11718, 1, 113.5,
106.3, 55.8, 51.9

MS (CI): m/z616 ([M+H]’, 100%)

MP 72°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-propyloxy-phenyl)-1. gHenylenetriaminéd

C3H7
|
0 COOCHs,
NH C3H;
|
J@L 7
HN H
H,CO0C COOCHS
O

CsHi™

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (1.96g, 6.88M 1.0equiv.), methyl 5-propyloxy-2-
amino-benzoatedd (4.10g, 19.6mmol, 3.1lequiv.), cesium carbonate.1dd 31.1mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)84.0mg, 0.37mmol, 0.06equiv.) in toluene (75mLjimally added
tri-tert-butylphosphine (3.9mL, 1.12mmol, 0.18equivihe mixture is stirred at reflux for
72hrs under nitrogen. After cooling to RT, the mnet is filtered on celite and the filtrate is
evaporated to dryness. The residue is taken upniixture DCM/NH,CI 1M (2/1, 225mL),
the organic phase is separated, dried over Mg8lBered and concentrated under reduced
pressure. The residue is purified by precipitation acetone to afford N,N,N-(2-
methoxycarbonyl-4-propyloxy-phenyl)-1,3,5-phenylei@nine 5d as a yellow solid (4.35g,
guantitative chemical yield).

Rf (DCM): 0.2 (DCM/hexane 9/1): 0.16

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.89 (s, 3H), 7.36 (d, J=2.7Hz, 3H), 7.86J=9.0Hz,
3H), 6.93 (dd, J=9.0Hz and 2.7Hz, 3H), 6.56 (s,,38 (m, 15H), 1.71 (sext, J=7.2Hz, 6H),
0.96 (t, J=7.5Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}):  (ppm). 167.4, 149.95, 142.9, 140.2, 121.8, 11B14,1, 112.5,
105.0, 69.2, 50.9, 21.6, 9.5

MS (ES+):m/z700.3 ([M+H], 100%), 722.3 ([M+Nd] 81.5%)

MP 220-222°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-decyloxy-phenyl)-1,HBfylenetriamin®&e

?10"'21
O\@COOCHs
NH (|310H21
O
HN H
H,CO0C COOCH,4
O

CioHai™

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (1.66g, 5.3hmM.0Oequiv.), methyl 5-decyloxy-2-
amino-benzoatede (5.04g, 16.4mmol, 3.lequiv.), cesium carbonate&s0@. 26.5mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)72.0mg, 0.32mmol, 0.06equiv.) in toluene (65mLjimally added
tri-tert-butylphosphine (3.3mL, 1.0mmol, 0.18equivlhe mixture is stirred at reflux for
72hrs under nitrogen. After cooling to RT, the mnet is filtered on celite and the filtrate is
evaporated to dryness. The residue is taken upniixture DCM/NH,CI 1M (2/1, 240mL),
the organic phase is separated, dried over Mg8lBered and concentrated under reduced
pressure. The residue is purified by column chrography on silica gel (residue pre-
adsorbed on silica, eluent DCM/hexane 9/1) to dffd¥,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-
decyloxy-phenyl)-1,3,5-phenylenetriamifeas a yellow oil (2.85g, 54% chemical yield).

Rf (DCM/hexane 9/1) 0.2

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.89 (s, 3H), 7.35 (d, J=3Hz, 3H), 7.25Jd9.0Hz,
3H), 6.925 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H), 6.56 (s), 382 (m, 15H), 1.68 (quint, J=6.6Hz,
6H), 1.40 (m, 42H), 0.80 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.8, 151.4, 144.3, 141.6, 123.0, 11816,4, 113.8,
106.4, 69.0, 52.15, 32.35, 30.05, 30.02, 29.87/227.3, 26.5, 23.1, 14.5

MS (ES+):m/z994.5 ([M+H], 100%)

MP 71-73°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-dodecyloxy-pheny)-hBnylenetriaminéf

C|312H25
O\@COOCH3
NH (|312H25
O
HN H
H,COOC COOCH;
CioHog™

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (1.63g, 5.24)rh.0equiv.), methyl 5-dodecyloxy-2-
amino-benzoatedf (5.48g, 16.35mmol, 3.1equiv.), cesium carbonat&0@ 26.0mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)(70.0mg, 0.3mmol, 0.06equiv.) in toluene (60mL)imally added
tri-tert-butylphosphine (3.2mL, 0.9mmol, 0.18equivlhe mixture is stirred at reflux for
72hrs under nitrogen. After cooling to RT, the mnet is filtered on celite and the filtrate is
evaporated to dryness. The residue is taken upniixture DCM/NH,CI 1M (2/1, 240mL),
the organic phase is separated, dried oveSNa filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue is filtered on silica galidet DCM/hexane 9/1) to afford N,N,N-(2-
methoxycarbonyl-4-dodecyloxy-phenyl)-1,3,5-phengigiamine 5f as a yellow oily solid
(5.559, 99% chemical yield).

Rf (DCM): 0.88 (DCM/hexane 9/1): 0.77

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.01 (s, 3H), 7.47 (d, J=3.0Hz, 3H), 7.87J=9.0Hz,
3H), 7.04 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H), 6.68 (s,,3%95 (m, 15H), 1.80 (quint, J=6.6Hz,
6H), 1.38 (m, 54H), 0.91 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): § (ppm). 168.4, 151.0, 143.9, 141.2, 122.7, 11716, 1, 113.5,
105.95, 68.7, 51.8, 31.97, 29.72, 29.69, 29.66,(2€%7, 29.40 (2C), 26.1, 22.7, 14.1

MS (APCI): m/z1078.8 ([M+HJ, 100%), 745.9 ([GsHssN2Og] fragmentation, 44%)

MP 66-67°C
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N,N,N-(2-dodecyloxycarbonyl-4-dodecyloxy-phenyd)8phenylenetriamingf*

C|312H25
O\@COOCleTg,
NH (|312H25
O
HN H
C1oHs00C COOC,Hys
CioHog™

To a mixture of 1,3,5-triboromobenzene (25.9mg, ho®l, 1.0equiv.), dodecyl 2-amino-5-
dodecyloxy-benzoatedf* (129.0mg, 0.26mmol, 3.2equiv.), cesium carbond85.0mg,
0.41mmol, 5.0equiv.) and Pd(OAc)1.2mg, 0.0049mmol, 0.06equiv.) in toluene (5m&) i
finally added tri-tert-butylphosphine (pD, 0.015mmol, 0.18equiv.). The mixture is stirrdd a
reflux for 16hrs under nitrogen. After cooling td Rhe mixture is filtered on celite and the
filtrate is evaporated to dryness. The residu@ken up in a mixture DCM/NXCI 1M (2/1,
45mL), the organic phase is separated, dried owB®), filtered and concentrated under
reduced pressure. The residue is purified by coletmomatography on silica gel (eluent
DCM) to afford N,N,N-(2-dodecyloxycarbonyl-4-dodéayy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriamin&f* as a yellow oily solid (122.0mg, 96.2% chemicaldje

Rf (DCM): 0.75

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.06 (s, 3H), 7.50 (d, J=3.0Hz, 3H), 7.894=9.0Hz,
3H), 7.05 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H), 6.69 (s,,3H33 (t, J=6.6Hz, 6H), 3.97 (t, J=6.6Hz,
6H), 1.81 (m, 12H), 1.40 (m, 108H), 0.93 (t, J=6z6H8H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.1, 150.95, 144.0, 141.2, 122.3, 117865.5,
114.0, 105.8, 68.8, 65.0, 32.0 (2C), 29.7, 29.85),(29.63 (3C), 29.58, 29.47, 29.4 (4C),
29.3, 28.7, 26.1, 22.7 (2C), 14.1 (2C)

MS (FAB+): m/z1541.2 ([M], 100%)

MP <50°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-hexadecyloxy-pheny)sighenylenetriamingg

?16H33
O\@COOCHs
NH (|:16H33
O
HN H
H,CO0C COOCH,4
O

CigHas™

To a mixture of 1,3,5-triboromobenzene (1.06g, 3.8&h 1.0equiv.), methyl 5-
hexadecyloxy-2-amino-benzoadg (4.17g, 10.7mmol, 3.1equiv.), cesium carbonatd0g.
16.9mmol, 5.0equiv.) and Pd(OAcf46.0mg, 0.2mmol, 0.06equiv.) in toluene (40mL) is
finally added tri-tert-butylphosphine (2.7mL, 0.6min0.18equiv.). The mixture is stirred at
reflux 72hrs under nitrogen. After cooling to RThigtmixture is filtered on celite and the
filtrate is evaporated to dryness. The residu@ken up in a mixture DCM/NXI 1M (2/1,
300mL), the organic phase is separated, dried BAg80,, filtered and concentrated under
reduced pressure to afford N,N,N-(2-methoxycarbehkiexadecyloxy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriamin&ég as a white solid (4.04g, 95.7 % chemical yield).

Rf (DCM): 0.8

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.89 (s, 3H), 7.35 (d, J=3.0Hz, 3H), 7.86J=9.0Hz,
3H), 6.92 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H), 6.56 (s,,3%82 (m, 15H), 1.68 (quint, J=6.9Hz,
6H), 1.275 (m, 78H), 0.80 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 167.5, 150.1, 143.0, 140.25, 121.85, 11614.1,
112.6, 105.2, 67.8, 51.0, 31.0, 28.8 (6C), 28.85/ P, 28.70, 28.52, 28.45, 25.15, 21.8, 13.2
MS (ES+):m/z1269.0 ([M+Na], 100%)
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4,5-dimethoxy-phenyl)5tghenylenetriaming&h

COOCH,
\II

B

H,CO0C COOCH;

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (3.91g, 12nbh) 1.0equiv.), methyl-2-amino-3,5-
dimethoxy-benzoate (8.00g, 37.9mmol, 3.05equivesiuum carbonate (20.20g, 62.1mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)(167.0mg, 0.75mmol, 0.06equiv.) in toluene (130nm )finally
added tri-tert-butylphosphine (6.8mL, 2.24mmol,8&quiv.). The mixture is stirred at reflux
for 72hrs under nitrogen. After cooling to RT, timéture is filtered on celite and the filtrate
is evaporated to dryness. The residue is taken apmixture DCM/NHCI 1M (2/1, 380mL),
the organic phase is separated, dried oveSNa filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue is taken up in a mixture regeghyl acetate (90/10) and the obtained
precipitate is filtered to afford N,N,N-(2-methoarbonyl-4,5-dimethoxy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriamin®&h as a white solid (8.76g, 99% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.7

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.39 (s, 3H), 7.49 (s, 3H), 6.9 (s, 3HR2B(s, 3H),
3.91 (s, 9H), 3.9 (s, 9H), 3.83 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.3, 154.4, 144.1, 143.4, 141.6, 113070, 104.8,
99.5, 56.4, 56.0, 51.6

MS (CI"): m/z706.4 ([M+HT, 100%)

MP 144-149°C
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N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4,5-didodecyloxy-pheny®)8-phenylenetriaming

0 COOCH,
CiH jij[ CioH
12 25\0 NH 12 25\0 C12H25

H
H,CO0C COOCH;

O
CiaHas™

To a mixture of 1,3,5-tribromobenzene (0.60g, 1.8t 1.0equiv.), methyl 2-amino-4,5-
didodecyloxy-benzoatdi (3.06g, 5.9mmol, 3.08equiv.), cesium carbonat21@@. 9.5mmol,
5.0equiv.) and Pd(OAg)26.0mg, 0.11mmol, 0.06equiv.) in toluene (25nd. finally added
tri-tert-butylphosphine (1.6mL, 0.34mmol, 0.18equivihe mixture is stirred at reflux for
five days under nitrogen. After cooling to RT, timéture is filtered on celite and the filtrate
is evaporated to dryness. The residue is taken apmixture DCM/NHCI 1M (2/1, 180mL),
the organic phase is separated, dried over Mg8ltered and concentrated under reduced
pressure. The residue is filtered on silica galdet DCM/cyclohexane 3/1) and the desired
fractions are concentrated. The residue is takennugthyl acetate and the precipitate is
filtered to afford N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4,5-didecyloxy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriamin&i as a pale yellow solid (2.30, 73.7% chemical yield

Rf (DCM): 0.7

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.4 (s, 3H), 7.44 (s, 3H), 6.9 (s, 3H), G83H), 3.95

(t, J=6.0, 6H), 3.9 (m, 15H), 1.80 (m, 12H), 1.3 @B8H), 0.88 (t, J=6.0, 18H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 168.4, 155.1, 144.1, 143.6, 141.2, 1160B.2, 104.7,
100.6, 70.5, 69.0, 51.6, 32.1 (2C), 29.9 (2C), 29®), 29.63, 29.57, 29.53 (2C), 29.11, 26.2,
26.1, 22.8 (2C), 14.2 (2C)

MS (ES): m/z 1136.0 ([GoH116N20g + NaJ fragmentation, 100%), 1631.2 ([M+H]63%)

MP 62-64°C
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Experimental part

N,N,N-(2-methoxycarbonylnaphthyl)-1,3,5-phenylaagtme5j

! ‘ NH ‘
HN” i > ‘

N
H
chooc\‘l COOCH;

To a mixture of 1,3,5-triboromobenzene (1.17g, 3.%hml1.0equiv.), 2-amino-3-

methoxycarbonyl-naphthalen§ (2.28g, 11.3mmol, 3.05equiv.), cesium carbonaté&Og
18.6mmol, 5.0equiv.) and Pd(OAc[81.0mg, 0.22mmol, 0.06equiv.) in toluene (40m&) i
finally added tri-tert-butylphosphine (2.2mL, 0.66ml, 0.18equiv.). The mixture is stirred at
reflux for 72hrs under nitrogen. After cooling td Rhe mixture is filtered on celite and the
filtrate is evaporated to dryness. The residu@ken up in a mixture DCM/NXCI 1M (2/1,
240mL), the organic phase is separated, dried Nag®O,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The residue is taken up in atiethte et the resulting precipitate is filtered
to afford N,N,N-(2-methoxycarbonylnaphthyl)-1,3,Bgmylenetriaminésj as a yellow solid
(2.90g, 75.6% chemical yield).

Rf (DCM): 0.48

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 9.14 (s, 3H), 8.5 (s, 3H), 7.65 (m, 3HBZE (d,
J=8.4Hz, 3H), 7.33 (t, J=7.2Hz, 3H), 7.15 (t, J#z23H), 6.96 (s, 3H), 3.9 (s, 9H)

MS (ES+):m/z676.1 ((M+H], 100%)

MP 239-242°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonylphenyl)-1,3,5-phenylenatiize 6a

COOH
NH
HN f H ;
HOOC COOH

N,N,N-(2-methoxycarbonylphenyl)-1,3,5-phenylenetrine  5a (10.12g, 19.3mmol,
1.0equiv.) is dissolved in acetone (560mL) and a&$Geous solution of NaOH is added
(185mL, 230mmol, 12.0equiv.). The solution is siifrat reflux under nitrogen for 16hrs.
After cooling to RT, a mixture of DCM/A® (1/1, 1L) is added. After phases’ separation, the
agueous phase is acidified to pH 1 by addition afolution of HCI (1M). The obtained
suspension is filtered to affoh as a white solid which is dried under vacuum &°00for 2
hrs (9.30g, quantitative chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm). 9.6 (s broad, 3H), 7.89 (dd, J=1.5Hz, 7.8Bt),
7.42 (m, 6H), 6.81 (m, 3H), 6.75 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm). 170.2, 146.7, 143.4, 134.5, 132.3, 11814.7,
114.1, 107.2

MS (FAB+): m/z484.3 ([M+H], 100%)

MP >260°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-methyl-phenyl)-1,3,51mylenetriamineb

COOH
NH
HN f H ;
HOOC COOH

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-methyl-phenyl)-1,3,5-plyenetriamine5b (5.42g, 9.5mmol,
1.0equiv.) is dissolved in acetone (290mL) and a &féeous solution of NaOH is added
(200mL, 114mmol, 12.0equiv.). The solution is siifrat reflux under nitrogen for 16hrs.
After cooling to RT, a mixture of DCM/AD (1/1, 520mL) is added. After phases’ separation,
the aqueous phase is acidified to pH 1 by additiba solution of HCI (1M). The obtained
suspension is filtered to affofb as a green solid which is dried under vacuum @t@@or 2
hrs (4.99¢g, quantitative chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm). 13.043 (s broad, 3H), 9.36 (s, 3H), 7.703(),
7.29 (m, 6H), 6.63 (s, 3H), 2.23 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm). 170.2, 144.3, 143.7, 135.3, 132.4, 1271%.3,
114.2,105.4, 20.4

MS (ES+):m/z526.1 ([M+H], 100%)

MS (ES-):m/z524.1 ([M-H], 100%)

MP >260°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-methoxy-phenyl)-1,3,&pHenetriaminéc

) COOH
NH
Q g
HN H
HOOC COOH
_0

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-methoxy-phenyl)-1,3,5eplylenetriaminéc (5.06g, 8.2mmol,
1.0equiv.) is dissolved in acetone (240mL) and a &f@eous solution of NaOH is added
(85mL, 98.0mmol, 12.0equiv.). The solution is stifrat reflux under nitrogen for 16hrs.
After cooling to RT, a mixture of DCM/D (1/1, 430mL) is added. After phases’ separation,
the agueous phase is acidified to pH 1 by additiba solution of HCI (1M). The obtained
suspension is filtered to afford N,N,N-(2-hydroxsmanyl-4-methoxy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriaminéc as a green solid which is dried under vacuum @t@Gor 2 hrs (4.70g,
guantitative chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm). 9.04 (s, 3H), 7.33-7.37 (m, 6H), 7.14 (dd,3Hz
and 9Hz, 3H), 6.46 (s, 3H), 3.73 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm). 169.7, 151.9, 144.7, 140.4, 121.5, 1181%.7,
115.1, 102.6, 55.8

MS (FAB): m/z574.2 ([M+HT, 100%)

MP 225-228°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-propyloxy-phenyl)-1,Blaenylenetriaminéd

CsH7
|
(0] COOH
NH CaHy
|
J@ 7
HN H
HOOC COOH
O
CsHi™

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-propyloxy-phenyl)-1,3Benylenetriamine  5d (4.35q,
6.2mmol, 1.0equiv.) is suspended in acetone (18nd)a 5% aqueous solution of NaOH is
added (70mL, 75.0mmol, 12.0equiv.). The solutiorstisred at reflux under nitrogen for
16hrs. After cooling to RT, a mixture of DCM/@ (1/1, 360mL) is added. After elimination
of the organic phase, the aqueous phase is adiddi@H 1 by addition of a solution of HCI
(1M). The resulting precipitate is filtered andedtito afford N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-
propyloxy-phenyl)-1,3,5-phenylenetriamibe as a yellow green solid (3.92g, 96% chemical
yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-g): & (ppm). 8.92 (s broad (NH), 3H), 7.26 (d, J=3.08H),
7.22 (s, 3H), 7.04 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H)/76$8 3H), 3.78 (t, J=6.6Hz, 6H), 1.61
(sext, J=7.2Hz, 6H), 0.87 (t, J=7.5Hz, 9H)

¥C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm). 169.8, 151.4, 144.7, 140.2, 122.5, 11915.03,
115.99, 102.95, 70.0, 22.6, 11.0

MS (ES+):m/z658.2 ([M+H], 100%)

MS (ES-):m/z656.1 ([M-H], 100%)

MP 226-228°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-decyloxy-phenyl)-1,3lemylenetriaminée

?10"'21
(0] COOH
NH (|310H21
Q 7
HN H
HOOC COOH
CioHai™

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-decyloxy-phenyl)-1,3,Bgnylenetriamine  5e (1.144q,
1.15mmol, 1.0equiv.) is suspended in acetone (3%mnb)a 5% aqueous solution of NaOH is
added (15mL, 14.0mmol, 12.0equiv.). The solutiorstisred at reflux under nitrogen for
16hrs. After cooling to RT, a mixture of DCM/@ (1/1, 100mL) is added. After elimination
of the organic phase, the aqueous phase is adiddi@H 1 by addition of a solution of HCI
(1M) and extracted with ED (5x100mL). The ether phase is dried over MgSiliered and
concentrated under reduced pressure to afford N(RLMN/droxycarbonyl-4-decyloxy-
phenyl)-1,3,5-phenylenetriamit@as a green solid (874.0mg, 80% chemical yield).
'H-NMR (300MHz, DMSO-g): & (ppm). 13.0 (s broad), 7.24 (m, 6H), 7.02 (dd,.0=& and
3.0Hz, 3H), 6.35 (s, 3H), 3.81 (t, J=6.0Hz, 6H)58L.(m, 6H), 1.22 (m, 42H), 0.93 (t,
J=6.6Hz, 9H)

MS (ES+):m/z952.6 ([M+H], 100%)

MP 174-177°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-dodecyloxy-phenyl)-1-ghenylenetriaminéf

C|312H25
O\@COOH
NH C|312H25
O
HN H
HOOC COOH
CioHog™

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-dodecyloxy-phenyl)-1 fbenylenetriamine  5f (5.55q,
5.1mmol, 1.0equiv.) is suspended in acetone (150and)a 5% aqueous solution of NaOH is
added (55mL, 61.0mmol, 12.0equiv.). The solutiorstisred at reflux under nitrogen for
20hrs. After cooling to RT, a mixture of DCWM/@E (1/1, 280mL) is added. After elimination
of the organic phase, the aqueous phase is adiddipH 1 by addition of a solution of HCI
(1M) and extracted with BED (3x150mL). The ether phase is dried ovesd@, filtered and
concentrated under reduced pressure to afford N(R;Nydroxycarbonyl-4-dodecyloxy-
phenyl)-1,3,5-phenylenetriamiréé as a yellow green solid (4.35g, 81% chemical yield)
'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm). 9.19 (s broad, 3H), 7.53 (d, J=2.7Hz, 3H}6 (d,
J=9.0Hz, 3H), 7.18 (dd, J=9.0Hz and 3.0Hz, 3H)6&% 3H), 3.99 (t, J=6.0Hz, 6H), 1.78 (m,
6H), 1.40 (m, 54H), 0.89 (t, J=6.6Hz, 9H)

MS (FAB+): m/z1036.7 ([M+H], 100%)

MP 163-167°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-hexadecyloxy-pheny)8-ghenylenetriaminég

?16"'33
O\@COOH
NH (|:16H33
O
HN H
HOOC COOH
O
CigHas™

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4-hexadecyloxy-phenyl)-5;phenylenetriamine 5g (4.04q,
3.2mmol, 1.0equiv.) is suspended in acetone (10Gand)a 5% aqueous solution of NaOH is
added (36mL, 39.0mmol, 12.0equiv.). The solutiorstisred at reflux under nitrogen for
20hrs. After cooling to RT, a mixture of DCWM/@E (1/1, 240mL) is added. After elimination
of the organic phase, the aqueous phase is adiddi@H 1 by addition of a solution of HCI
(M) and extracted with ED (3x150mL) and DCM (2x100mL). The organic phases a
combined, dried over MgSQfiltered and concentrated under reduced pres3ine.residue
is taken up in MeOH and the resulting precipitatdiliered and dried to afford N,N,N-(2-
hydroxycarbonyl-4-hexadecyloxy-phenyl)-1,3,5-phe@mdtriamine 6g as a green solid
(3.899g, 99% chemical yield).

