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INTRODUCTION GENERALE







Introduction générale

De nos jours, le développement de (nano)matériaux innovants dérivés de ressources
naturelles est en plein essor. En effet, ceux-ci permettent des applications dans des
domaines variés, notamment a l'interface entre la Chimie et les Sciences de la Vie. Dans ce
contexte, I'élaboration de systemes basés sur des structures moléculaires dont les éléments
constitutifs sont présents au sein de la biomasse répond a des enjeux permanents. Les
polyméres naturels répondent a ces criteres, en particulier ceux de la famille des
glycosaminoglycanes (chitosane, acide hyaluronique...). Ainsi, les propriétés de
biocompatibilité, biodégradabilité et biorésorbabilité de ces polymeres peuvent étre
préservées au sein des systémes envisagés, et qui plus est, leur conférer leur propriété
inhérente de bioactivité. Par ailleurs, le cas des systemes moléculaires organisés composés
de molécules amphiphiles, présente un intérét majeur en raison de leur propriété d’auto-
organisation supramoléculaire spontanée dans l|'eau, leur procurant ainsi la capacité

d’incorporer, par exemple, des principes actifs pour des applications biomédicales.

Ce travail doctoral s’inscrit dans un axe de recherche qui consiste a élaborer une
nouvelle génération de systémes moléculaires nano-organisés qui présenteront une
bioactivité propre et pourront étre les moteurs d’'un nouveau mode de formulations
bioactives. A long terme, I'objectif est de synthétiser des molécules amphiphiles possédant
des tétes polaires dérivées d’oligoméres de glycosaminoglycanes afin d’exploiter leur
caractére non seulement hydrosoluble mais surtout biocompatible et bioactif (activités
bactériostatique, fongistatique, élicitrice...), et une queue hydrophobe, constituée de

chaines lipidiques de dimensions contrdlées.

Dans ce contexte, ce travail porte plus précisément sur la validation d’'un modéle de
molécules amphiphiles dérivées du monosaccharide D-glucose et possédant une chaine
hydrocarbonée de différentes longueurs (6, 12 ou 16 atomes de carbone). En paralléle, la

démarche envisagée est d’examiner un deuxiéme modele se rapprochant des molécules




amphiphiles présentant des tétes polaires dérivées d’oligoméres de glycosaminoglycanes, en
accédant a des molécules amphiphiles dont la téte polaire est dérivée de la N-acétyl-p-

glucosamine, un des monosaccharides constitutif des glycosaminoglycanes.

Ce travail est divisé en trois principaux chapitres qui sont brievement décrits ci-dessous :

- Le premier chapitre est consacré a I'état de l'art sur les molécules amphiphiles
monocaténaires dérivées de saccharides, leurs voies de synthese, leur capacité d’auto-
association en systémes moléculaires organisés et les applications associées a leurs

propriétés bioactives.

- Le deuxieme chapitre traite de la synthéese et la caractérisation des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine, deux saccharides modeles choisis pour

ce travail.

- Le troisieme chapitre est dédié a I'étude des systémes moléculaires organisés, a partir des
molécules amphiphiles synthétisées dérivées de D-glucose, seules, et en mélange avec un

phospholipide modele.
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Introduction

Les molécules amphiphiles (Figure 1) peuvent étre répertoriées en plusieurs
catégories en fonction du nombre, de la nature et de la disposition des poles hydrophiles et
hydrophobes au sein de la molécule. La structure la plus simple, que I'on nommera molécule
amphiphile monocaténaire, est celle comportant une téte hydrophile et une chaine
hydrophobe. Des molécules amphiphiles possédant plusieurs chaines hydrophobes greffées
sur la méme téte hydrophile (molécules amphiphiles bicaténaires et tricaténaires) peuvent
étre rencontrés, mais également des molécules amphiphiles avec plusieurs tétes hydrophiles
reliées a une ou plusieurs chaines hydrophobes (molécules amphiphiles bolaformes ou

géminés).