MS (MALDI): m/z1204.85 ([M+H], 46%), 989.68 (100%)

MP 90-97°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4,5-dimethoxy-pheny)-8-Bhenylenetriaminéh

COOH
L,

B

HOOC COOH

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4,5-dimethoxy-phenyl)-Bghenylenetriamine 5h  (5.42g,
7.7mmol, 1.0equiv.) is dissolved in acetone (225mhd a 5% aqueous solution of NaOH is
added (80mL, 92.0mmol, 12.0equiv.). The solutiorstisred at reflux under nitrogen for
16hrs. After cooling to RT, a mixture of DCMJ@ (1/1, 400mL) is added. After phases’
separation, the aqueous phase is acidified to pk dddition of a solution of HCI (1M). The
obtained suspension is filtered to afford N,N,Nh{@iroxycarbonyl-4,5-dimethoxy-phenyl)-
1,3,5-phenylenetriaminéh as a dark green solid which is dried under vacatud00°C for 2
hrs (5.10g, quantitative chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-¢): 5 (ppm). 12.8 (s broad, 3H), 9.4 (s, 3H), 7.36 4),3$.91
(s, 3H), 6.65 (s, 3H), 3.72 (s, 9H), 3.695 (s, 9H)

¥C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm). 169.65, 154.2, 144.7, 142.3, 142.0, 112087,
102.7, 101.4, 56.4, 55.9

MS (FAB+): m/z664.26 ([M+H], 100%)

MP >260°C
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Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4,5-didodecyloxy-phenyB:8-phenylenetriaminé

C12H25

COOH
CoH j@i CioH
12H25~ 12H25~ ?12"'25
Q O
HOOC COOH
C12H25

C12H25

N,N,N-(2-methoxycarbonyl-4,5-didodecyloxy-phenylBb-phenylenetriamine 5i  (1.95g,
1.2mmol, 1.0equiv.) is dissolved in THF (40mL) aad2M aqueous solution of NaOH is
added (20mL, large excess). The biphasic solutgvigorously stirred at reflux under
nitrogen for 4 days. After cooling to RT, the s@uatis concentrated under reduced pressure
and a mixture of DCM/BD (1/1, 160mL) is added. After elimination of theganic phase, the
agueous phase is acidified to pH 1 by addition sblation of HCI (1M) and extracted with
Et,O (4x150mL). The ether phase is dried over MgSfidtered and concentrated under
reduced pressure to afford N,N,N-(2-hydroxycarbeh$tdidodecyloxy-phenyl)-1,3,5-
phenylenetriaminéi as a red powder (1.90g, quantitative chemicatlyiel

MS (ES): m/z 1589.6 ([M+H], 100%)

MP 239-243°C

287



Experimental part

N,N,N-(2-hydroxycarbonylnaphthyl)-1,3,5-phenyleiagiine 6j

COOH

ﬁmf

HOOC COOH

N,N,N-(2-methoxycarbonylnaphthyl)-1,3,5-phenylerstrine5j (1.74g, 2.6mmol, 1.0equiv.)
is suspended in acetone (150mL) and a 5% aquedutsoscof NaOH is added (60mL, large
excess). The solution is stirred at reflux unddrogen for 20hrs. After cooling to RT, a
mixture of DCM/HO (1/1, 600mL) is added. After elimination of theganic phase, the
aqueous phase is acidified to pH 1 by addition gsbltion of HCI (1M) and the resulting
precipitate is filtered and dried to afford N,N,RHiydroxycarbonylnaphthyl)-1,3,5-
phenylenetriaminéj as a red brown solid (1.64g, 99% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): 5 (ppm). 13.5 (s broad, 3H), 9.37 (s, 3H), 8.6 (4),3.84
(m, 6H), 7.47 (t, J=6.3Hz, 3H), 7.3 (t, J=6.3Hz,) 3619 (s, 3H)

MS (ES+):m/z634.2 ((M+H], 100%)

MS (ES-):m/z632.0 ([M-H], 100%)

MP >260°C
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-5,11,17-triazatrinaphthyleda

N,N,N-(2-hydroxycarbonylphenyl)-1,3,5-phenylenatniae 6a (3.77g, 7.8mmol, lequiv.) is
dried under vacuum at 110°C for 4hrs and PQ&DImL, large excess) is added. The solution
is stirred at reflux under nitrogen for 16hrs. Aftevaporation to dryness, the residue is
dissolved in DCM (450mL) and slowly poured onto 2R00f an ice-cooled 15% N}DH.
The biphasic mixture is filtered to affor@d as a grey solid (3.00g, 80% chemical yield).
'H-NMR (300MHz, CDC}): 5 (ppm). 8.73 (d, J=7.8Hz, 3H), 8.38 (d, J=7.8Hz),3H94 (t,
J=7.8Hz, 3H), 7.814 (t, J=7.8Hz, 3H)

MS (Cl+): m/z484 ([M], 100%), 486 (100%)

MP >360°C

UV-vis (CHCk) AmadNM Ema/M *cm?): 289 (66810), 301 (76690)
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-2,8,14-trimethyl-5,11 17-triazataphthylene’b

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-methyl-phenyl)-1,3,5-piyenetriamine6b (1.56g, 3.0mmol,
1.0equiv.) is dried under vacuum at 110°C for 4nd PO (30mL, large excess) is added.
The solution is stirred at reflux under nitrogem &dhrs. After evaporation to dryness, the
residue is dissolved in DCM (180mL) and slowly pedironto 90mL of an ice-cooled 15%
NH4OH. The biphasic mixture is filtered; the residsewashed with DCM and dried with
Et,O to afford7b as grey solid (1.10g, 70% chemical yield).

Rf(DCM):0.77

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.48 (s, 3H), 8.26 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.d6,(J=8.4Hz
and 1.8Hz, 3H), 2.72 (s, 9H)

MS (Cl+): m/z 526 ([M+H], 100%)

MP >260°C

UV-vis (CHCL) Ama/nM EmadM *emit): 294 (84330), 305 (92440)
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-2,8,14-trimethoxy-5,11,17-triadafphthylener/c

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-methoxy-phenyl)-1,3,5gutylenetriaminesc (1.53g, 2.7mmol,
1.0equiv.) is dried under vacuum at 110°C for 4mwd PO (25mL, large excess) is added.
The solution is stirred at reflux under nitrogem #@2hrs. After evaporation to dryness, the
residue is dissolved in DCM (160mL) and slowly peadironto 80mL of an ice-cooled 15%
NH4OH. The biphasic mixture is filtered to afford 6,12-trichloro-2,8,14-trimethoxy-
5,11,17-triazatrinaphthylen& as a yellow brown solid (1.16g, 75% chemical yeld

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 8.26 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.92 (d, J=2.7Hz),3H56 (dd,
J=9.0Hz and 2.7Hz, 3H), 4.118 (s, 9H)

MS (CI): m/z576.2 ([M+HT, 100%), 574.2 (95.8%)

MP 260°C (decomposition)

UV-vis (CHCk) Ama/nm Ema/M cm™): 296 (64200), 318 (80000), 378 (21400), 395 (1§45
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Experimental part

6,12 18-trichloro-2,8,14-propyloxy-5,11,17-triazaphthylenerd

CsH7
|

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-propyloxy-phenyl)-1,3ghenylenetriamine  6d (1.03q,
1.5mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 11fifiClhrs and POGI(25mL, large excess)
is added. The solution is stirred at reflux unddrogen for 72hrs. After evaporation to
dryness, the residue is dissolved in DCM (120mlLg slowly poured onto 60mL of an ice-
cooled 15% NHOH. The biphasic mixture is separated and the dacdawger is dried over
MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pres3ine residue is filtered on silica gel
(eluent DCM) to afford 6,12,18-trichloro-2,8,14-pgdoxy-5,11,17-triazatrinaphthylenf as

a pale yellow solid (499.0mg, 49% chemical yield).

Rf (DCM): 0.475

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.1 (d, J=9.3Hz, 3H), 7.75 (d, J=2.7Hz, 3H¥2 (dd,
J=9.3Hz and 2.7Hz, 3H), 4.11 (t, J=6.6Hz, 6H), 1(&Xt, J=6.9Hz, 6H), 1.076 (t, J=7.5Hz,
9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 159.4, 146.8, 142.9, 139.6, 131.7, 12828.8, 122.7,
103.7,70.4,22.9,11.0

MS (CI): m/z658.2 ([M+H], 100%), 660.3 (87%)

MP 128-132°C

Elemental analysiscalcd for: GeH3z0Cl3N3Os: C 65.61%, H 4.59%, N 6.38% Found: C
65.79%, H 4.32%, N 6.41%

UV-vis (CHCls) Ama/nm (Ema/M cm™): 296 (64250), 318 (80000), 378 (21440), 395 (1§44
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-2,8,14-decyloxy-5,11,17-triazaaphthylen&’e

(|310H21

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-decyloxy-phenyl)-1,3,5gnylenetriamine 6e  (485.0mg,
0.5mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 11fCthrs and POGI(15mL, large excess)
is added. The solution is stirred at reflux unddrogen for 72hrs. After evaporation to
dryness, the residue is dissolved in DCM (130mlLg slowly poured onto 60mL of an ice-
cooled 15% NHOH. The biphasic mixture is separated and the dacdawger is dried over
MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pres3ine residue is filtered on silica gel
(eluent DCM) to afford 6,12,18-trichloro-2,8,14-gkaxy-5,11,17-triazatrinaphthylenge as

a pale yellow solid (410.0mg, 84% chemical yield).

Rf (DCM): 0.85

'H-NMR (300MHz, CDCH4): 5 (ppm). 8.11 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.76 (d, J=2.4Hz),3H42 (dd,
J=9.0Hz and 2.4Hz, 3H), 4.14 (t, J=6.6Hz, 6H), A(@5int, J=6.6Hz, 6H), 1.355 (m, 42H),
0.82 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}):  (ppm). 159.3, 146.7, 142.8, 139.5, 131.6, 12824.4, 122.6,
103.6, 68.9, 32.3, 30.04, 30.02, 29.9, 29.77, 22655, 23.1, 14.5

MS (CI): m/z954.8 ([M+H], 100%), 952.8 (93.4%)

MP 90-92°C

Elemental analysiscalcd for: G/H7,ClsN3Os: C 71.8%, H 7.61%, N 4.41 % Found: C
71.59%, H 7.42%, N 4.54%

UV-vis (CHCk) Ama/nm Ema/M cm™): 296 (56650), 317 (70600), 376 (19080), 396 (1460
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-2,8,14-dodecyloxy-5,11,17-triamaphthylenerf

(|312H25

O
P
C1oHos

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-dodecyloxy-phenyl)-1,36enylenetriamine 6f (640.0mg,
0.62mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 1166C 4hrs and POGI(10mL, large
excess) is added. The solution is stirred at refinser nitrogen for 72hrs. After evaporation
to dryness, the residue is dissolved in DCM (50=hd slowly poured onto 30mL of an ice-
cooled 15% NHOH. The biphasic mixture is separated and the acdawger is dried over
NaSQy, filtered and concentrated under reduced presdure.residue is filtered on silica
(eluent DCM) to afford 6,12,18-trichloro-2,8,14-amyloxy-5,11,17-triazatrinaphthylené&
as a pale yellow solid (530.0mg, 82.4% chemicdtyie

Rf (DCM): 1

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 8.24 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.89 (d, J=2.7Hz),3H55 (dd,
J=9.0Hz and 2.7Hz, 3H), 4.26 (t, J=6.6Hz, 6H), 193=6.6Hz, 6H), 1.45 (m, 54H), 0.92 (t,
J=6.6Hz, 9H)

13C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 159.5, 146.9, 143.0, 139.7, 131.9, 1288.0, 122.9,
103.8, 69.0, 32.3, 30.0 (2C), 29.84 (2C), 29.76)(28.53, 26.5, 23.1, 14.5

MS (API): m/z1039.0 ([M+H], 100%)

MP 103-106°C

Elemental analysiscalcd for: GsHgsClsN3Os: C 72.92%, H 8.16%, N 4.05% Found: C
71.71%, H 8.25%, N 3.85%

UV-vis (CHCk) Ama/nm Ema/M cm™): 296 (49400), 317 (61170), 378 (17000), 396 (IR95
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Experimental part

6,12 ,18-trichloro-2,8,14-hexadecyloxy-5,11,17-tammaphthylene/g

(|:16H33

O
A
Ci6H33

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4-hexadecyloxy-phenyl)-53®henylenetriamine 6g (1.05g,
0.83mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 1166C 4hrs and POGI(15mL, large
excess) is added. The solution is stirred at refinser nitrogen for 72hrs. After evaporation
to dryness, the residue is dissolved in DCM (120mmg slowly poured onto 60mL of an ice-
cooled 15% NHOH. The biphasic mixture is filtered, separated #redorganic layer is dried
over MgSQ, filtered and concentrated under reduced presdure.residue is filtered on
silica gel (eluent DCM) to afford 6,12,18-trichlep3,14-hexadecyloxy-5,11,17-
triazatrinaphthylen@gas a pale yellow solid (361.0mg, 34% chemical yield

Rf (DCM):1

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm). 8.12 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.78 (d, J=2.4Hz),3H43 (dd,
J=9.0Hz and J=2.4Hz, 3H), 4.15 (t, J=6.6Hz, 6H351(quint, J=6.6Hz, 6H), 1.44 (m, 6H),
1.26 (m, 72H), 0.80 (t, J=6.6Hz, 9H)

13C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 159.5, 146.9, 143.0, 139.6, 131.7, 1284,95, 122.9,
103.8, 69.0, 32.3, 30.1 (7C), 30.02, 29.86, 2R®7AK5, 26.5, 23.1, 14.5

MS (EI"): m/z 1205.6 ([M]’, 100%), 1169.6 ([M-CI], 65%), 1135.6 ([M-2CI], 36.5%),
1101.7 ([M-3CIJ", 95.2%), 980.3 ([M-GHs3] *, 68.2%)

MP 83-87°C

Elemental analysisCalcd for: GsH1psClsN3Os: C 74.69%, H 9.03%, N 3.48%, Found: C
74.61%, H 9.11%, N 3.51%

UV-vis (CHCk) Ama/nm Ema/M cm™): 296 (63700), 317 (80100), 379 (21900), 396 (1§80
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6,12 ,18-trichloro-2,3,8,9,14,15-hexamethoxy-5,1dtriszatrinaphthylen&’h

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4,5-dimethoxy-phenyl)-53henylenetriamine 6h  (270.0mg,
0.40mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 11@6C4hrs and POGI(12mL, large
excess) is added. The solution is stirred at refinser nitrogen for 72hrs. After evaporation
to dryness, the residue is dissolved in DCM (200 slowly poured onto 120mL of an
ice-cooled 15% NEOH. The biphasic mixture is filtered, separated #redorganic layer is
dried over NgSO, and concentrated under reduced pressure to a@d®d,18-trichloro-
2,3,8,9,14,15-hexamethoxy-5,11,17-triazatrinaplethgl7h as a pale brown solid (78.4mg,
30% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDC}): 6 (ppm). 7.77 (s, 3H), 7.49 (s, 3H), 4.17 (s, 18H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 153.8, 151.3, 147.2, 143.7, 138.6, 12220.4, 107.7,
102.9, 56.4, 56.3

MS (Cl+): m/z664 ([M+H]", 97%), 666 (100%)

MS(MALDI) 664.06 ([M+H]", 100%), 630.10 ([M+H-CI], 73.5%), 596.14 ([M+H-2CI]
43%)

MP >360°C

HRMS: lonisation: MALDI Calcd for: GzH25ClsN3Og 664.08034 Found: 664.08222

UV-vis (CHCk) Ama/nm (Ema/M *cm™): 327 (65590), 378 (24260), 395 (23840)
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6,12 ,18-trichloro-2,3,8,9,14,15-hexadodecyloxy-5l Yitriazatrinaphthylendi

C12Has
0o (|312H25

@)
CiaHog™

N,N,N-(2-hydroxycarbonyl-4,5-didodecyloxy-phenyl)315-phenylenetriaminéi (580.0mg,
0.36mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuum at 10€6C 3hrs and POGI(10mL, large
excess) is added. The solution is stirred at reginger nitrogen for 4 days. After evaporation
to dryness, the residue is dissolved in DCM (80ihd slowly poured onto 60mL of an ice-
cooled 15% NHOH. The biphasic mixture is separated and the acgawger is dried over
MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pres3ine residue is filtered on silica gel
(eluent DCM), the desired fractions are concentrateder reduced pressure and the residue
is taken up in MeOH. The resulting precipitateiltefed and dried to afford 6,12,18-trichloro-
2,3,8,9,14,15-hexadodecyloxy-5,11,17-triazatrinhpleine7i as a white solid (285.0mg, 49%
chemical yield).

Rf (DCM):1

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 7.75 (s, 3H), 7.45 (s, 3H), 4.23 (m, 12HP7 (m,
12H), 1.56 (m, 12H), 1.29 (m, 96H), 0.89 (m, 18H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm). 153.8, 151.25, 147.2, 143.8, 138.5, 12129,5, 108.4,
104.0, 69.25 (2C), 32.1 (2C), 29.9 (2C), 29.84 (8)66, 29.62, 29.55 (2C), 29.16, 26.25,
22.85 (2C), 14.3 (2C)

MS (ES): m/z 1591.8 ([M+H], 100%)

MP 80-89°C

Elemental analysiscalcd for: GgH156CIsN3Og: C 74.75%, H 9.89%, Cl 6.69%, N 2.64%,
Found: C 74.83%, H 9.91%, Cl 6.45%, N 2.62%

UV-vis (CHCk) Ama/nm (Ema/M cm™): 330 (92920), 382 (36880), 399 (37160)
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6,12,18-trione-5,11,17-dihydrotriazatrinaphthylerje

N,N,N-(2-hydroxycarbonylnaphthyl)-1,3,5-phenylematrine 6] (870.0mg, 1.4mmol,
1.0equiv.) is dried under vacuum at 110°C for 4mwd PO (15mL, large excess) is added.
The solution is stirred at reflux under nitrogem fiodays. After evaporation to dryness, the
residue is dissolved in DCM (120mL) and slowly peaironto 80mL of an ice-cooled 15%
NH4OH. The biphasic mixture is filtered, the retairssdid is washed with DCM and acetone
and dried with B to give 6,12,18-trione-5,11,17-dihydrotriazatphthylene7j as a dark
green solid (284.0mg, 35 % chemical yield).

MS (Cl+): m/z580.3 ([M+HT, 100%)

MP >260°C
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5,11 ,17-triazatrinaphthylenga

To a suspension of 6,12,18-trichloro-5,11,17-tra@aphthylene7a (217.0mg, 0.45mmol,
1.0equiv.) in THF (25mL) is added LiAlHIin small portions (630.0mg, 16.6mmol,
36.0equiv.). After refluxing overnight, the mixture cooled to 0°C and 0.8mL.B and
EtOH are added successively. After stirring for #®rhe mixture is filtered and the solid
residue washed with CH@Until discoloration. The filtrate, containir@p along with hemi-
reduced products, is concentrated under reducessyme The residue is suspended in EtOH
(40mL); a solution of FeGIbH,O (820mg, 3.0mmol, 6.0equiv.) in.@ (20mL) is added and
the mixture is heated to reflux overnight. Afteoting to RT, NHOH 15% (1.5mL) is added
and the suspension is filtered on celite. The pigte is washed with DCM, the biphasic
filtrate is separated and further extracted with MDCAfter drying over NaSQ, and
evaporation, the residue is taken up in a mixtdf@e@v/MeOH (1/3). The formed precipitate
is filtered and dried, yieldin§a as an orange solid (42.0mg, 24% chemical yield).

Rf (DCM): 0.77

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 10.15 (s, 3H), 8.4 (d, J=8.1Hz, 3H), 8.85J=8.1Hz,
3H), 7.93 (td, J=7.65Hz and 1.5Hz, 3H), 7.71 (t¥.35Hz and J=0.9Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): § (ppm). 148.9, 134.3, 130.9, 129.4, 129.0, 12826.4, 125.1,
(2 isochronous carbons)

MS (Cl+): m/z382 ([M+H]", 100%)

MP >360°C

UV-vis (CHCh) Ama/nM Ema/Mcm™): 283 (80300), 294 (93900), 346 (11350), 363
(16600), 380 (16850)
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2,8,14-trimethyl-5,11 17-triazatrinaphthyleBb

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-trigeth11,17-triazatrinaphthylengb (1.10g,
2.0mmol, 1.0equiv.) in THF (190mL) is added LiAllh small portions (2.70g, 72.0mmol,
36.0equiv.). After refluxing overnight, the mixture cooled to 0°C and 6.5mL,B and
EtOH are added successively. After stirring for #®he mixture is filtered and the solid
residue washed with CHEuUntil discoloration. The filtrate, containir@p along with hemi-
reduced products, is concentrated under reducessyme The residue is suspended in EtOH
(250mL); a solution of FegbH,O (3.2g, 12mmol, 6.0equiv.) in-B (125mL) is added and
the mixture is heated to reflux overnight. Afteotog to RT, NHOH 15% (10mL) is added
and the suspension is filtered on celite. The prate is washed with DCM, the filtrate is
separated and further extracted with DCM. Afterimlgyover NaSO, and evaporation, the
residue is taken up in a mixture of DCM/MeOH (1/Bhe formed precipitate is filtered and
dried, yielding8b as an orange solid (240.0mg, 28% chemical yield).

Rf (DCM):0.56

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm). 9.96 (s, 3H), 8.25 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.853H), 7.71
(d, J=8.4Hz, 3H), 2.67 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): § (ppm). 147.9, 137.0, 133.6, 133.5, 129.4, 1288.0, 125.5,
22.2, (2 isochronous carbons)

MS (Cl+): m/z424 ([M+H]", 100%)

MS (TOF ES+)(MeOH/DMSO): 424.2 ([M+H] 100%)

MS (TOF ES+)(MeOH/DCM): 424.2 ([M+H] 100%)

MP >260°C

HRMS: (MeOH+DCM) lonisation: TOF ES+ Calcd for: 3¢,0N; 424.1814 Found:
424.1809
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UV-vis (CHCk) AmafNM Ema/Mcmil): 288 (86560), 298 (101100), 333 (20850), 350
(12820), 368 (18240), 385 (18480)

2.8,14-trimethoxy-5,11,17-triazatrinaphthyleBe

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-trinoetr5,11,17-triazatrinaphthylener/c
(1.16g, 2.0mmol, 1.0equiv.) in THF (120mL) is addedlH , in small portions (2.80g,
73.8mmol, 36.0equiv.). After refluxing overnighhet mixture is cooled to 0°C and 4.1mL
H,O and EtOH are added successively. After stirrorg2Dmin the mixture is filtered and the
solid residue washed with CHQCUintil discoloration. The filtrate, containirgc along with
hemi-reduced products, is concentrated under redpoessure. The residue is suspended in
EtOH (160mL); a solution of Fe€6H,O (3.30g, 12.2mmol, 6.0equiv.) in,8 (80mL) is
added and the mixture is heated to reflux overniglfter cooling to RT, NHOH 15% is
added and the suspension is filtered on celite.pFleipitate is washed with DCM, the filtrate
is separated and further extracted with DCM. Aftering over NaSQO, and evaporation, the
residue is taken up in a mixture of DCM/MeOH (1/3he formed precipitate is filtered,
washed with heptane and dried with @&t vyielding 2,8,14-trimethoxy-5,11,17-
triazatrinaphthylen8c as an orange brown solid (177.0mg, 19% chemieddl i

'H-NMR (300MHz, CDC}): 8(ppm). 9.94 (s, 3H), 8.26 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.58, (@9.0Hz
and 2.7Hz, 3H), 7.44 (d, J=2.7Hz, 3H), 4.08 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 8(ppm). 157.0, 146.4, 145.1, 131.8, 130.9, 129.5,4,2124.5,
106.0, 55.9

MS (Cl+): m/z472.3 ([M+H], 100%), 488.3 ((M+NH|", 8%)

MP >260°C
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UV-Vis (CHCL) Ama/NM EmadM emih): 293 (63700), 308 (78000), 375 (20000), 395 (2380

2.8,14-propyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyledg

CsH7™

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-propytb,11,17-triazatrinaphthylenerd
(395.0mg, 0.60mmol, 1.0equiv.) in THF (40mL) is add.iAlH,4 in small portions (840.0mg,
22.0mmol, 36.0equiv.). After refluxing overnighhet mixture is cooled to 0°C and 2.0mL
H,O and EtOH are added successively. After stirrorg20min the mixture is filtered and the
solid residue washed with CHQUntil discoloration. The filtrate, containirgd along with
hemi-reduced products, is concentrated under redpoessure. The residue is suspended in
EtOH (50mL); a solution of FegbH,O (1.50g, 5.4mmol, 9.0equiv.) inB (25mL) is added
and the mixture is heated to reflux overnight. Atteoling to RT, NHOH 15% (3.0mL) is
added and the suspension is filtered on celite.pFleipitate is washed with DCM, the filtrate
is separated and further extracted with DCM. Aftering over MgSQ@ and evaporation, the
residue is purified by column chromatography orcailgel (residue pre-adsorbed on silica,
eluent DCM) to afford 2,8,14-propyloxy-5,11,17-w@rinaphthylene8d as a pale yellow
solid (149.5mg, 45% chemical yield).

Rf (DCM): 0.1

'H-NMR (300MHz, CDC}): &(ppm). 9.54 (s, 3H), 7.99 (d, J=9.3Hz, 3H), 7.34Jd7.8Hz,
3H), 7.15 (s, 3H), 4.0 (t, J=6.3Hz, 6H), 1.87 (H)H1.08 (t, J=7.2Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 8(ppm). 157.1, 146.6, 145.3, 132.0, 131.0, 129.5,7,2124.8,
106.3, 70.3, 22.95, 11.0

MS (CI): m/z556.3 ([M+H], 100%)
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MP 179-182°C

Elemental analysis Calcd for: GgH33N3O3: C 77.81%, H 5.99%, N 7.56%, Found: C
77.74%, H 6.03%, N 7.41%

UV-vis (CHCk) Ama/nm Ema/M cm™): 292 (69500), 308 (85700), 375 (21700), 395 (2378

2.8,14-decyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyle8e

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-decylbxl1,17-triazatrinaphthylene7e
(350.0mg, 0.37mmol, 1.0equiv.) in THF (35mL) is add.iAlH,4 in small portions (505.0mg,
13.3mmol, 36.0equiv.). After refluxing overnighhet mixture is cooled to 0°C and 2.0mL
H,O and EtOH are added successively. After stirrorg20min the mixture is filtered and the
solid residue washed with CH{CUintil discoloration. The filtrate, containirge along with
hemi-reduced products, is concentrated under redpoessure. The residue is suspended in
EtOH (40mL); a solution of FegbH,O (900.0mg, 3.30mmol, 9.0equiv.) in® (20mL) is
added and the mixture is heated to reflux overnigiiter cooling to RT, NHOH 15%
(2.5mL) is added and the suspension is filteredcelite. The precipitate is washed with
DCM, the filtrate is separated and further extrdatéth DCM. After drying over MgS@and
evaporation, the residue is purified by column aomtography on silica gel (residue pre-
adsorbed on silica, eluent DCM) to afford 2,8,14ydexy-5,11,17-triazatrinaphthylerge as

a yellow foam (125.0mg, 40% chemical yield).

Rf (DCM): 0.38
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'H-NMR (300MHz, CDC}): 8(ppm). 8.87 (s, 3H), 7.61 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.08, (@#9.0Hz
and 2.4Hz, 3H), 6.66 (d, J=2.4Hz, 3H), 3.78 (t,.6&&, 6H), 1.75 (quint, J=6.6Hz, 6H), 1.30
(m, 42H), 0.86 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): §(ppm). 157.0, 145.7, 144.5, 131.1, 130.5, 128.8,7=2, 123.8,
105.7, 68.45, 32.4, 30.15, 30.12, 30.07, 29.8%,226.6, 23.2, 14.6

MS (CI): m/z850.9 ([M+HJ, 100%)

MP 104-106°C

Elemental analysisCalcd for: G7H7sN3Os: C 80.52%, H 8.89%, N 4.94% Found: C 80.41%,
H 8.83%, N 4.85%

UV-vis (CHClz) Ama/nm Ema/M cm™): 293 (63780), 308 (78200), 375 (19900), 395 (2989

2.8,14-dodecyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyléfie

P
CioHos

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-dodmcoyd5,11,17-triazatrinaphthylene’f
(530.0mg, 0.5mmol, 1.0equiv.) in THF (35mL) is addeAlH 4 in small portions (725.0mg,
19.1mmol, 36equiv.). After refluxing overnight, thexture is cooled to 0°C and 1.0mL®
and EtOH are added successively. After stirring2f@min the mixture is filtered and the solid
residue washed with CHEUntil discoloration. The filtrate, containir®f along with hemi-
reduced products, is concentrated under reducessyme The residue is suspended in EtOH
(40mL); a solution of FeGI6H,O (1.25g, 4.64mmol, 9.0equiv.) i@ (20mL) is added and
the mixture is heated to reflux overnight. Afteoting to RT, NHOH 15% (2.2mL) is added
and the suspension is filtered on celite. The prwte is washed with DCM, the filtrate is

separated and further extracted with DCM. Afterimlgyover NaSO, and evaporation, the
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residue is purified by column chromatography oicailgel (residue pre-adsorbed on silica,
eluent DCM) to afford 2,8,14-dodecyloxy-5,11,1&natrinaphthylenéf as a yellow oily
solid (133.0mg, 28.5% chemical yield).

Rf (DCM): 0.37

'H-NMR (300MHz, CDC}): 8(ppm). 9.02 (s, 3H), 7.76 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.18, (#9.0Hz
and 2.4Hz, 3H), 6.80 (d, J=2.4Hz, 3H), 3.92 (t,.6&&, 6H), 1.89 (t, J=6.9Hz, 6H), 1.46 (m,
54H), 0.96 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 8(ppm). 156.7, 145.4, 144.2, 130.8, 130.2, 128.3,4%, 123.5,
105.4, 68.1, 32.03, 29.84 (2C), 29.79 (2C), 2920148, 29.37, 26.25, 22.8, 14.2

MS (APCI): m/z 934.9 ([M+H], 100%)

MP 84-89°C

Elemental analysisCalcd for: G3Hg7/N3O3: C 80.98%, H 9.38%, N 4.50% Found: C 80.97%,
H 9.38%, N 4.41%

UV-vis (CHCk) Ama/nm (Ema/M cm™): 293 (66000), 308 (81700), 375 (20850), 395 (2980

2.8,14-hexadecyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyl8ge

P
CieHa3

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,8,14-hexgldey-5,11,17-triazatrinaphthylen&g
(287.0mg, 0.24mmol, 1.0equiv.) in THF (20mL) is add.iAlH,4 in small portions (328.0mg,
8.6mmol, 36.0equiv.). After refluxing overnightetimixture is cooled to 0°C and 1.5mL®
and EtOH are added successively. After stirring2f@min the mixture is filtered and the solid
residue washed with CHEuUntil discoloration. The filtrate, containirgg along with hemi-

reduced products, is concentrated under reducessyme The residue is suspended in EtOH
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(20mL); a solution of Fe@l6H,O (584.0mg, 2.2mmol, 9.0equiv.) i@ (10mL) is added
and the mixture is heated to reflux overnight. Atteoling to RT, NHOH 15% (1.3mL) is
added and the suspension is filtered on celite.pFieipitate is washed with DCM, the filtrate
is separated and further extracted with DCM. Atteying over MgSQ@and evaporation, the
residue is purified by column chromatography oicailgel (residue pre-adsorbed on silica,
eluent DCM) to afford 2,8,14-hexadecyloxy-5,11,fid#atrinaphthylend&g as a white solid
(140.0mg, 53% chemical yield).

Rf (DCM): 0.43

'H-NMR (300MHz, CDC}): 8(ppm). 9.37 (s, 3H), 7.91 (d, J=9.3Hz, 3H), 7.2d, (#9.3Hz
and 2.4Hz, 3H), 7.02 (d, J=2.4Hz, 3H), 3.97 (t,.3&&, 6H), 1.83 (quint, J=6.6Hz, 6H), 1.48
(m, 6H), 1.25 (m, 72H), 0.80 (t, J=6.6Hz, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 8(ppm). 156.1, 144.8, 143.6, 130.3, 129.4, 127.8.9,2123.0,
104.7, 67.3, 30.9, 28.73 (7C), 28.68, 28.56, 2&8727, 25.2, 21.7, 13.1

MS (EI): m/z1101.7 ([M]", 100%), 876.4 ([M-GeHz3] ", 32.3%)

MP 55-65°C

UV-vis (CHCk) Ama/nMm Ema/M cm™): 294 (61400), 308 (76700), 375 (19600), 395 (2150

2.3,8,9,14,15-hexamethoxy-5,11,17-triazatrinaplethg8h

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,3,8,9,1h&%amethoxy-5,11,17-triazatrinaphthylene
7h (94.0mg, 0.14mmol, 1.0equiv.) in THF (25mL) is addLiAlH,; in small portions
(86.0mg, 2.3mmol, 16.0equiv.). After refluxing omht, the mixture is cooled to 0°C and
0.3mL HO and EtOH are added successively. After stirrorg20min the mixture is filtered
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and the solid residue washed with CElIGhtil discoloration. The filtrate, containir@h along
with hemi-reduced products, is concentrated undduged pressure. The residue is dried
under vacuum at 60°C for 2hrs, diluted in acetiad aémL), (GHs)sC™ BF; (86.0mg,
0.26mmol, 2.5equiv.) is added in one portion ane $olution is heated to reflux under
nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, the mixtuis poured in water and a 30% NaOH
solution is added until pH 5. The resulting suspanss extracted with CHG| the organic
phase is washed with water, dried over,®a, filtered and concentrated under reduced
pressure. The residue is thoroughly washed withiamepand filtered. The resulting solid is
purified by column chromatography on silica geluggit DCM/MeOH 95/5) to afford the
corresponding 5,11,17-triazatrinaphthylene derwa8h as a pale brown powder (20.0mg,
25% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDC}): &(ppm). 9.54 (s, 3H), 7.45 (s, 3H), 7.19 (s, 3H)L44(s, 9H),
4.09 (s, 9H)

13C-NMR (75MHz, CDC}): 5(ppm). 153.5, 149.8, 146.3, 145.8, 130.7, 123.8.0,2107.2,
105.4, 56.15, 56.0

MS (Cl+): m/z 562 ([M+H]', 100%)

MP >260°C

2,3,8,9,14,15-hexadodecyloxy-5,11,17-triazatrinhplene8i

To a suspension of 6,12,18-trichloro-2,3,8,9,1h&%adodecyloxy-5,11,17-
triazatrinaphthylen&i (466.0mg, 0.29mmol, 1.0equiv.) in THF (25mL) isdad LiAlH, in

small portions (178.0mg, 4.69mmol, 16equiv.). Aftefluxing overnight, the mixture is
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cooled to 0°C and 0.6mLJ® and EtOH are added successively. After stirrorg2D min the
mixture is filtered and the solid residue washethv@HCE until discoloration. The filtrate,
containing8 along with hemi-reduced products, is concentrateder reduced pressure. The
residue is suspended in EtOH (30mL); a solutionFefCk.6H,O (476.0mg, 1.76mmol,
6.0equiv.) in HO (15mL) is added and the mixture is heated touxefbvernight. After
cooling to RT, NHOH 15% (1.1mL) is added and the suspension igdtdten silica. The
precipitate is washed with DCM, the filtrate is asggied and further extracted with DCM.
After drying over MgSQ@ and evaporation, the residue is purified by colwwhromatography
on silica gel (residue pre-adsorbed on silica, ®luBCM) to afford 2,3,8,9,14,15-
hexadodecyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyle@eas a white solid (290.0mg, 67% chemical
yield).

Rf (DCM): 0.55

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm). 9.57 (s, 3H), 7.45 (s, 3H), 7.19 (s, 3HR2A(t,
J=6.0Hz, 6H), 4.13 (t, J=6.0Hz, 6H), 1.97 (m, 12HK7 (m, 12H), 1.30 (m, 96H), 0.89 (t,
J=6.0Hz, 18H)

3C-NMR (75MHz, CDC}):  (ppm). 153.6, 149.8, 146.5, 146.0, 130.8, 12328,115, 108.0,
106.6, 69.0 (2C), 32.1 (2C), 29.93 (2C), 29.88 (7X9).74, 29.70, 29.57, 29.27, 29.23, 26.3
(2C), 22.9 (2C), 14.3 (2C)

MS (MALDI): m/z1488.21 ([M+H], 100%), 1319.02 ([M-GH.g]*, 15%)

HRMS (MALDI) Calcd for: GygH15dN30s 1487.23017 Found: 1487.22587

MP 78-95°C

UV-vis (CHCk) Ama/nm (Ema/M cm™): 320 (84350), 344 (29100), 378 (32860), 400 (4)28
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6,12 18-tri-aminopropyl-2,8,14-trimethyl-5,11 1 7axatrinaphthylen®b

6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,17-triagagphthylenerb (38.0mg, 0.072mmol, 1.0
equiv.) is heated to reflux in-propylamine (5mL, large excess) under nitrogen 7f0hrs.
After cooling to RT, the mixture is evaporated tgreess. The residue is taken up in DCM;
the organic phase is washed twice with water, doeer MgSQ and concentrated under
reduced pressurd&.he residue is purified by column chromatographysdica gel (eluent
DCM/MeOH 8/2) to afford 6,12,18-tri-aminopropyl-218-trimethyl-5,11,17-
triazatrinaphthylen8b as an orange powder (17.0mg, 40% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 80/20): 0.7

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.05 (s, 3H), 7.75 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.4d, (#=8.4Hz,
3H), 3.87 (t, J=6.6Hz, 6H), 2.49 (s, 9H), 1.87J¢/.2Hz, 6H), 1.02 (t, J=7.2Hz, 9H)

MS (ES+):m/z595.4 ([M+H], 100%), 554.4 ([M-GH¢]", 65%)

MS (MALDI): m/z595.36 ([M+HT, 100%)

HRMS: lonisation: MALDI Calcd for: GgH43Ng 595.35437 Found: 595.35594

MP ~220°C

UV-vis (CHCLk) Amax/nm €madMcmi’): 296 (25000), 352 (39200), 394 (22000), 413
(12600)

309



Experimental part

6,12 ,18-tri-N-(2-methoxyethylamine)-5,11,17-triazeiphthylenelOa

6,12,18-tri-chloro-5,11,17-triazatrinaphthyleia (65.0mg, 0.134mmol, 1.0 equiv.) is heated
to reflux in 2-methoxyethylamine (2.5mL, large es€e under nitrogen for 70hrs. After
cooling to RT, the mixture is evaporated to drynddse residue is taken up in DCM; the
organic phase is washed twice with water, dried d#gSQ, and concentrated under reduced
pressure. The residue is purified by column chromatography silica gel (eluent
DCM/MeOH 95/5) to afford 6,12,18-tri-N-(2-methoxigtamine)-5,11,17-
triazatrinaphthylend@Oaas an orange foam (38.0mg, 47% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.3

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.18 (d, J=8.1Hz, 3H), 7.95 (d, J=8.1Hz, 3H}4 (t,
J=6.9Hz, 3H), 7.21 (t, J=6.9Hz, 3H), 4.05 (t, J¥&16H), 3.63 (t, J=5.1Hz, 6H), 3.37 (s,
9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 157.5, 152.7, 147.0, 130.1, 127.9, 126.8,1,2118.7,
106.7, 73.3, 59.3, 50.4

MS (ES+):m/z601.2 ([M+H], 100%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:3gH37N¢O3 601.2927 Found: 601.2932

MP <50°C

UV-vis (DMSO) Amax/nm €ma/Mcm?): 292 (43600), 352 (72100), 392 (44700), 411
(24600)
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6,12 ,18-tri-N-(2-methoxyethylamine)-2,8,14-trimé&thyl 1,1 7-triazatrinaphthylen&0b

6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,17-triadagphthylene7b (30.0mg, 0.06mmol, 1.0
equiv.) is heated to reflux in 2-methoxyethylam{eOmL, large excess) under nitrogen for
64hrs. After cooling to RT, the mixture is evaperhto dryness. The residue is taken up in
DCM; the organic phase is washed twice with watlkeied over MgSQ@ and concentrated
under reduced pressuréhe residue is purified by column chromatographysilita gel
(eluent DCM/MeOH 95/5) to afford 6,12,18-tri-N-(2ethoxyethylamine)-2,8,14-trimethyl-
5,11,17-triazatrinaphthyleriOb as an orange glue (19.0mg, 49% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 95/5): 0.3

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 8.05 (s, 3H), 7.92 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.47J€9.0Hz,
3H), 4.06 (m, 6H), 3.7 (t, J=6.0Hz, 6H), 3.43 (8)92.55 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 155.5, 150.0, 143.3, 131.0, 130.7, 126.4,12117.5,
105.6, 71.75, 57.9, 49.2, 21.0

LC/MS 97.3% of purity

MS (ES+):m/z643.3 ((M+H], 100%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:3gH43NeO3 643.3397 Found: 643.3394

MP 214-215°C

UV-vis (DMSO) amax/nm €ma/Mcm™): 296 (40400), 352 (66500), 391 (36900), 412
(21100)
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6,12 ,18-tri-N-(N’,N’-dimethyl-1,2-diaminoethyl)-8 11 7-triazatrinaphthylenéla

N

~ 1
NH N ‘ ‘
N/\/N\
H
AN
" )
0

N

-

N
6,12,18-tri-chloro-5,11,17-triazatrinaphthylen (60.0mg, 0.12mmol, 1.0equiv.) is heated to
reflux in N,N-dimethylethyldiamine (8.0mL, large aess) under nitrogen for 30hrs. After
cooling to RT, the mixture is evaporated to drynddse residue is taken up in DCM; the
organic phase is washed twice with water, dried d#gSQ, and concentrated under reduced
pressure. The residue is purified by column chromatography silica gel (eluent
DCM/MeOH 85/15) to afford 6,12,18-tri-N-(N’,N’-dinmRyl-1,2-diaminoethyl)-5,11,17-
triazatrinaphthylend@laas an orange powder (39.0mg, 49.3% chemical yield)

Rf (DCM/MeOH 8/2): 0.25

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 8.24 (d, J=8.4Hz, 3H), 8.01 (d, J=8.4Hz, 3H56 (t,
J=7.5Hz, 3H), 7.23 (t, J=7.5Hz, 3H), 4.0 (t, J=&3BH), 2.65 (t, J=6.3Hz, 6H), 2.3 (s, 18H)
3C-NMR (75MHz, CDC}): 5 (ppm) 155.9, 151.2, 145.7, 128.6, 126.5, 125.0,5,2118.3,
117.3,105.2,59.2,47.4, 44.6

LC/MS 91% of purity

MS (ES+):m/z640.39 ([M+HT, 100%), 569.33 (72%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:3gH46Ng 640.3876 Found: 640.3860

MP 168-169°C

UV-vis (DMSO) amax/nm €ma/Mcm™): 293 (19700), 354 (32000), 392 (21500), 414
(12000)
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6,12 ,18-tri-N-(N’,N’-dimethyl-1,2-diaminoethyl)-218!-trimethyl-5,11,17-
triazatrinaphthylendlb

HN

N

6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,17-triadagphthylene7b (38.0mg, 0.07mmol, 1.0
equiv.) is heated to reflux in N,N-dimethylethyldime (8.0mL, large excess) under nitrogen
for 30hrs. After cooling to RT, the mixture is ewagted to dryness. The residue is taken up
in DCM,; the organic phase is washed twice with wadeied over MgS®and concentrated
under reduced pressuréhe residue is purified by column chromatographysiita gel
(eluent DCM/MeOH 85/15) to afford 6,12,18-tri-N-(N'-dimethyl-1,2-diaminoethyl)-
2,8,14-trimethyl-5,11,17-triazatrinaphthyleh&b as a yellow powder (31.0mg, 63% chemical
yield).

Rf (DCM/MeOH 8/2): 0.3

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 8.01 (s, 3H), 7.92 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.42X=8.4Hz,
3H), 3.98 (t, J=6.0Hz, 6H), 2.66 (t, J=6.0Hz, 6RIR5 (s, 9H), 2.30 (s, 18H)

¥C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 156.95, 152.0, 145.4, 132.1, 131.7, 1273%.7,
118.95, 107.3, 60.65, 48.85, 45.9, 22.4

LC/MS 97.9% of purity

MS (ES+):m/z682.4 ([M+H], 100%), 611.3 (fragmentation [M+Hz8sN]", 52%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:4gHs,Ng 682.4346 Found: 682.4348

MP 171°C

UV-vis (DMSO) amax/nm €ma/Mcm™): 296 (32100), 354 (49100), 392 (29700), 417
(16000)
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6,12 ,18-tri-N-(N’,N’-dimethyl-1,2-diaminopropyl)-Bl,17-triazatrinaphthylen&2a

6,12,18-tri-chloro-5,11,17-triazatrinaphthyleria (62.0mg, 0.13mmol, 1.0 equiv.) is heated
to reflux in N,N-dimethylpropyldiamine (3.0mL, laggxcess) under nitrogen for 96hrs. After
cooling to RT, the mixture is evaporated to drynddse residue is taken up in DCM; the
organic phase is washed twice with water, dried d#gSQ, and concentrated under reduced
pressure. The residue is purified by column chromatography silica gel (eluent
DCM/MeOH/NH,OH 15% 80/18/2) to afford 6,12,18-tri-N-(N’,N’-dirtteyl-1,3-
diaminopropyl)-5,11,17-triazatrinaphthyleti@a as a brown powder (48.0mg, 55% chemical
yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 80/17.5/2.5): 0.8

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.22 (d, J=8.1Hz, 3H), 7.75 (d, J=8.1Hz, 3H}2 (t,
J=7.2Hz, 3H), 7.19 (t, J=7.2Hz, 3H), 3.90 (t, J#&96H), 2.36 (t, J=6.9Hz, 6H), 2.1 (s,
18H), 2.01 (t, J=6.9Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 5 (ppm) 157.1, 152.4, 146.5, 130.3, 127.0, 126.82,0,2118.5,
105.9, 57.4, 48.8, 45.3, 29.8

MS (ES+):m/z682.4 ([M+H], 100%), 597.3 (fragmentation [M+FCsH11N], 30%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:4gHs,Ng 682.4346 Found: 682.4344

UV-vis (DMSO) Amax/nm €ma/Mcm?): 291 (29700), 352 (42200), 392 (27300), 412
(16200)
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6,12,18-tri-N-(N’,N’-dimethyl-1,2-diaminopropyl)-2,8itrimethyl-5,11,17-
triazatrinaphthylend2b

6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,17-triadagphthylene7b (38.8mg, 0.07mmol, 1.0
equiv.) is heated to reflux in N,N-dimethylpropydiine (2.0mL, large excess) under
nitrogen for 96hrs. After cooling to RT, the mixtuis evaporated to dryness. The residue is
taken up in DCM; the organic phase is washed twidd water, dried over MgS{and
concentrated under reduced pressiifee residue is purified by column chromatography on
silica gel (eluent DCM/MeOH/NKOH 15% 80/18/2) to afford 6,12,18-tri-N-(N",N’-
dimethyl-1,3-diaminopropyl)-2,8,14-trimethyl-5,1¥;triazatrinaphthylend 2b as an orange
sticky powder (28.0mg, 52.5% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 80/17.5/2.5): 0.8

'H-NMR (300MHz, CDCH4): & (ppm) 8.02 (s, 3H), 7.75 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.46, @=8.4 and
1.5Hz, 3H), 3.92 (t, J=6.6Hz, 6H), 2.47 (s, 9HB&(t, J=6.9Hz, 6H), 2.09 (s, 18H), 2.01 (t,
J=7.2Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 154.9, 149.9, 142.9, 130.1, 129.5, 125.8,7,2116.8,
104.7, 55.6, 46.9, 43.6, 28.0, 20.1

LC/MS 94.6% of purity

MS (ES+):m/z724.41 ([M+HT, 100%), 639.37 (fragmentation [M+Hs81:N]*, 50%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:46HsgNg 724.4815 Found: 724.4807

UV-vis (DMSO) Amax/nm €ma/Mcm?): 296 (16300), 352 (21700), 396 (13000), 415
(7600)
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6,12 ,18-tri-N-(1,2-diaminoethyl)-5,11,17-triazataiphthylenel3a

6,12,18-tri-chloro-5,11,17-triazatrinaphthyleia (95.0mg, 0.196mmol, 1.0 equiv.) is heated
to reflux in ethyldiamine (4.0mL, large excess) enditrogen for 80hrs. After cooling to RT,
the mixture is evaporated to dryness. The residuakien up in DCM; the organic phase is
washed twice with water, dried over Mg&énd concentrated under reduced presstine.
residue is purified by column chromatography orcaigel (eluent DCM/MeOH/NEDH 15%
85/13/2) to afford6,12,18-tri-N-(1,2-diaminoethyl)-5,11,17-triazatphthylenel3a as an
orange powder (85.0mg, 78% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 8/17.5/2.5): 0.77

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.23 (d, J=9.0Hz, 3H), 7.84 (d, J=9.0Hz, 3H59 (t,
J=7.2Hz, 3H), 7.26 (t, J=7.2Hz, 3H), 3.98 (t, J*&HE6H), 3.14 (t, J=6Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 157.6, 152.5, 146.5, 130.2, 127.0, 126.6,9,2118.5,
108.3, 54.3, 43.6

MS (ES+):m/z556.3 ([M+H], 100%), 513.2 (fragmentation [M+H;8sN]", 74%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:3gH34Ng 556.2937 Found: 556.2910

MP 174°C

UV-vis (DMSO) Amax/nm €ma/Mcm™): 291 (37200), 352 (56100), 392 (34300), 412
(20200)
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6,12 ,18-tri N-(1,2-diaminoethyl)-2,8,14-trimethyt% 17-triazatrinaphthylen&3b

6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,17-triagatphthylene 7b (45.0mg, 0.085mmol, 1.0
equiv.) is heated to reflux in ethyldiamine (3.0nl&rge excess) under nitrogen for 80hrs.
After cooling to RT, the mixture is evaporated tgreess. The residue is taken up in DCM;
the organic phase is washed twice with water, doeer MgSQ and concentrated under
reduced pressurd&.he residue is purified by column chromatographysdica gel (eluent
DCM/MeOH/NH,OH 15% 85/13/2) to afford 6,12,18-tri-N-(1,2-diaroéthyl)-2,8,14-
trimethyl-5,11,17-triazatrinaphthylen&3b as an orange powder (28.0mg, 55% chemical
yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 8/17.5/2.5): 0.77

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm) 8.02 (s 3H), 7.79 (d, J=8.2Hz, 3H), 7.44)d8.2Hz,
3H), 3.99 (t, J=6.0Hz, 6H), 3.14 (t, J=6.0Hz, 6RIR3 (s, 9H)

MS (ES+):m/z597.7 (IM+H], 100%), 554.6 (fragmentation [M+H,8sN]", 80%)

MP 177°C

UV-vis (DMSO) amax/nm €ma/Mcm™): 291 (34700), 352 (53600), 392 (31800), 412
(17700)
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6,12 ,18-tri-N-(1,3-diaminopropyl)-5,11,17-triazataphthylend4a

NH,

e
NH N/‘
NN NS ‘N
N

H>N

6,12,18-tri-chloro-5,11,17-triazatrinaphthyleia (64.0mg, 0.132mmol, 1.0 equiv.) is heated
to reflux in propyldiamine (4.0mL, large excessdannitrogen for 40hrs. After cooling to
RT, the mixture is evaporated to dryness. The uesid taken up in DCM; the organic phase
is washed twice with water, dried over MgS&hd concentrated under reduced presdure.
residue is purified by column chromatography ortaigel (eluent DCM/MeOH/NEDH 15%
80/17.5/2.5) to afford 6,12,18-tri-N-(1,3-diaminopyl)-5,11,17-triazatrinaphthylent4a as
an orange powder (18.0mg, 23% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 15% 8/17.5/2.5): 0.25

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.24 (d, J=8.1Hz, 3H), 7.76 (d, J=8.1Hz, 3H}5 (t,
J=7.5Hz, 3H), 7.21 (t, J=7.5Hz, 3H), 3.96 (t, J¥&H6H), 2.81 (t, J=6.9Hz, 6H), 1.99
(quint, J=6.9Hz, 6H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 156.0, 151.4, 145.4, 129.0, 125.7, 125.0,6,2117.3,
104.7,47.1, 39.0, 34.4

MS (ES+):m/z598.3 ([M+H], 100%), 541.3 (fragmentation [M+Hz8;N]", 48%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:sgH40Ng 598.3407 Found: 598.3419

MP 104°C

UV-vis (DMSO) Amax/nm €ma/Mcm?): 293 (13200), 352 (18500), 396 (11300), 413
(7900)

318



Experimental part

6,12 ,18-tri N-(1,3-diaminopropyl)-2.8,14-trimethy)11,17-triazatrinaphthylen®b

H,>N

From 6,12,18-tri-chloro-2,8,14-trimethyl-5,11,1Taatrinaphthylen&b (38.8mg, 0.07mmaol,
1.0 equiv.) is heated to reflux in propyldiamineOgBL, large excess) under nitrogen for
40hrs. After cooling to RT, the mixture is evaperhto dryness. The residue is taken up in
DCM; the organic phase is washed twice with watlkeied over MgSQ@ and concentrated
under reduced pressuré&he residue is purified by column chromatographysdita gel
(eluent DCM/MeOH/NHOH 15% 80/17.5/2.5) to afford 6,12,18-tri-N-(1,3ainopropyl)-
2,8,14-trimethyl-5,11,17-triazatrinaphthylen®4b as an orange powder (13.3mg, 32%
chemical yield).

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 8/17.5/2.5): 0.48

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm) 8.05 (s, 3H), 7.75 (d, J=8.4Hz, 3H), 7.43)<8.4Hz,
3H), 3.97 (t, J=6.6Hz, 6H), 2.82 (t, J=6.9Hz, 6RI%9 (s, 9H), 1.99 (quint, J=6.6Hz, 6H)

MS (ES+): m/z 640.4 ([M+H], 96%), 598.3 (63%), 583.3 (fragmentation [M+HHZN]",
100%)

HRMS: lonisation: TOF ES+ Calcd for:3gH46Ng 640.3876 Found: 640.3889

MP 110°C

UV-vis (DMSO)Amax/nm €madM ‘cmi?): 296 (11700), 351 (15800), 396 (8700), 413 (6000)
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2-(1,3-dioxalan-2-yl)pyridind5

A solution of 2-carboxaldehyde-pyridine (5.00g, Ml 46.7mmol, 1.0equiv.), ethylene
glycol (5.80g, 5.3mL, 93.4mmol, 2.0equiv.) goara-toluene-sulfonic acid (2.4g) in benzene
(70mL) is heated to reflux under nitrogen for 88lwih a Dean Stark apparatus. After
cooling to RT, the solution is washed with a satdasolution of NgCO; (100mL). The
organic phase is further washed with water (2x10Qrdtied over NgSO, and concentrated
under reduced pressure to afford 2-(1,3-dioxalamy2yridine 15 (5.14g, 73% chemical
yield) as a red oll.

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 8.55 (m, 1H), 7.85 (m, 1H), 7.52 (m, IH}T (m,
1H), 5.71 (d, J=4.8Hz, 1H), 4.11 (m, 2H), 3.98 @H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm) 157.1, 148.8, 137.0, 124.3, 120.7, 103.4, 6&C)

MS (CI"): m/z152 ([M+H]", 100%), 168 ([M+ NH], 96%)

1,3,5-tris{[1-(1,3-dioxalan-2-ypyridinium]methyenzene tri(hexafluorophosphai)

| 0
PFs XX X PFg
= | =
N N |
o~ o PFe’ o~ o
L | L

A solution of 2-(1,3-dioxalan-2-yl)pyridinel5 (4.78g, 31.6mmol, 3.5equiv.) and 1,3,5-
tris(bromomethyl)benzene (3.42g, 9.6mmol, 1.0equivNMP (N-methyl-morpholine, 7mL,

large excess) is stirred at RT under nitrogen #rdays. The solution is poured in ethyl
acetate (600mL), and the mixture is vigorouslyrstir The resulting white solid is filtered

which affords 1,3,5-tris{[1-(1,3-dioxalan-2-yl)pglinium]methyl}benzene tri(bromide) with
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Experimental part

remaining traces of NMP as a brown sticky oil. Threduct (9.19q) is dissolved in water
(10mL) and NaP§ is added (11.45g, 68.0mmol, 6.0equiv.) as a 30%e@as solution
(20mL). The mixture is stirred and let at 4°C fdhis. The resulting precipitate is filtered,
washed and dried with diethyl ether to afford 1#Bi§[1-(1,3-dioxalan-2-
yhpyridinium]methyl}benzene tri(hexafluorophospbaii6 (6.86g, 71% chemical yield) as a
white solid.

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 8.99 (d, J=6.0Hz, 3H), 8.75 (t, J=7.8Hz, 3BIB15
(d, J=7.8Hz, 3H), 8.23 (t, J=6.0Hz, 3H), 7.21 ¢4),3.35 (s, 3H), 5.94 (s, 6H), 4.03 (s, 12H)
¥C-NMR (75MHz, DMSO-@): 157.4, 147.6, 147.5, 137.6, 124.7, 128.2, 126742, 65.8,
59.6

LRMS (TOF ES): m/z357.6 ([M*",PRs]%*, 100%), 190 ([M*], 50.6%), 860.1 ([M",2PR]",
11.7%)

HRMS (TOF ES) Calcd for: 570.2604 Found: 570.2628:sN306 "

MP 189-190°C

4a,10a,16a-triazaniatrinaphthylene ou Trisquinariium TrisQl7a

A suspension of 1,3,5-tris{[1-(1,3-dioxalan-2-ylyinium]methyl}benzene
tri(hexafluorophosphated6 (2.04g, 2.0mmol, 1.0equiv.) in methane sulfoniddgdi2mL) is
stirred at 200°C under nitrogen for 65hrs. Afteolany to RT, the solution is poured on ice
(10g) and the mixture is stirred at 0°C. The agsephase is extracted with nitromethane
(2x50mL), the organic layer is dried overJS&, and concentrated under reduced pressure.
The residue is taken up in a mixture acetonitrisgér 1/1 (50mL) and let at 4°C for 16hrs.
The resulting precipitate is filtered and driedhwitiethyl ether to afford Trisquinonilizinium
TrisQ 17a(1.49¢g, 90% chemical yield) as a pale grey solid.
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'H-NMR (300MHz, DMSO-@): 5 (ppm) 11.06 (s, 3H), 9.91 (s, 3H), 9.43 (d, J=G98H),
8.75 (d, J=9Hz, 3H), 8.66 (t, J=9Hz, 3H), 8.411&6.9Hz, 3H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm) 142.0, 139.0, 137.5, 137.4, 132.9, 127.5.82
122.3,121.8

MS (ES): m/z382.1 (IM**-2H]", 100%), 528.0 ([M",PF6-H] *, 12%), 674.0 ([M*,2PF6] *,
8%)

HRMS (TOF ES): Calcd for: 384.1501 Found: 384.1467@;gN3 >

Elemental Analysis Calcd for : G/H1gF18N3P; : C 39.58%, H 2.21%, N 5.13%, Found : C
39.55%, H 2.55%, N 5.15%

MP >200°C

UV-vis (H20) Ama/nM Ema/M cm™): 257 (54000), 308 (38200), 350 (27600), 368 (8580
388 (35900)

4'-(4-[3-dimethylamino-1-propyllamino-methyl-phed,2’:6’,2"-terpyridine ctpy 20

In an argon purged flask containing anhydrous ,CCImL) are introduced 4'-(4-
methylphenyl)-2,2":6’,2"-terpyridine (300.0mg, 0:98nol, 1.0equiv.), N-bromosuccinimide
(165.0mg, 0.93mmol, 1.0equiv.) and azobisisobutyride (AIBN, 4.5mg, 0.028mmol,
0.03equiv.). The mixture is heated to reflux undigrogen for 6hrs then cooled to RT. The
obtained precipitate is filtered, washed and dw&tl diisopropylether to afford 4’-(4-bromo-
methyl-phenyl)-2,2":6’,2"-terpyridine (205.0mg, 556hemical yield) as a white solid.
'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.80 (m, 4H), 8.72 (d, J=8.1Hz, 2H), 7.9807(m,
4H), 7.58 (d, J=8.4Hz, 2H), 7.40 (ddd, J=7.5HzH&01.2Hz, 2H), 4.61 (s, 2H)

¥C-NMR (75MHz, DMSO-@): & (ppm) 155.7, 149.4, 148.9, 138.7, 138.3, 137.1.6,2
127.6, 124.0, 121.2, 118.7, 33.0.
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A solution of 4’-(4-bromo-methyl-phenyl)-2,2":6’,Zerpyridine (151.5mg, 0.38mmol,
1.0equiv.) and BN (53uL, 0.38mmol, 1.0equiv.) in N,N-dimethyl-amino-prdamine
(10mL, large excess) is stirred at 90°C under gérofor 4 days. After concentration to
dryness, the residue is dissolved in DCM (20mL) aashed with a 5% NaHCGGsolution
(1x20mL) and HO (2x20mL). The organic phase is dried over MgS@itered and
concentrated under reduced pressure. The residdakée®n up in a minimal amount of
MeOH/HCI (prepared with acetyl chloride in dry MeDHNd precipitated with ED. The
precipitate is dissolved in J@, the pH is adjusted to 8 by addition of NaOH 586l @he
agueous phase is extracted with toluene (5x20mhg. drganic layer is dried over MggO
filtered and concentrated under reduced pressure to afftng 20 as yellow sticky oll
(81.2mg, 51% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 8.76 (m, 4H), 8.70 (d, J=7.8Hz, 2H), 7.90 4H), 7.49
(d, J=8.1Hz, 2H), 7.37 (m, 2H), 3.9 (s, 2H), 2.T74€7.2 Hz, 2H), 2.37 (t, J=7.2Hz, 2H), 2.26
(s, 6H), 2.04 (s broad, 1H), 1.75 (q, J=7.2Hz, 2H).

3C-NMR (75MHz, CDC}): 5 (ppm) 156.4, 155.9, 150.1, 149.1, 141.6, 137.6,8,3128.6,
127.3, 123.8, 121.4, 118.8, 58.15, 53.7, 48.0,,4286

MS (C17): m/z424 ([M+H]', 100%)

[Cu-(2,2":6’,2"-terpyridine)(NO3)2] Cu-tpy 21

A solution of Cu(NQ@); (16.1mg, 0.09mmol, 1.0equiv.) in anhydrous acétib@i(2mL) is
layered onto a solution of 2,2":6’,2"-terpyridinQ.0mg, 0.09mmol, 1.0equiv.) in anhydrous
DCM (2mL) and the solution is let at 4°C. After 8y8,Cu-tpy 21 is obtained as blue needles
(15.2mg, 49% chemical yield).

MS (TOF ES") (MeOH): m/z 296.0 ([Cu(tpy)(N@]"-(NO3), fragmentation, 100%), 358.0
([Cu(tpy)(NOs)]", 58%)

HRMS (TOF ES+) (MeOH) Calcd for: 358.0127 Found: 358.0122H51N40:°°Cu’

UV-ViS: Ama/NM Ema/M ™ cmi?): 264 nm (15530), 275 (15300), 297 (17980), 3BDAD)
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[Cu(4’-(4-methylphenyl)-2,2’:6’,2"-terpyridine)(NO2] Cu-ttpy 22

\
O3N/ N03

A solution of Cu(NQ), (11.6mg, 0.06mmol, 1.0equiv.) in anhydrous acétibi(1.5mL) is
layered onto a solution of 4’-(4-methylphenyl)-2622"-terpyridine (20.0mg, 0.06mmol,
1.0equiv.) in anhydrous DCM (1.5mL) and the soluti® let at 4°C. After 4 day§u-ttpy 22
is obtained as blue needles (11.2mg, 35% chemigla)y

MS (TOF ES") (MeOH): m/z 386 (fragmentation, 100%), 448 ([Cu(tpy)(§D, 45%)
HRMS (TOF ES+) (MeOH) Calcd for: 448.0597 Found: 448.0646HG5/N4O:>°Cu’

UV-Vis: AmafNM Ema/M™ cmi™): 267 nm (18400), 279 (23940), 287 (34660), 32006D),
344 (17710)

[Cu-(4’-(4-[3-dimethylamino-1-propyllamino-methykpnyl)-2,2":6’,2"-terpyridine)
(NO3)2] Cu-ctpy 23

A solution of Cu(NQ)2 (9.4mg, 0.05mmol, 1.0equiv.) in anhydrous acetb@i{1.2mL) is
layered onto a solution of 4’-(4-[3-dimethylaminepfopyl]amino-methyl-phenyl)-2,2".6’,2"-
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terpyridine ctpy 20 (21.1mg, 0.05mmol, 1.0equiv.) in anhydrous DCM2iL) and the
solution is let at 4°C. After 2 daySu-ctpy 23 has precipitated as a green solid (10.1mg, 37%
chemical yield).

MS (TOF ES") (MeOH+H,0) m/z 521.1 (fragmentation, 100%), 386 (fragmentaticdd)%),
548.1 (Cu-ctpy-(NO3)]*, 81%)

HRMS (TOF ES+) (MeOH-H,0) Calcd for: 548.1597 Found: 548.155%18gN¢O:°*Cu’
UV-Vis: AmafNM Ema/M™ cmi?): 268 nm (16250), 280 (21480), 288 (28910), 3AT4D),
346 (9220)

[Pt(2,2":6',2"-terpyridine)CI]Cl Pt-tpy 24

To a suspension of Pt(CODYJK8.1mg, 0.13mmol, 1.0equiv.) in dry MeOH (4mLgalted
to 50°C under nitrogen, is added 2,2:6’,2"-terpghme (30mg, 0.13mmol, 1.0equiv.). The
mixture is stirred at 50°C under nitrogen and e from light for 5hrs. The obtained
suspension is filtered on membrane (Schleicher Busit, Jum), the resulting yellow solid is
washed with EtOH and KD to afford purePt-ttpy 25 (62mg, 95% chemical yield) as a bright
red powdet?

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 8.95 (d, J=5.4Hz, 2H), 8.65 (m, 5H), 8.52 (t
J=7.6Hz, 2H), 7.97 (t, J=7.6Hz, 2H)

MS (TOF ES"): m/z462.9 ([M-CI[", 100%)

HRMS (TOF ES+) (MeOH) Calcd for: 463.029 Found: 463.02¢4€: N5 °CI*%pPt"

UV-Vis: Ama/nm EmafM™ cmit): 262 nm (25690), 279 (23250), 334 (17000), 40505

! Annibale, G.; Brandolisio, M.; Pitteri, BPolyhedron1995 14, 451-453.

2 Sengiil, ATurk.J.Chen2004 28, 667-672.
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[Pt(4’-(4-methylphenyl)-2,2':6’,2"-terpyridine)CI]|C Pt-ttpy 25

To a suspension of Pt(CODYJb7.8mg, 0.15mmol, 1.0equiv.) in dry MeOH (4mLgated
to 50°C wunder nitrogen, is added 4'-(4-methylphg2yP’.6’,2"-terpyridine (50mg,
0.15mmol, 1.0equiv.). The mixture is stirred atGQfnder nitrogen and protected from light
for 3h30. The obtained suspension is filtered omimane (Schleicher & Schuellph), the
resulting yellow solid is washed with EtOH and@&to afford purePt-ttpy 25 (84.0mg, 92%
chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 8.98 (s, 2H), 8.93 (d, J=4.8Hz, 2H), 8.87 (d
J=7.8Hz, 2H), 8.54 (t , J=7.8Hz, 2H), 8.14 (d, a+&, 2H), 7.96 (t, J=6.3Hz, 2H), 7.5 (d,
J=8.4Hz, 2H), 2.45 (s, 3H)

MS (ES'): m/z554 ([M-CIJ", 100%)

HRMS (TOF ES+) (MeOH) Calcd for: 553.0759 Found: 553.0763H5N3*CI"*Pt"

UV-ViS: Ama/NM Ema/M ™ cmi?): 262 nm (25690), 279 (23250), 334 (17000), 405(H
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[Pt(4’-(4-[3-dimethylamino-1-propyllamino-methyl-phyl)-2,2":6’,2"-terpyridine)CI|Cl Pt-
ctpy 26

To a suspension of Pt(CODYIR3.6mg, 0.06mmol, 1.0equiv.) in dry MeOH (1.5mh¢ated
to 50°C under nitrogen, is added 4’-(4-[3-dimetinyliao-1-propyllamino-methyl-phenyl)-
2,2:6’,2"-terpyridine ctpy 20 (26.7mg, 0.06mmol, 1.0equiv.) in dry MeOH (1.5m@he
mixture is stirred at 50°C under nitrogen and potae from light for 16hrs. Some drops of
Et,O are added to the resulting solution and uporusiibin Pt-ctpy 26 precipitates as thin
orange needles (15.0mg, 35% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, DMSO-¢): & (ppm) 8.68 (d, J=6.3Hz, 2H), 8.56 (m, 4H), 8.28 (t
J=7.5Hz, 2H), 8.20 (d, J=7.8Hz, 2H), 7.98 (m, 2HE3 (6.3Hz, 2H), 3.8 (s, 2H), 3.51-3.31
(m broad, 8H), 2.30 (s broad, 2H), 1.59 (s bro#d), 2

MS (ES"): m/z 653 ([(M=CyHaoNsClPt)-CI, 100%), 310 ([M-2CH", 93.2%), 568
([C22H18N4CIPt]" fragmentation, 81%)

HRMS (TOF ES+) (MeOH) Calcd for: 653.1759 Found: 653.1758H3oNs>"CI**Pt+ and
Calcd for: 654.1761 Found: 654.1763/8,0Ns>°CI**%Pt*

UV-Vis: AmadNM EmadM ™ cnil): 258 nm (19860), 283 (21050), 334 (10660), 3BB®
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[Zn(4’-(4-methylphenyl)-2,2":6’,2"-terpyridine)Gl Zn-ttpy 27

To a solution of 4’-(4-methylphenyl)-2,2".6’,2"-tpyridine (20.0mg, 0.06mmol, 1.0equiv.) in
dry DCM (10mL) is added dropwise a solution of Zn(@.4mg, 0.06mmol, 1.0equiv.) in
anhydrous acetonitrile (10mL). The mixture is stitunder nitrogen for 24hrs. The resulting
white precipitate is filtered and dried with,€tto affordZn-ttpy 27 as a white solid (16.2mg,
57% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDC4): 6 (ppm) 9.22 (d, J=4.5Hz, 2H), 8.4 (s, 2H), 8.3 Jd7.8Hz,
2H), 8.1 (t, J=7.8Hz, 2H), 7.73 (m, 4H), 7.46 (d7BHz, 2H), 2.54 (s, 3H)

MS (TOF ES") (MeOH): m/z355 ([Zn(tpy}]?*, 100%), 422 ([Zn(tpy)CI} 10.6%)

UV Vis: Ama/NM Ema/M ™ cmit): 279 (26370), 286 (31010), 323 (21150), 337 (1§77

[Ru (4’-(4-methylphenyl)-2,2’:6’,2"-terpyridine)G] Ru-ttpy 28

To a solution of 4’-(4-methylphenyl)-2,2":6’,2"-tpyridine (50.0mg, 0.16mmol, 1.0equiv.) in
absolute EtOH (10mL) is added dropwise a solutibRaCk.xH,O (% Ru=41.6) (36.0mg,
0.16mmol, 1.0equiv.) in absolute EtOH (7mL). Th&uson is heated to reflux under nitrogen
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for 16hrs. The resulting brown precipitate is file¢ and dried with EO to affordRu-ttpy 28
as a light brown powder (68mg, 82.6% chemical yfeld

MS (TOF ES") (MeOH): m/z460.0 ([Ru(ttpy)CI], 100%), 494.0 ([Ru(ttpy)G]", 53%)

UV Vis: Ama/NM EmadM ™ cmit): 279 (26370), 286 (31010), 323 (21150), 337 (1§77

2-(4-iodophenylamino)-5-methylbenzoic a2l

A solution of 2-amino-5-methylbenzoic acid (5.088,1mmol, 1.0equiv.), 1,4-diiodobenzene
(15.27g, 46.3mmol, 1.4equiv.),,&O; (4.57g, 33.1mmol, 1.0equiv., dried in oven), Cul
(0.63g, 3.3mmol, 0.1equiv.) and Cu (0.21g, 3.3mn@oLequiv.) in pentanol (150mL) is
heated to reflux under nitrogen for 16hrs. Afteolarg to RT, the solution is concentrated
under reduced pressure, the residue is dissolvete@®H (800mL) and the solution is filtered
on celite. The filtrate is concentrated to a volurhe200mL, water is added (200mL) and the
solution is acidified to pH 4-5 with a 12N HCI stan. The resulting precipitate is filtered,
suspended and stirred in diethyl ether (300mL).t&en (300mL) is added; the resulting
precipitate is filtered and washed with pentane @iethyl ether. The filtrate is concentrated
under reduced pressure and the residue is pufiffedolumn chromatography on silica gel
(eluent DCM then DCM/MeOH 95/5) to afford 2-(4-igdeenylamino)-5-methylbenzoic acid
29(6.31g, 54% chemical yield) as a yellow solid.

'H-NMR (300MHz, acetoned}t & (ppm) 7.82 (s, 1H), 7.60 (d, J=9.0Hz, 2H), 7.23 AH),
7.05 (d, J=9Hz, 2H), 2.25 (s, 3H)

¥C-NMR (75MHz, acetoned): & (ppm) 169.9, 144.5, 141.6, 138.2 (3C), 135.0, 0,32.
127.3, 122.5 (2C), 114.8, 83.9, 19.5

MS (Cl+): m/z354 ([G4H12INO2+H]", 100%), 228 (29-1)+H"], 100%)

! Newkome, G.R.; Cho, T.J.; Moorefield, C.N.; Cush; Russo, P.S.; Godinez, L.A.;
Saunders , M.J.; Mohapatra,Ghem. Eur. J2002 8, 2946-2954.
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MP 226°C

Methyl 2-(4-iodophenylamino)-5-methyl benzdiie

To a solution of 2-(4-iodophenylamino)-5-methylbeitz acid 29 (4.00g, 11.3mmol,
1.0equiv.) in dry MeOH (200mL) is slowly added centrated HSO, (10.1mL, 192.1mmol,
17.0equiv.). The solution is heated to reflux ungiénogen for 16hrs. After cooling to RT, the
volume of the solution is reduced to ~50mL and atune of DCM/HO (300mL, 2/1) is
added. The organic layer is washed wifOH100mL), dried over N&O, and concentrated
under reduced pressure. The residue is filteresilma gel (eluent DCM) and concentrated to
afford methyl 2-(4-iodophenylamino)-5-methyl bent®o20 (4.05g, 97% chemical yield) as a
brown oil.

'H-NMR (300MHz, acetonegt & (ppm) 9.32 (s, 1H), 7.8 (s, 1H), 7.66 (d, J=8.7RH),
7.28 (m, 2H), 7.11 (d, J=8.7Hz, 2H), 3.895 (s, 3H28 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, acetoned): & (ppm) 168.6, 144.2, 141.8, 138.25 (3C), 135.0,.431
127.6, 122.5 (2C), 115.1, 84.0,51.3, 19.4

MS (Cl+): m/z368 ([CisH14INO2+H]", 100%), 242 ( §0-1)+H]", 100%)
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N-(2-methoxycarbonylphenyl)-N-(5-methyl-2-methoxyeaylphenyl)-para-

phenylenediamingl

COOCH,

H
ol
HN

COOCH;

To a mixture of methyl 2-(4-iodophenylamino)-5-mgttbenzoate30 (2.44g, 6.6mmol,
1.0equiv.), methyl anthranilate (1.1mL, 8.3mmol25kequiv.), cesium carbonate (4.33g,
13.3mmol, 2.0equiv.) and Pd(OAcf74.5mg, 0.3mmol, 0.05equiv.) in toluene (60mL) is
finally added tri-tert-butylphosphine (3.0mL, 1.0min0.15equiv.). The mixture is stirred at
reflux for 40hrs under nitrogen. After cooling td Rhe mixture is filtered on celite and the
filtrate is evaporated to dryness. The residuaken up in a mixture DCM/NXCI 1M (2/1,
225mL), the organic phase is separated, dried NagBO,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The residue is purified by colemmomatography on silica gel (eluent
DCM/hexane 713) to afford N-(2-methoxycarbonylphigiN-(5-methyl-2-
methoxycarbonylphenylpara-phenylenediamin81 (1.92g, 74% chemical yield) as a yellow
solid.

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 9.47 (s, 1H), 9.33 (s, 1H), 7.89 (dd, J=H&1
1.8Hz, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.41 (m, 1H), 7.24 (s)AH28-7.13 (m, 3H), 6.80-6.75 (m 1H),
3.86-3.85 (2s, 6H), 2.235 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, DMSO-d): 5 (ppm) 168.6 (2C), 148.0, 145.2, 137.2, 135.8 (2BX%.8,
131.8, 131.35, 126.7, 124.2 (2C), 123.1 (2C), 11716.0, 114.0, 112.3, 111.8, 52.4 (2C),
20.1

MS (Cl+): m/z391 ([GaH22N204+H]", 100%)
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N-(2-hydroxycarbonylphenyl)-N-(2-hydroxycarbonwrgthylphenyl)-para-

phenylenediaming?

COOH

Jene

COOH

N-(2-methoxycarbonylphenyl)-N-(5-methyl-2-methoxglwanylphenyl)para-
phenylenediamin&1 (1.40g, 3.6mmol, 1.0equiv.) is dissolved in acet@@OmL) and a 5%
agueous solution of NaOH is added (24mL, 12.0eyuihe solution is stirred at RT under
nitrogen for 16hrs. After cooling to RT, a mixtuweDCM/H,O (1/1, 430mL) is added. After
phases’ separation, the aqueous phase is aciddigtH 1 by addition of a solution of HCI
(1M). The obtained suspension is filtered to affd¥d(2-hydroxycarbonylphenyl)-N-(2-
hydroxycarbonyl-5-methylphenypara-phenylenediamin82 (1.25g, 96% chemical yield) as
a yellow solid.

'H-NMR (300MHz, DMSO-@): & (ppm) 13.0 (s broad, 2H), 9.59 (s broad, 1H), 9€4
broad, 1H), 7.89 (dd, J= 8.1Hz, 1.8Hz, 1H), 7.711¢d), 7.375 (t, J=6.9Hz, 2H), 7.223 (s,
4H), 7.13 (d, J=7.5Hz, 2H), 6.77-6.72 (m, 1H), 2(233H)

¥C-NMR (75MHz, DMSO-@): 5 (ppm) 175.25, 175.2, 153.05, 150.4, 141.9, 141462,
139.4,137.1, 136.8, 134.7, 132.1, 128.8, 127.3,8222.1, 119.3, 118.6, 117.7, 117.3, 25.1
MS (FAB): m/z363.2 ([G1H1sN204+H]", 100%)

MP>230°C
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13,14-dichloro-2-methyl-dibenzo[b,j][4,7]phenanthire 33

N-(2-hydroxycarbonylphenyl)-N-(2-hydroxycarbonylrbethylphenyl)para-
phenylenediamin82 (246.1mg, 0.68mmol, 1.0equiv.) is dried under vacuat 110°C for
4hrs and POGI(10mL) is added. The solution is stirred at reflunder nitrogen for 3.5hrs.
After evaporation to dryness, the residue is dissbin DCM (30mL) and slowly poured onto
20mL of an ice-cooled 15% NBH. The biphasic mixture is separated; the orgphmse is
dried over MgS@ filtered and concentrated under reduced pres3ire.residue is purified
by column chromatography on alumina (eluent DCM/Me@®/1) to afford 13,14-dichloro-2-
methyl-dibenzo[b,j][4,7]phenanthrolir&3 (208.4mg, 84% chemical yield) as a yellow brown
solid.

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 8.56 (d, J= 8.7Hz, 1H), 8.3 (d, J=8.7Hz, 28® (d, J=
8.7Hz, 1H), 7.94 (t, J=8.1Hz, 1H), 7.88 (s, 2HY {, J=8.4Hz, 2H), 2.72 (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 150.8, 150.0, 147.9, 146.7, 138.4, 133.8,5,3132.9,
131.1, 129.3, 129.1, 127.9, 125.1 (4C), 123.7,8,2%0.7

MS (Cl+): m/z363 ([GiH12CloN2+H]", 100%)

2-methyl-dibenzolb,jl[4,7]phenanthroling

To a suspension of 13,14-dichloro-2-methyl-dibebziif, 7]phenanthroline33 (424.5mg,
1.2mmol, 1.0equiv., dried under vacuum at 110°C2fmis) in THF (50mL) is added LiAlH
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in small portions (1.64g, 18.7mmol, 36.0equiv.)tekfrefluxing overnight, the mixture is
cooled to 0°C and 1.7mLJ® and EtOH are added successively. After stirrorg2D min the
mixture is filtered and the solid residue washethv@HCE until discoloration. The filtrate,
containing 2-methyl-dibenzo[b,j][4,7]phenanthrolidiealong with hemi-reduced products, is
concentrated under reduced pressure; the residgabsequently reoxidized. The residue,
dried under vacuum at 70°C for 2hrs, is dilutedairetic acid (55mL), (§Hs)sC" BF4
(582.3mg, 1.8mmol, 1.15equiv.) is added in oneiporand the solution is heated to reflux
under N for 10min. After cooling to RT, the mixture isyred in water (250mL) and a 30%
NaOH solution is added until pH 5. The resultingsnsion is extracted with CHCI
(250mL), the organic phase is washed with watereddrover NaSQO,, filtered and
concentrated under reduced pressure. The residtl@rsughly washed with heptane and
filtered. The resulting solid is purified by colunmohromatography on silica gel (eluent
DCM/MeOH 95/5) to afford 2-methyl-dibenzo[b,j][4pHjenanthroline34 (212.4mg, 62%
chemical yield) as a white solid.

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 9.52 (s, 1H), 9.44 (s, 1H), 8.36 (d, J=8.7H1), 8.27-
8.19 (m, 4H), 7.95-7.88 (m, 2H), 7.774-7.3 (m, 2HY, (s, 3H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 149.1, 148.3, 147.2, 136.9, 134.4, 133.3,1,3130.42,
130.4, 129.6, 129.3, 129.0, 128.1, 126.8 (2C), ,2826.6 (2C), 123.8, 123.7, 21.9

MS (Cl+): m/z295 ([GiH14aN2+H]", 100%)

MP 260°C

2-carboxaldehyde-MPQ (2-carboxaldehyde-dibenzdi.flphenanthroline35

A mixture of 2-methyl-dibenzol[b,j][4,7]phenanthmod 34 (or 2-methyl-(mongeara-
quinacridine), 194.3mg, 0.66mmol, 1.0equiv.), selen dioxyde (87.6mg, 0.79mmol,
1.2equiv.) and naphthalene (69) is heated at 216ff&r nitrogen. After 3hrs of stirring, an
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additional portion of selenium dioxide (20.0mg, &8rimol, 0.3equiv.) is added and the
stirring is maintained at 215°C under nitrogenZbrs. After cooling down to RT, the mixture
is dissolved in DCM/MeOH (2/1, 75mL). The insolulplart is removed by filtration on celite,
and the filtrate is concentrated under reducedspres The resulting residue is thoroughly
stirred in pentane, and the suspension is isoldigd filtration. 2-carboxaldehyde-
dibenzolb,j][4,7]phenanthroline (or 2-carboxaldebydPQ) 35 is obtained as an orange
powder (156.6mg, 77% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, CDC4): & (ppm) 10.35 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 9.57 (s, 1H}28(d,
J=1.5Hz, 1H), 8.45-8.35 (m, 3H), 8.3 (s, 1H), 8&22 (m, 2H), 7.96 (td, J=8.7, 2.4Hz, 1H),
7.77 (td, J=7.8, 1.2Hz, 1H).

13C-NMR (75MHz, CDC}): 191.2, 151.0, 150.4, 148.55, 148.4, 135.7, 184184.4, 133.8,
132.05, 131.0, 130.95, 130.5, 129.2, 128.2, 1223,2, 126.6, 125.8, 124.4, 123.1.

MS (CI"): m/z309 ([G1H12N,0+H]", 100%).

MP >260°C

N-tert-butoxy-carbonyl-2,2’-(ethylenedioxy)bis(d&mgine)36

H
A /\/O\/\O/\/NTO\}/
0

To a solution of 2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylam)jr{.00g, 1.97mL, 13.5mmol, 1.0equiv.) in
chloroform (25mL) at 0°C, is added a solution oteti-butyl-carbonate (2.80g, 12.82mmol,
0.95equiv.) in chloroform (25mL) dropwise (duringrd). The solution is then stirred at RT
under nitrogen for 16hrs. The solution is concaattainder reduced pressure and the residue
is purified by column chromatography on silica ¢dlent DCM/MeOH/NHOH 28% 5/4/1)
to afford N-tert-butoxy-carbonyl-2,2’-(ethylenedigkis(ethylamine) 36 (1.76g, 53%
chemical yield) as a pale yellow oil.

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 5/4/1): 0.8

'H-NMR (300MHz, CDCH4): 5 (ppm) 3.64 (d, J=3.9Hz, 4H), 3.57 (m, 4H), 3.35 8H), 2.91
(t, J=4.8Hz, 1H), 1.93 (s broad, 2H), 1.47 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 156.0, 79.3, 73.3, 70.3, 70.26, 70.20, 4407, 28.4

MS (CI"): m/z249 ([M+H]", 100%), 250 (13%)
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N-[methyl-2-dibenzo[b.jl[4,7]phenanthrolyl]-N’-[terbutoxycarbonyl]-2,2’-

(ethylenedioxy)bis(ethylamin8)

A solution of 2-carboxaldehyde-MP8b (67.6mg, 0.22mmol, 1.0equiv.) amdtert-butoxy-
carbonyl-2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylaming6 (57.4mg, 0.24mmol, 1.1lequiv.) in DCE
(10mL) is stirred at 40°C under nitrogen for 24hwfter the addition of sodium
triacetoxyborohydride (124.6mg, 0.59mmol, 2.0equithe stirring is maintained for 24hrs at
40°C under nitrogen. The mixture is cooled dowrR{ and diluted with DCM/NaHC®
saturated solution (1/1, 20mL). After phases’ sefan, the organic layer is washed with a
NaHCG; saturated solution (1x10mL), dried over,8@), filtered and concentrated under
reduced pressure. After purification by column chatography on silica gel (DCM/MeOH
8/2), N-[methyl-2-dibenzolb,j][4,7]phenanthrolyl\¥ -[tert-butoxycarbonyl]-2,2’-
(ethylenedioxy)bis(ethylamin&)7 is obtained as a brown glue (63.6mg, 54% chenyieid).

Rf (DCM/MeOH 8/2) = 0.33

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 9.53 (s, 1H), 9.5 (s, 1H), 8.37-8.3 (m, 28126 (s, 2H),
8.22-8.17 (m, 2H), 7.95-7.9 (m, 2H), 7.73 (t, J#¥z2 1H), 4.18 (s, 2H), 3.75 (t, J=4.4Hz,
2H), 3.69 (s, 4H), 3.6 (t, J=5.1Hz, 2H), 3.36 (8.2, 4.2Hz, 2H), 2.997 (t, J=5.1Hz, 2H),
1.46 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): 5 (ppm) 156.1, 148.7, 148.5, 148.1, 147.6, 134.3,9,3131.3,
130.4, 130.3, 130.0, 129.2, 129.1, 128.4 (2C), N,2826.5, 126.4, 126.3, 123.5, 123.4, 79.25,
70.3 (2C), 70.28 (2C), 53.5, 48.7, 40.4, 28.4 (3C)

MS (CI"): m/z541 ([GzH3eN4O4+H]", 100%).
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(N-methyl-2-dibenzo[b.jl[4,7]phenanthroline-2,2’'{tyy/lenedioxy)bis(ethylamine)) MPO-
PEG-NH-> 38

H

A solution of N-[methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenanthroly§F-[2,2,2-tert-butoxycarbonyl]-
2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylamin&)7 (63.6mg, 0.12mmol, 1.0equiv.) in a minimal amount
of MeOH/HCI (solution prepared with dry MeOH andetyd chloride, 4mL) is stirred at RT
under nitrogen for 3hrs. Upon addition of,@t a precipitate is formed and recovered by
filtration. After several B washings, N-methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenanthroline-2,2’-
(ethylenedioxy)bis(ethylamine) dihydrochloride (dPQ-PEG-NH.2HCI) is obtained as an
orange oily solid (34.8mg, 58% chemical yield). Kerneutralization, MPQ-PEG-Nt2HCI
(33.0mg, 0.064mmol, 1.0equiv.) is suspended inocamieile (5mL) and solubilized by
addition of a minimal amount of water. The pH iguated at 9 by progressive addition of
cesium carbonate and the solution is concentrateterureduced pressure. The obtained
residue is stirred in DCM for 2hrs and the resgltsuspension is filtered off to eliminate
inorganic salts. The filtrate is concentrated unéeuced pressure to give MPQ-PEG-\88

as orange-brown sticky oil (28.3mg, quantitativeroical yield).

'H-NMR (300MHz, CDCH): 6 (ppm) 9.17 (s, 1H), 9.15 (s, 1H), 8.12-7.93 (m),5H81-7.74
(m, 2H), 7.625 (t, J=7.8Hz, 2H), 4.2 (s, 2H), 3tBJ=4.5Hz, 2H), 3.66 (m, 6H), 3.14 (t,
J=4.5Hz, 2H), 3.01 (t, J=4.5Hz, 2H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 148.5, 148.3, 147.9, 147.3, 134.0, 133.8,5,3130.54,
130.50, 130.43, 130.35, 128.75, 128.22, 128.2 (22§.82, 126.77, 126.6, 126.1, 123.45,
70.0 (2C), 64.8 (2C), 48.2, 40.1, 37.1

MS (CI"): m/z441 ([GH2eN4O+H]*, 100%)

MS (FAB+): m/z441.27 ([GH2sN4O2+H]", 100%).
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Pt(en)C} 39

HZN\ /NHZ
cl” i

All the reactions are performed protected fromtighd water is distilled and filtered ;RtCl,
(913mg, 2.2mmol, 1.0equiv.) is dissolved in wat8niL). Kl (3.66g, 22.0mmol, 10equiv.) is
added to the solution and the mixture is stirred 3min. Ethylene diamine (147.b,
2.2mmol, 1.0equiv.) dissolved in water (4.6mL) ddad slowly to the solution and the
mixture is stirred at RT under nitrogen for 1hr.eTdbtained precipitate (Pt(eg)is filtered
on membrane dm (Schleicher & Schuell), washed with water, EtOhtl aliethyl ether and
dried under vacuum for 16hrs. Pt(en1,08g) is suspended in a mixture water/acetone
(45mL/5mL) and AgNQ@ (705mg, 4.1mmol, 1.95equiv.) is added. The satutgstirred at
RT under nitrogen for 16hrs. The obtained predigitégl) is filtered on membranquin. A
large excess of KCl is added to the clear filtréte; yellow precipitate which forms slowly is
filtered on membranepln, washed with water, EtOH, diethyl ether and daeder vacuum
for 3 days to afford Pt(en)&89 (613mg, 85.4% chemical yield) as yellow needles.
'H-NMR (300MHz, DCI 0,1M): (ppm) 2.54-2.64 (m, 4H, shift compared with fréleyéene
diamine (s, 2.56ppm, 4H))

MS (TOF ES): m/z 291 ([GHg™CIN.Pt]", 26%), 293 ([GHg 'CIN.Pt]", 19%), 307
([C2H1™CINL,OPt['= Pt(en)CI(OH)*, 100%), 309 ([GH:¢>'CIN,OPt= Pt(en)CI(OH)",
85%), 321 ([GH:1°CIN,OP{['= Pt(en)CI(CHOH)*, 65%), 323 ([GH1s°'CIN,OPt]=
Pt(en)CI(CHOH)", 49%)
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Pt-MPQ 40

A solution of silver nitrate (13.2mg, 0.08mmol, Be@uiv.) in dry DMF (0.6mL) is added to a
suspension of Pt(en)£39 (26.6mg, 0.08mmol, 1.0equiv.) in dry DMF (2.7mThe mixture

is stirred at RT under nitrogen for 16hrs, protdctem light. The resulting suspension is
fillered on membrane (Schleicher and Schuglim}l to remove silver chloride salts. A
solution of MPQ-PEG-NH; 38 (28.7mg, 0.065mmol, 0.8equiv.) in dry DMF/xyleny2,
2.3mL) is added to the clear filtrate containing tictivated complex Pt(en)CI(DME)The
mixture is stirred at 40°C under nitrogen, protdcteom light, for 16hrs. The solution is
concentrated under reduced pressure and the reisidaken up in filtered 0 (5mL). The
resulting suspension is filtered off on membraneaimove unreacted platinum complexes.
After lyophilisation of the filtrate, the residues idissolved in MeOH and Pt-MPQ is
precipitated by addition of ED. The thin suspension is filtered on membraneive §t-
MPQ 40 as a yellow sticky solid (25.0mg, 48% chemicald)e

'H-NMR (300MHz, MeOD):8 (ppm) 9.95 (s broad, 2H), 8.27 (m, 5H), 7.97 (8Hz, 2H),
7.79 (t, J=7.8Hz, 2H), 3.89-3.59 (m, 10H), 2.92 AH), 2.65-2.53 (m, 6H)

19pt-NMR (MeOD): & (ppm) -2655

MS (ES): (MeOH/DCM)m/z 731 ([GoH3sCINgO.Pt+H]", 100%), 695 ([GoHasNsOPt]",
63%)

HRMS: (MeOH/DCM) lonisation: MALDI Calcd for: €sH3sCINgO.Pt 730.2236 Found:
730.2213.
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N-trifluoroacetamide-2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethyliame)41

F
H F
HZN/\/O\/\O/\/N\’H<F

o]
To a solution of 2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylam)r{g.00g, 1.97mL, 13.5mmol, 1.0equiv.) in
THF (20mL) at -78°C, is added a solution of ethyfltoroacetate (1.61mL, 13.5mmol,
1.0equiv.) in THF (20mL) dropwise (during 3hrs).€eTholution is then stirred at RT under
nitrogen for 16hrs. The solution is concentratedennreduced pressure and the residue is
purified by column chromatography on silica geugit DCM/MeOH/NHOH 28% 10/4/1)
to afford N-trifluoroacetamide-2,2’-(ethylenedioky3(ethylamine}1 (1.18g, 36% chemical
yield) as a pale yellow oil.
Rf (DCM/MeOH/NH,OH 28% 10/4/1): 0.8
'H-NMR (300MHz, CDC4): 5 (ppm) 4.21 (s broad, 2H), 3.43 (m, 6H), 3.34 (id),4.27 (s,
1H), 2.68 (t, J= 4.5Hz, 2H)
3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 157.5 (q, *3.+=36.75Hz), 116.0 (q,%d.r =285.75Hz),
72.65, 70.1, 69.9, 68.7, 41.15, 39.6
MS (CI"): m/z245 ([M+H]", 100%), 246 (14%)

N-[methyl-2-dibenzo[b.jl[4,7]phenanthrolyl]-N’-[tfluoroacetamide]-2,2'-

(ethylenedioxy)bis(ethylaminé?

A solution of 2-carboxaldehyde-MP@5 (116.3mg, 0.38mmol, 1.0equiv.) anbl-

trifluoroacetamide-2,2’-(ethylenedioxy)bis(ethylare)41 (110.5mg, 0.45mmol, 1.2equiv.) in
DCE (10mL) is stirred at 40°C under nitrogen forh@6 After the addition of sodium
triacetoxyborohydride (160.0mg, 0.75mmol, 2.0eguithe stirring is maintained for 72hrs at
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40°C under nitrogen. The mixture is cooled dowrR{ and diluted with DCM/NaHC®
saturated solution (1/1, 40mL). After phases’ sefan, the organic layer is washed with a
NaHCG; saturated solution (1x10mL), dried over,8@),, filtered and concentrated under
reduced pressure. After purification by column chatography on silica gel (DCM/MeOH
8/2), N-[methyl-2-dibenzol[b,j][4,7]phenanthroly¥F-[2,2,2-trifluoroacetamide]-2,2’-
(ethylenedioxy)bis(ethylaminé) is obtained as a brown glue (29.4mg, 21% chenyie#d).

Rf (DCM/MeOH 8/2) = 0.3

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 9.21 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 8.21 (d, J=8,7H4), 7.96-
8.14 (m, 5H), 7.8 (t, J=7.5Hz, 1H), 7.73 (d, J=&7#H), 7.62 (t, J=7.5Hz, 1H), 4.06 (s, 2H),
3.75 (t, J=4.5Hz, 2H), 3.64-3.69 (m, 6H), 3.56)&4.5Hz, 2H), 3.0 (m, 2H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 157.4 (q, J= 36.75Hz), 148.7, 148.6, 14847.6,
137.55, 133.9, 131.2, 130.4, 130.3, 130.0, 12929,11 128.1, 126.8, 126.6, 126.5, 126.3,
123.6, 123.3, 116.0 (q, J= 285.75Hz), 70.35, 71010, 68.8, 53.45, 48.7, 39.7, 29.8

MS (CI"): m/z537 ([M+H]", 100%), 538 (34%), 539 (8.5%)

N-{1,3-diaminopropyl}-tert-butoxycarbonB

O
o

To a solution of 1,3-diaminopropan (3.55g, 4mL,9%7mol, 1.01lequiv.) in absolute EtOH
(200mL), is added tert-butyl-phenyl carbonate (§,28.8mL, 47.5mmol, 1.0equiv.). The
solution is heated to reflux under nitrogen for 2Z0hAfter cooling to RT, the solution is
concentrated under reduced pressure. The residagds up in water (300mL), the solution
is acidified by a 1M HCI solution to a pH 3-4 angtracted with DCM (3x200mL). The
agueous phase is made strongly basic by additian1l®%6 NaOH solution and extracted with
DCM (3x250mL). The organic phase is dried over MgSitered and concentrated under
reduced pressure to afford N-{1,3-diaminopropylitteutoxycarbonyl43 (5.52g, 66.7%
chemical yield) as a pale yellow oil.

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 18% 80/18/2): 0.3

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 4.85 (s broad, 1H), 3.11 (q, J=6.3Hz, 2HR62(t,
J=6.6Hz, 2H), 1.51 (quint, J=6.6Hz, 2H), 1.34 (4),91.2 (s broad, 2H)

13C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 156.51, 79.41, 40.11, 38.8, 33.8, 28.8
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MS (ES+): m/z 175.3 ([M+H], 100%)

N-{1,3-diaminobutyl}-tert-butoxycarbon¥4

o]
HZN\/\/\N)J\OJ<

H

To a solution of 1,3-diaminobutan (2.44g, 27.2mnddequiv.) in absolute EtOH (60mL), is
added tert-butyl-phenyl carbonate (5.28g, 27.2mriidequiv.). The solution is heated to
reflux under nitrogen for 20hrs. After cooling tolr Rthe solution is concentrated under
reduced pressure. The residue is taken up in W20&mL), the solution is acidified by a 1M
HCI solution to a pH 3-4 and extracted with DCM Z22¥mL). The aqueous phase is made
strongly basic by addition of a 15% NaOH solutiowl xtracted with DCM (2x250mL). The
organic phase is dried over Mgg@ltered and concentrated under reduced pregsuaéord
N-{1,3-diaminobutyl}-tert-butoxycarbony#l4 (2.36g, 46% chemical yield) as a pale orange
oil.

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 5.32 (s, 1H), 3.1 (d, J=5.7Hz, 2H), 2.7 @hl), 2.14
(m, 2H), 1.48 (s, 9H), 1.28 (s, 2H)

13C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 157.0, 77.8, 40.9, 39.6, 29.9, 27.9, 26.7

MS (ES+): m/z 189.3 ([M+H], 100%), 189.3 ([M-GH-]*, 70%)

N-tert-butoxycarbonyl-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanam45

0
HZN/\/\O/\/O\/\O/\/\HJ\OK

To a solution of 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanamideO(g, 4.0mL, 18.3mmol, 1.01lequiv.) in
absolute EtOH (100mL), is added tert-butyl-phengtbonate (3.51g, 3.3mL, 18.1mmol,
1.0equiv.). The solution is heated to reflux undiérogen for 20hrs. After cooling to RT, the
solution is concentrated under reduced pressure.r&sidue is taken up in water (150mL),
the solution is acidified by a 1M HCI solution topd 3-4 and extracted with DCM

(3x150mL). The agueous phase is made strongly lgsaddition of a 15% NaOH solution

and extracted with DCM (3x200mL). The organic phasdried over MgSQ filtered and
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concentrated under reduced pressure. The residugrified by column chromatography on
silica gel (eluent DCM/MeOH/NFDH 15% 80/17.5/2.5) to afford N-tert-butoxycarbonyl
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanamidé (3.88g, 70.5% chemical yield) as a pale yellow oil

Rf (DCM/MeOH/NH,OH 15% 8/1.75/0.25): 0.42

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 5.04 (s broad, NH, 1H), 3.57-3.43 (m, 12B{),3 (dt,
J=6.0Hz, 2H), 2.7 (t, J=6.6Hz, 2H), 1.7-1.64 (m)AH35 (s, 9H)

3C-NMR (75MHz, CDC}): & (ppm) 156.5, 70.98, 71.0, 70.6, 70.57, 69.85, 33898, 33.6,
30.0, 28.8 (3C)

MS (ES+): m/z 321.3 ([M+H], 100%)

N-methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenanthroline-1,3-diamopropan46

H/\/\NHZ

A solution of 2-carboxaldehyde-MP@5 (48.4mg, 0.16mmol, 1.0equiv.) and tert-butyl 3-
aminopropylcarbamaté3 (36.0mg, 0.20mmol, 1.3equiv.) in MeOH (45mL) igrsd at RT
under nitrogen for 16hrs. After the addition of smd tetrahydruroborate (17.8mg, 0.47mmol,
3.0equiv.), the stirring is maintained for 3hrs enaiitrogen. The mixture is diluted with
DCM/H,O (1/1, 100mL). After phases’ separation, the oigdayer is washed with ¥D
(2x30mL), dried over MgS§) filtered and concentrated under reduced pressifter
purification by column chromatography on silica ®@CM/MeOH 8/2), N-[methyl-2-
dibenzolb,j][4,7]phenanthrolyl]-N’-[tert-butoxycaoinyl]-1,3-diaminopropan is obtained as a
pale brown glue (58.0mg, 79.2% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 8/2) = 0.3

'H-NMR (300MHz, CDC}): & (ppm) 9.25 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 8.20 (d, J=9.0H4), 8.14-
8.0 (m, 4H), 7.98 (s, 1H), 8.82-8.72 (m, 2H), 7@0J=9.0Hz, 1H), 4.0 (s, 2H), 3.2 {(t,
J=6.0Hz, 2H), 2.82 (t, J=6.0Hz, 2H), 1.78 (t, J&#&02H), 1.44 (s, 9H)

MS (ES): m/z467.2 ((M+H], 100%)
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A solution of N-[methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenamitiyl]-N’-[tert-butoxycarbonyl]-1,3-
diaminopropan (63.6mg, 0.12mmol, 1.0equiv.) in aimal amount of MeOH/HCI (solution
prepared with dry MeOH and acetyl chloride) isrstirat RT under nitrogen for 6hrs. Upon
addition of E$O, a precipitate is formed and recovered by filbrat After several ED
washings, N-methyl-2-dibenzolb,j][4,7]phenanthrelih,3-diaminopropan dihydrochloride is
obtained as a yellow powder (45.6mg). For its radiztation, the dihydrochloride (45.6mg,
0.064mmol, 1.0equiv.) is suspended in acetoni{@@L) and solubilized by addition of a
minimal amount of water. The pH is adjusted at 9 grgpgressive addition of cesium
carbonate and the solution is concentrated unakrcesl pressure. The obtained residue is
stirred in DCM for 2hrs and the resulting suspemdm® filtered off to eliminate inorganic
salts. The filtrate is concentrated under reduceesgure to give N-methyl-2-
dibenzol[b,j][4,7]phenanthroline-1,3-diaminopropé® as a yellow solid (33.0mg, 58% over
two steps).

'H-NMR (300MHz, CDCH): 5 (ppm) 9.4 (s, 1H), 9.26 (s, 1H), 8.24-8.10 (m, 581D (s, 1H),
8.87-8.80 (m, 2H), 7.66 (t, J=9.0Hz, 1H), 4.1 (d),2.80 (t, J=6.0Hz, 2H), 1.73 (t, J=6.0Hz,
2H), 1.24 (t, J=6.0Hz, 2H)

MS (CI"): m/z367.2 ([M+H], 100%)

N-methyl-2-dibenzol[b,jl[4,7]phenanthroline-1,4-diambutan47

N/\/\/NHZ
H

A solution of 2-carboxaldehyde-MPQ®5 (38.1mg, 0.12mmol, 1.0equiv.) and tert-butyl 4-
aminobutylcarbamatd4 (30.5mg, 0.16mmol, 1.3equiv.) in MeOH (40mL) igrsd at RT
under nitrogen for 24hrs. After the addition of swd tetrahydruroborate (14.0mg, 0.37mmol,
3.0equiv.), the stirring is maintained for 5hrs enditrogen. The mixture is diluted with
DCM/H,O (1/1, 100mL). After phases’ separation, the oigdayer is washed with 0
(2x30mL), dried over MgS%) filtered and concentrated under reduced pressifter
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purification by column chromatography on silica ®@CM/MeOH 8/2), N-[methyl-2-
dibenzolb,j][4,7]phenanthrolyl]-N’-[tert-butoxycaoinyl]-1,4-diaminobutan is obtained as a
pale brown glue (44.0mg, 74% chemical yield).

Rf (DCM/MeOH 8/2) = 0.35

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 9.1 (s, 1H), 9.07 (s, 1H), 8.10 (d, J=9.0H4), 7.98-
7.93 (m, 5H), 7.75-7.65 (m, 2H), 7.54 (t, J=9.08i&), 4.0 (s, 2H), 3.15 (m, 2H), 1.67-1.56
(m, 4H), 1.44 (s, 9H), 1.22 (m, 2H)

MS (ES"): m/z481.1 ((M+H], 100%), 381.1 ([M+H-Bod] 100%)

A solution of N-[methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenamitiyl]-N’-[tert-butoxycarbonyl]-1,4-
diaminobutan (33.0mg, 0.07mmol, 1.0equiv.) in aimal amount of MeOH/HCI (solution
prepared with dry MeOH and acetyl chloride) isrstirat RT under nitrogen for 6hrs. Upon
addition of E$O, a precipitate is formed and recovered by filbrat After several ED
washings, N-methyl-2-dibenzol[b,j][4,7]phenanthrelih,4-diaminobutan dihydrochloride is
obtained as a yellow powder. For its neutralizatire dihydrochloride is suspended in
acetonitrile (3mL) and solubilized by addition ofnainimal amount of water. The pH is
adjusted at 9 by progressive addition of cesiunbaaeate and the solution is concentrated
under reduced pressure. The obtained residueriedsin DCM for 2hrs and the resulting
suspension is filtered off to eliminate inorganalts. The filtrate is concentrated under
reduced pressure to give N-methyl-2-dibenzo[b f[[dhenanthroline-1,4-diaminobutd? as
an orange-brown sticky oil (20.0mg, 76.3% chemytelld over two steps).

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 9.32 (s, 1H), 9.28 (s, 1H), 8.26-8.14 (m) 48107 (d,
J=9.0Hz, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.84-7.75 (m, 2H), 7(§3J=9.0Hz, 1H), 4.0 (s, 2H), 2.74 (m,
4H), 1.62 (m, 4H)
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N-[methyl-2-dibenzo[b.jl[4,7]phenanthrolyl]-4,7 , 1Bioxa-1,13-tridecanamind8

A solution of 2-carboxaldehyde-MP@5 (63.0mg, 0.2mmol, 1.0equiv.) and N-tert-
butoxycarbonyl-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanamins  (85.2mg, 0.27mmol, 1.3equiv.) in
MeOH (54mL) is stirred at RT under nitrogen for &lhAfter the addition of sodium
tetrahydruroborate (24.0mg, 0.61mmol, 3.0equiwg, stirring is maintained for 5hrs under
nitrogen. The mixture is diluted with DCM#B (1/1, 120mL). After phases’ separation, the
organic layer is washed with,8 (2x30mL), dried over MgSQ filtered and concentrated
under reduced pressure. After purification by calurohromatography on silica gel
(DCM/MeOH 8/2), N-[methyl-2-dibenzolb,j][4,7]phentdmolyl]-N’-[tert-butoxycarbonyl]-
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanamine is obtained asoavh glue (61.0mg, 49% chemical yield).
Rf (DCM/MeOH 8/2) = 0.35

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 9.13 (s, 2H), 8.14-8.05 (m, 3H), 7.98-7.88 @H),
7.74 (m, 2H), 7.53 (t, J=9.0Hz, 1H), 4.03 (s, 28158 (s, 6H), 3.5-3.4 (m, 6H), 3.17 (m,2H),
3.0 (m, 2H), 2.0 (quint, J=6.0Hz, 2H), 1.7 (quiht6.0Hz, 2H), 1.39 (s, 9H)

MS (ES): m/z613.28 ([M+HT, 100%), 635.23 ([M+Nd] 40%)

A solution of N-[methyl-2-dibenzol[b,j][4,7]phenamtiyl]-N’-[tert-butoxycarbonyl]-4,7,10-
trioxa-1,13-tridecanamine (33.0mg, 0.07mmol, 1.0&gin a minimal amount of MeOH/HCI
(solution prepared with dry MeOH and acetyl chlejids stirred at RT under nitrogen for
6hrs. Upon addition of ED, a precipitate is formed and recovered by filbrat After several
Et,O washings, N-[methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]phenantlgl]s 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanamine dihydrochloride is obtained as aoyelsticky solid. For its neutralization, the
dihydrochloride is suspended in acetonitrile (4rabd solubilized by addition of a minimal
amount of water. The pH is adjusted at 9 by pragvesaddition of cesium carbonate and the
solution is concentrated under reduced pressure.obltained residue is stirred in DCM for
2hrs and the resulting suspension is filtered ofeliminate inorganic salts. The filtrate is
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concentrated under reduced pressure to give N-jh2tdibenzo[b,j][4,7]phenanthrolyl]-
4,7,10-trioxa-1,13-tridecanamid8 as an orange-brown sticky oil (43.0mg, 76.3% cleami
yield over two steps).

'H-NMR (300MHz, CDCH): & (ppm) 9.29 (s, 1H), 9.25 (s, 1H), 8.24-8.12 (m) 48105 (d,
J=6Hz, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.80-7.74 (m, 2H), 7.61J€6.0Hz, 1H), 4.0 (s, 2H), 3.6 (m, 8H),
3.52-3.46 (m, 4H), 2.81 (t, J=6.0Hz, 2H), 2.73J&6.0Hz, 2H), 1.86 (quint, J=6.0Hz, 2H),
1.66 (quint, J=6.0Hz, 2H)

MS (ES): m/z513.20 ([M+HT, 100%)

Pt-MPQ-C349

A solution of silver nitrate (11.0mg, 0.06mmol, Beguiv.) in dry DMF (0.5mL) is added to a
suspension of Pt(en)£B9 (22.2mg, 0.068mmol, 1.0equiv.) in dry DMF (2mLhé mixture

is stirred at RT under nitrogen for 16hrs, protdck®m light. The resulting suspension is
filtered on membrane (Schleicher and Schuellm} to remove silver chloride salts. A
solution of N-methyl-2-dibenzolb,j][4,7]phenanthr@-1,3-diaminopropan46 (20.0mg,
0.05mmol, 0.8equiv.) in dry DMF (1mL) is added be tclear filtrate containing the activated
complex Pt(en)CI(DMF) The mixture is stirred at 40°C under nitrogemt@cted from light,
for 16hrs. The solution is concentrated under redymressure and the residue is taken up in
MeOH (5mL). The resulting suspension is filtered of membrane to remove unreacted
platinum complexes. After concentration of therdite, the residue is washed with DCM and
dried to givePt-MPQ-C3 49as a pale yellow solid (28.0mg, 48% chemical yield)

'H-NMR (300MHz, MeOD):8 (ppm) 9.81 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 8.47 (s, 1HL988.1 (m,
6H), 7.9 (t, 9.0Hz, 1H), 7.73 (t, J=9.0Hz, 1H),8 @), J=12.0Hz, 1H), 4.26 (d, 12.0Hz, 1H),
3.06 (m, 2H), 2.8 (m, 1H), 2.6-2.4 (m, 5H), 2.2 (@h), 1.97 (m, 1H)

MS (ES+):m/z657.12 ([M], 100%), 620.1 ([M-CI|, 76%)
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MS (TOF ES+):m/z620.2 ([M-HCIT, 100%)
HRMS: (MeOH) lonisation: TOF ES+ Calcd forugooNg 2Pt 620.2102 Found: 620.2119.

Pt-MPQ-C450

A solution of silver nitrate (6.4mg, 0.037mmol, Beguiv.) in dry DMF (0.4mL) is added to a
suspension of Pt(en)£B9 (12.9mg, 0.039mmol, 1.0equiv.) in dry DMF (1.5mllhe
mixture is stirred at RT under nitrogen for 16hpptected from light. The resulting
suspension is filtered on membrane (Schleicher&siuiell, im) to remove silver chloride
salts. A solution of N-methyl-2-dibenzo[b,j][4,7]@hanthroline-1,4-diaminobutard7
(12.0mg, 0.03mmol, 0.8equiv.) in dry DMF (1mL) dded to the clear filtrate containing the
activated complex Pt(en)CI(DMF)The mixture is stirred at 40°C under nitrogergtected
from light, for 16hrs. The solution is concentratattler reduced pressure and the residue is
taken up in MeOH (5mL). The resulting suspensiofiliesred off on membrane to remove
unreacted platinum complexes. After concentratibthe filtrate, the residue is washed with
DCM and dried to givét-MPQ-C4 50as an orange powder (28.0mg, 48% chemical yield).
'H-NMR (300MHz, MeOD):5 (ppm)9.97 (s, 1H), 9.94 (s, 1HB.55 (s, 1H)8.35-8.12 (m,
6H), 7.97 (t, 7.5Hz, 1H), 7.79 (t, J=7.5Hz, 1K)5 (d, J=15.0Hz, 1H), 4.23 (d, 15.0Hz, 1H),
3.05 (m, 2H)2.69-2.5 (m, 7H), 1.29 (m, 2H), 0.88 (m, 2H)

MS (ES+):m/z671.14 (IM], 33%), 634.15 ([M-HCI]|, 100%)

MS (TOF ES+):m/z671.14 (IM], 22.2%), 634.15 ([M-HCT] 100%)

HRMS (MeOH) lonisation: TOF ES+ Calcd for,@&13:Ne Pt 634.2274 Found: 634.2258
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Pt-MPQ-C1351

1" NOg’

HZN\ /NH2
Pt
PN /\/O\/\ NN s \
H (@) (0] H,oN Cl

A solution of silver nitrate (7.9mg, 0.046mmol, Be@uiv.) in dry DMF (0.3mL) is added to a
suspension of Pt(en)CB9 (15.9mg, 0.049mmol, 1.0equiv.) in dry DMF (1.5mllhe
mixture is stirred at RT under nitrogen for 16hpsptected from light. The resulting
suspension is filtered on membrane (Schleicher&siuiell, im) to remove silver chloride
salts. A solution of N-[methyl-2-dibenzo[b,j][4,fipnanthrolyl]- 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanamine48 (20.0mg, 0.04mmol, 0.8equiv.) in dry DMF (1mL) aslded to the clear
filtrate containing the activated complex Pt(enPBDHF)". The mixture is stirred at 40°C
under nitrogen, protected from light, for 16hrs.eT$olution is concentrated under reduced
pressure and the residue is taken up in MeOH (5mihg. resulting suspension is filtered off
on membrane to remove unreacted platinum compléfes. concentration of the filtrate, the
residue is washed with DCM and dried to giReMPQ-C13 51 as an orange powder
(14.0mg, 33% chemical yield).

'H-NMR (300MHz, MeOD):5 (ppm) 9.98 (m, 2H), 8.59 (s, 1H), 8.37-8.26 (m)BH99 (t,
7.2Hz, 1H), 7.81 (t, J=7.3Hz, 1H), 4.6 (m, 2H),B3.56 (m, 14H), 2.84-2.46 (m, 6H), 1.31
(m, 2H), 0.89 (m, 2H)

MS (ES+):m/z706.27 ([M-Cl-en], 100%), 766.36 ([M-HCI], 94%), 803.39 ([M], 45%)

MS (TOF ES+)m/z766.3 ([M-HCIT, 100%), 803.3 ([M], 11.3%)

HRMS: (MeOH) lonisation: TOF ES+ Calcd forafs> CINsO;'*Pt 803.2851 Found:
803.2813
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X-ray diffraction:

X-ray crystallography was provided by the ICCMOQnsay. Data were collected by using a
Kappa X8 APPEX Il Bruker diffractometer with graggtimonochromated MoKradiation ¢
=0.71073A). The temperature of the crystal was ta@ied at the selected value (100K) by
means of a 700 series Cryostream cooling devigatton an accuracy of +1K. The data were
corrected for Lorentz, polarization, and absorpteffects. The structures were solved by
direct methods using SHELXS-96G. M. Sheldrick, SHELXS-97, Program for Crystal
Structure Solution, University of Gottingen, Gogien, Germany, 1997) and refined against
F2 by full-matrix least-squares techniques usingeBXL-97 (G. M. Sheldrick, SHELXL-97,
Program for the refinement of crystal structuresmir diffraction data, University of
Gottingen, Goéttingen, Germany, 1997) with anisatrapisplacement parameters for all non-
hydrogen atoms. Hydrogen atoms were located oriferelice Fourier map and introduced
into the calculations as a riding model with isptoothermal parameters. All calculations
were performed by using the Crystal Structure atisgraphic software package WINGX
(L.J. Farrugia,). Appl. Cryst1999 32, 837-838).

Compoundd

After 2,8,14-propyloxy-5,11,17-triazatrinaphthyledeé was dissolved in chloroform, orange

needles suitable for X-ray diffraction were obtaingon slow evaporation of the solvent.

Crystal data
CzeH33N305,2(CHCE)
M= 794.43

Triclinic, P-1

a= 10.3469 (111

b= 13.0916 (14}

c= 14.2306 (16}

a= 92.913 (2B= 101.334 (2y= 104.316 (2)
V= 1821.3A°
Z=22'=0

R-factor (%) = 6.01
T =100(1) K
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H(Mo-Ka) = 0.514 mm'
27973 reflections measured

CompoundL7b

Suitable crystals for X-ray diffraction of Trisquilizinium 17b were obtained from a solution
in acetonitrile/water 1/1.

Crystal data
C27H1eN3.3(BFs),H.0

M= 662.881

Orthorombic, P2:2;

a= 15.0598 (6

b= 17.6980 (8K
c=9.9512 (4R

a= 90.00B= 90.00y= 90.00
V= 2652.28A°

Z=4272=0

R-factor (%) = 7.37

T =100(1) K

H(Mo-Ka) = 0.159 mm*
80697 reflections measured

Compound®?2

Suitable crystals for X-ray diffraction of Cu-tt@2 were obtained from the reaction mixture
(dichloromethane/acetonitrile).

Crystal data
C22H17CUNsOg
M= 510.96
Monoclinic, P3/c
a=12.996 (2R
b= 9.9631 (154
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c=17.8565 (18}

a= 90.00B= 116.763 (8)= 90.00
V= 2064.39 (5)A°

Z=427'=0

R-factor (%) = 7.33

T =100(1) K

H(Mo-Ka) = 1.112 mm*

30472 reflections measured
Scanning tunnelling microscopy (STM): protocol andequipment

STM is performed using a PicoSPM (Molecular Imad¢imgilent Technology) equipped with

a home-built liquid cell. The microscope is isothteom vibrations in a closed box with
mechanical suspensions, which also ensures isol&ton phonic pollution. The STM tips
with a typical length of 1cm are mechanically awnf a 0.25mm diameter platinum/iridium
(Pt-Ir 90/10) wire (from Goodfellow). This alloy isighly resistant to corrosion and is not
degraded in the scan conditions. The studied mi@decare suspended in the deposition’s
solvent, n-tetradecane (99+% purity, Aldrich) orepyloctane (98+% purity, Aldrich). The
solubility of TrisKs in these solvents being veryop, the saturated solutions are
systematically diluted twice prior to deposition the substrate (two drops). Samples of
highly pyrolytic graphite (HOPG) (1.0x1.0émGoodfellow) are prepared just prior the
deposition by cleavage using adhesive tape, whiotiyzes clean atomically flat surfaces.
STM images are recorded at the liquid/solid integfan the constant-current mode. The
images presented in this work are not filtered. @stances and angles values measured on
the STM images and used in the network’s descnptiare then systematically averaged on
two back and forth scans. They are moreover cadeasing the measured distances on the
underlying substrate whose cell parameter isR.46

DFT calculations

Ab-initio molecular orbital (MO) calculations haveeen performed on isolated TrisKs
molecules using the Gaussian 03W package with gegnoptimization using the b3lyp
method and the 6-31G* basis followed by calculaiof molecular orbitals (MO) and nbo

charges. MOs are visualized with the program Gaessv
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Cyclic voltammetry

Cyclic voltammetry experiments were recorded with camputer controlled EG&G
potentiostat. The electrochemical measurements wamged out in a 5mL three electrodes
cell. The working electrode was glassy carbon, witPt wire as counter-electrode and a non-
aqueous reference electrode containing 0.01M AgNO.1M tetrabutylammonium
hexafluorophosphate (TBARFin dried dichloromethane, and silver wire. Thecglolyte
was 0.1M TBAPE in dichloromethane, in which the studied molecudee dissolved at
approximately 1mM. Ferrocene is used as referefoe.oxidation voltage range was from -
2.0 to 2.0V, the scan rate was 100mV/s. Argon wasbled through the solution for 15min

prior to the experiment to purge it of dissolveggan.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

DSC experiments were carried out on a DSC Q100@rapgs in the laboratory Matiere
Molle et Chimie UMR7167 CNRS/ESPCI. Experimentahditions are identical to classical
used protocols. Two successive cycles are recorded:

- 5min at 0°C

- Heating to 230°C at a 10°C/min rate

- 5min at 230°C

- Cooling to 0°C at a 10°C/min rate

- 5min at 0°C and second cycle

Fluorescence quantum yields determination:

Fluorescence emission spectra were recorded oru@dMax-3 (Jobin Yvon) apparatus
spectrophotometer at 20°C. For each compound,efo@nce emission spectra are recorded
for two concentrations (1uM and 0.5uM in chloroferimsuring an absorbance inferior to
0.1) and for three different excitation wavelengtite wavelenght corresponding to the UV-
Vis absorption’s maximumigys =) and the two others surrounding this value fegs < -10

and)\absmax'l' 10) .

353



Experimental part

The quantum yield is then determined following éagiatior:

(1) ©, =N (1] o,
F A (N,

¢ subscript refers to the studied compound and the reference used. Standard used is

anthracene in cyclohexane at 10 and 5uM, whichf@following spectroscopic data.

)\abs (nm) € )\fluo (nm) cDr
Anthracene 358 9700 402 0,36

Other symbols have the following meanings:
- @ is quantum yield.
- F is the integrated emission area across the bsunth Of the emission intensities
across the wavelenght’s span).
- Als the absorbance at excitation wavelenght
- nis the refraction’s index of chloroform (n=1.44&Nd rp the one of cyclohexane
(np=1.426)

For each studied compound (as for standard), ttegnated emission areas F are meant with
the six measurements performed. The meant valueeltss used in equation (1).

pH-metric titration:

A 10uM solution (20mL) of compounti4a in Tritisol pH1 HCI (0.1M) is prepared from a
stock solution (2ZmM DMSO) and placed into a beaauripped with a magnetic stirrer and a
pH sensor. The spectrophotometric titration wasqoeréd by adding aliquots of aqueous
NaOH solution (from 10M to 1M, aliquots added asesanall as possible so the variation in
total volume is negligible), measuring the pH oé tholution and recording the UV-Vis
absorption and fluorescence emission spectra oftgop (3mL) of the solution (using quartz
spectrophotometric cells). After recording each ctpen, the solution is quantitatively

returned in the titration beaker. The titrations peegformed from pH1 to pH9.

! Eaton, D. F. Reference materials for fluoresceneasuremen®ure & Appl. Chem.1988
60, 1107-1114.
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FRET-melting protocol:

Labelled oligonucleotide is purchased from EurogeitBelgium); after an initial dilution at
100uM concentration in purified water, further diiluns are carried out in the relevant buffer.
FRET assay is performed as a high-throughput screar®6-well format, with F21THAM-
G3[TAGs]s-Tamrg  with  FAM:  6-carboxyfluorescein and Tamra  6-carboxy-
tetramehtylrhodamine). Fluorescence melting curwese determined with a Stratagene
Mx3000P real-time PCR machine, using a total reactiolume of 25uL, with 0.2uM of
tagged oligonucleotide in a buffer containing 10ritlium cacodylate pH 7.2 and 100mM
NaCl or KCI. After a first equilibration step at Z5 during 5 minutes, a stepwise increase of
1°C every minute for 71 cycles to reach 95°C was$opmed and measurements were made
after each “cycle” with excitation at 492nm andeidtion at 516nm. The melting of the G-
guadruplex was monitored alone or in the preserfceompounds at 1uM and various
concentrations of double-stranded competitor ds26 5- (
CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG-3’) or tetramolecular G-quaghtax competitor
[d(TGsT)]4. Final analysis of the data was carried out ukingel and Kaleida graph software.
Emission of FAM was normalized between 0 and 1, Bipdwas defined as the temperature
for which the normalized emission is 0ATy, values are mean of 2 to 4 experiments *

standard deviation.

G4-FID protocol:

Materials:

Stock solutions of ligands (500mM in DMSO) are u$edG4-FID assay, unless otherwise
stated, and are stored at -30°C. TO (99.99%) washpsed from Aldrich and used without
further purification. Oligonucleotides were purceddrom Eurogentec (Belgium). 22AG is
an oligonucleotide mimicking the human telomeriqpeat: [5-AG(TAG3)3-3']. The
thrombin binding aptamer sequence (TBA) is: [3FEE,TGTG,T.G,-3']. The 17 bp duplex

is a biological sequence used in previous studies;sequences of the two complementary
strands are the following: [5’-CCAGTTCGTAGTAACCC-37)/
[5'-GGGTTACTACGAACTGG-3']. The sequence of ds26 is ssdimplementary [5'-
CA,TCGATCGA,;T,CGATC,GAT,G-3].
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Preparation of oligonucleotides :

Quadruplexes from 22AG and TBA are prepared by ihgatthe corresponding
oligonucleotides at 90°C for 5min in a 10mM sodicatodylate buffer pH 7.3, 100 mM KCI
and cooling in ice to favor the intramolecular folgl by kinetic trapping. For 22AG in Na
buffer, the same protocol is applied in a 10mM sodicacodylate buffer pH 7.3, 100mM
NaCl. Duplex-DNAs are prepared by heating the twoesponding complementary strands
(ds17) or the self-complementary strand (ds26) @GCOfor 5min in a 10mM sodium
cacodylate buffer pH 7.3, 100 mM KCI followed bglaw cooling over 6 hrs. Concentrations
are determined by UV-Vis measurements (after thedanaaturation, 5min at 85°C) at 260

nm before use.

G4-FID protocol :

A temperature of 20°C is kept constant with theraiesl cell holders. Each experiment is
performed in a 3ml cell, in 10mM sodium cacodylatéfer pH 7.3 with 100mM KCI or
100mM NaCl depending on the experiments, in a iddime of 3mL. The G4-FID assay is
designed as follows: 0.25uM pre-folded DNA targetriixed with thiazole orange (0.50uM
for 22AG, TBA and dsl17, 0.75uM for ds26). Each ligeeddition step (from 0.5 to 10
equivalents) is followed by a 3min equilibratiorripe after which the fluorescence spectrum
is recorded. The percentage of displacement is ledéxli from the fluorescence area (FA,
510-750 nmA=501 nm), using: percentage of displacement =1QBA/FA) x 100], FA
being the fluorescence of TO bound to DNA withouted ligand. The percentage of

displacement is then plotted as a function of thecentration of added ligand.

CD protocaol:

CD spectra were recorded on a JASCO J-710 circitaroism spectropolarimeter using a 1-
mm path length quartz cuvette. Scans were perfoanhedntrolled temperature (20°C) over a
wavelength range of 210-380nm (only 240-330 is stpwrith response time of 0.5s, 1nm
pitch and 1nm bandwidth.

Blank spectra of sample containing buffer were iadbeéd from collected data. The CD

spectra represent an average of five scans armbaryecorrected at 330nm.
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Annealed 22AG was used at 3uM in sodium cacodyater (10mM, pH 7.4) with 100mM
of KCI or NaCl where appropriate. Non-annealed 224&% used at 3uM in Tris-HCI buffer
(10mM, pH 7.4, Tris = tris(hydroxymethyl)aminometkean22AG folded in presence of Li+
cation was used at 3uM in Tris-HCI buffer, with 10@niCl.

Quadruplexes were annealed where necessary bygeat90°C for 5min and cooled directly
to 4°C to favor the intramolecular folding by kimmetrapping. Non-annealed 22AG was
prepared by heating 22AG at 90°C, in a cation-eeironment, and cooled directly a 4°C.
Concentrations are evaluated by UV measuremenir (hiermal denaturation for annealed
22AG (5min at 90°C)) before use.

Gel electrophoresis experiments:

5'-end-labeling of oligonucleotides:

22AG (d[AG3(T.AG3)3]) was synthesised and purified by Eurogentec, tedain a Sephadex
G25 column and stored at —20 °C as a 1mM aquedusao The oligonucleotide was 5'-
end-labeled using polynucleotide kinase (Pharm&i@tech) and y?P]JATP (Pharmacia

Biotech). The reaction products were purified on 20&thaturing gel electrophoresis and

desalted on a Sephadex G25 column.

Platination experiments of 22AG:

5'-end radiolabeled 22AG was mixed with u®0 of non-radiolabeled material in 50mM
NaClO, or KCIO, solution, heated at 90°C for 5min and allowedetach RT (2hrs) to induce
the formation of quadruplex structure. It was timgubated with 100uM of ligand. Reactions
were run for 4 or 16hrs at 37°C (incubation up itee fequivalents ofPt-MPQ did not
significantly increase the amount of platinateddorcis).

Non-denaturing gel electrophoresis:

Non-denaturing gel electrophoresis of 22A&Gd products of interest was performed as
previously describédwith 12% polyacrylamide gels (29:1 acrylamide:asiylamide ratio)

! Ourliac-Garnier, I.; Elizondo-Riojas, M.-A.; RedorB.; Farrell, N.P.; Bombard, S.
Biochemistry2005 44, 10620-10634.
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containing Tris(hydroxymethyl)aminomethane-borateD§8M Tris-borate pH 8.3) EDTA
(0.002M) in 50 mM KCI at 4°C. Gel migration is penfned over a 18hrs period, at 140V.

Determination and quantification of the platinunmdhing sites by DMS:

After their separation by gel electrophoresis, difeerent products of the platination reaction
were eluted from gel and precipitated with ethamble platinated products were treated with
dimethylsulfate (DMS)/piperidine (probe of the fré¢) in Maxam-Gilbert sequencing
conditions: the oligonucleotides were dissolve@@uL of water and incubated with 1pL of
DMS for 1min at 37°C; after precipitation, the @rmgicleotides were incubated with 50uL of
1M piperidine aqueous solution at 90°C for 20miriteA evaporation of the piperidine, the
oligonucleotides were deplatinated by 0.2M NaCN roight and migrated on a 20%
denaturing gel electrophoresis. The gels were thedyzed by a Dynamics Molecular
Phosphorimager with the Imagequant software foa dabcessing. As the ;Mlatinated
guanines are no longer reactive with DMS, the pétd sites can be deduced from the
absence of the spots corresponding to the cleagpialeosines. The spots were quantified by
the Imagequant software allowing the determinatbrine percentage of cleavage at each
guanine position. In DMS footprinting experiment B&-MPQ (cf Partie 2, Chapitre 3,
8l11.2.3.1), the relative intensity of the spotsresponding to G22 (lane b on the gel) and
G2 (I, lane b) represents less than 5% of the intemdithe same spots for 22AG (22AG,

lane b).

Determination of the platinum binding sites by 8bpuclease digestion:

3’-exonuclease digestion was used to determinedesmine platination sites (for terpyridine
complexes) and all the guanine platination siteat thould not be detected by the
DMS/piperidine treatment (mixture of platinated gwots for hybrid quinacridine/platinum
complexes). This enzyme is usually employed to detexr the platination sites of
oligonucleotides since its digestion is stoppedpigtinum mono-adductslhe platinated

products, isolated from gel electrophoresis, waibated in 10mM Tris-HCI buffer (pH

8.0), in the presence of 2mM MgChnd 0.5mg/mL t-RNA with the 3’-exonuclease
phosphodiesterase | from crotalus adamanteus véb&8) at 0.04u/uL for 30min at 37°C.
The partial digestion of non-platinated oligonucigetwas run with 0.001u/pL. The digested

fragments were purified on a 20% denaturing gel. Migration of the fragments depends on
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the presence of platinum adducts; therefore, edctiheam has been eluted from the gel,
precipitated and deplatinated by 0.2M NaCN for $&ktr37°C. After precipitation in ethanol,
the deplatinated fragments were migrated on 20%atdeing gel. Their migrations were
compared to those of the fragments obtained byigbadigestion of the starting

oligonucleotide. From their migration, we can detere their length and consequently the

platinated base where the 3’-exonuclease stoppetigéstion.

Quadruplex- vs duplex-DNA selectivityRifM PO:

To compare the platination kinetics of duplex- anddyuplex-DNA, an oligonucleotide that
contains both structures was used, [35G4/13GG}, tbsults from association of a 35nt
oligonucleotide (35G4, d[A&TAG3)sTAT,ATC,ATLAT]) in which the sequence of 22AG
is flanked by a guanine-less 13nt tail and a l13idooucleotide with complementary
sequence (13GG, d[ATAG,ATA,TA]). Reactions were performed with radiolabeled 385G
or 13GG, by mixing the radiolabeled oligonucleotideth 100uM of both the non-
radiolabeled material and its complementary strditet mixture is heated at 90°C for 5min
and slowly cooled to RT (2hrs) to induce the forigratof both the quadruplex- and duplex-
DNA parts of [35G4/13GG] system. Platination reaas were initiated by adding 150uM of
Pt-MPQ (50mM NaClQ solution); the reaction was performed for 240mamd the
platination progress was monitored by a periodicédiection of aliquots of 2uL. The reaction
was stopped by adding an equal volume of formanudetaining 0.2M EDTA, and
immediately frozen in liquid nitrogen. The samplesrevthen loaded on denaturing gel
electrophoresis (15% and 20% acrylamide for expemisicarried out with radiolabeled 35G4
and 13GG respectively). After separation of theipédion products, the various spots were
analyzed by a Dynamics Molecular Phosphorimageh wie Imagequant software for data

processing.
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Résumé :Dans ce travail de these, nous nous sommes iséxrésla synthése et I'utilisation
d’outils chimiques pour I'étude des interactiontermoléculaires dans le domaine des nano-
structures et dans celui de la biologie.

Dans ce but, nous avons développé une famille detowles, les triazatrinaphthylénes
(TrisK), se caractérisant par un large cceur aromeatainsi que par la diversité des chaines
latérales qui peuvent y étre introduites, leur reaggouvernant le type d’application désirée.
L’introduction de chaines lipophiles confére auxsKs des propriétés d’auto-assemblage sur
des surfaces. Les monocouches auto-assembléesuebteant étudiées par microscopie a
effet tunnel (STM). Ces études constituent un prepés dans la caractérisation des TrisKs
en tant qu’éventuels composants actifs dans le ohentkes matériaux organiques.

La substitution des TrisKs par des chaines amingéeas dpporte de I'hydro-solubilité, les
rendant particulierement adaptés pour le ciblagenal’ structure particuliéere d’ADN,
’ADN G-quadruplexe. Cette structure est actuellat@udiée de maniére intensive pour son
réle central dans ce qui pourrait constituer unavetie stratégie anti-cancéreuse. Nous avons
également développé I'utilisation de complexes ld¢ine pour interagir sélectivement avec
ces structures.

Mots-clés: synthése organique, hétérocycles aromatiques, leaagde platine, symétries
auto-assemblage, microscopie a effet tunnel, ADbu@druplexe, interaction ADN/ligand.

Title: Extended aromatic heterocycles: structural nodifications for 2D self-assembly
and G-quadruplex DNA recognition

Abstract: We focused on the synthesis and use of chemicéd that enable the study of
intermolecular relationships either in biologicalnrano-devices domains.

To this end, we developed a series of triazatrifgpémne (TrisK) molecules characterized by
a substantial aromatic core as well as a wide dityeof the side-arms that can be introduced
whose nature depends on the desired application.

We found that introduction of lipophilic side-chaiimto TrisK confers 2D self-assembling
properties on surfaces. The organic monolayers gsaindd were studied by means of
scanning tunneling microscopy (STM). These studiesstitnite a first step toward the
characterization of TrisK molecules as potentialvactomponents in the field of organic
materials.

TrisK substituted by amine side-chains, which impaater-solubility to the aromatic system,
are perfectly suited for targeting a peculiar DNAIsture, the G-quadruplex. This structure is
currently the subject of intensive studies fordaémtral role in what could constitute a novel
anti-cancer strategy. We have also developed tlge afisplatinum complexes aimed at
selectively interact with these structures.

Keywords: organic synthesis, aromatic heterocycles, platimomplexes, &, symmetry,
self-assembly, scanning tunneling microscopy, Gdqualex DNA, DNA/ligand interaction.