Une ou plusieurs unités saccharidiques Une ou plusieurs chaines

— A _J
~— ~

Partie hydrophile Partie hydrophobe

Figure 1: Représentation schématique d’une molécule amphiphile

La littérature est riche de travaux de recherche concernant les molécules
amphiphiles. Une partie de ces travaux concerne l'étude des molécules amphiphiles
naturelles, déja présentes au sein des organismes vivants, et une autre s’intéresse aux
molécules ampbhiphiles synthétisées chimiquement ou bien produites grace aux
biotechnologies. Dans cette étude bibliographique, nous avons choisi de nous focaliser sur

les recherches menées sur les molécules amphiphiles de synthése de type monocaténaire.
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Cette étude bibliographique est divisée en trois parties. La premiére décrit les
différentes voies de syntheses qui permettent d’obtenir des molécules amphiphiles
monocaténaires, en mettant en évidence leurs intéréts et limites. La deuxiéme partie est
orientée sur les propriétés auto-associatives des molécules amphiphiles monocaténaires.
Enfin, la troisieme partie est dédiée aux applications associées aux propriétés bioactives des

molécules amphiphiles monocaténaires.
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I. Voies de synthése des molécules amphiphiles monocaténaires

I.1. Introduction

De nos jours, une tendance générale pour les industriels est d’utiliser des matieres
premieres renouvelables, facilement mises en ceuvre a moindre colt. Dans ce contexte
exigeant, les molécules amphiphiles dérivées de saccharide sont des candidates
intéressantes. En effet, il existe une large gamme de saccharides présentant de nombreux
sites d’ancrage grace a leur poly-hydroxylation, a la présence éventuelle de groupements
spécifiques (amine, acide carboxylique) et a I'existence de la fonction aldéhyde au niveau de
la position anomeére pour les sucres dits réducteurs. Qui plus est, ces molécules amphiphiles
présentent des propriétés physico-chimiques intéressantes permettant d’atteindre des
applications variées (par exemple dans le domaine du biomédical, de I'agroalimentaire, de la

cosmétique).

La partie hydrophobe peut étre attachée au saccharide par voie enzymatique ou
chimique. La voie enzymatique est une méthode efficace pour la synthese de molécules
amphiphiles’. Cependant, une enzyme est spécifique vis-3-vis de I'espéce amphiphile
synthétisée et cette voie de synthése conviendra rarement pour l'utilisation a I'échelle
industrielle. Ainsi, la synthése enzymatique est souvent délaissée au profit de la synthese

chimique.

Plusieurs voies peuvent étre utilisées pour synthétiser chimiquement des molécules
amphiphiles, elles sont décrites et discutées ci-apres: I'O-glycosilation, |'estérification,
I'acétalisation, I’éthérification, la N-acylation, et I'amination réductrice. Les défis majeurs a
relever sont de réduire le nombre d’étapes de synthese, d’obtenir un rendement élevé, de
minimiser les étapes de purification, et surtout d’obtenir des produits finaux purs, non

toxiques, et biorésorbables voire biodégradables.
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[.2. Synthése par O-glycosylation

Les alkylglucosides sont obtenus par la réaction de O-glycosylation qui permet de
coupler de fagon sélective un glucose polyfonctionnel avec un composé nucléophile de type
alcool. Cette réaction est largement publiée dans la littérature?”. A I'échelle industrielle, les
alkylglucosides sont synthétisés par la réaction de Fischer®’ (Figure 2) par laquelle un

mélange d’alkylglucosides est obtenu?®.

OH OH
o HCI, ROH
HO A reflux 0
HO + H,0
HO OH HO OR
OH oH

R: chaine alkyle

Figure 2: Synthése d'un alkylglucoside par la réaction de Fischer’

La configuration au niveau de la position anomére peut étre o ou Blo (Figure 3). Les
propriétés physico-chimiques de ces deux composés différent. Par exemple, Savelli et coll.**
a montré que |'octyl-B-p-glucoside est soluble dans I’eau alors que son homologue I’octyl-a-

D-glucoside est peu soluble.

OH OH

HO HO
O—(CHyp);—CH
HO (CHz)7 3 Ho
OH OH

O_(CH2)7_CH3

Figure 3: (a) octyl-B-D-glucoside et (b) octyl-a-D-glucoside

-10-
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En s’inspirant de la réaction de Fischer, Castro et coll.”> ont synthétisé des
alkylglucosides en faisant varier la longueur de la chaine hydrophobe (Figure 4). L’ajout d’'une
étape de purification par chromatographie (sur les composés peracétylés) a été nécessaire

afin d’obtenir des produits sous forme d’anomere o uniquement.

M OAc
CH3(CH,),,CH,OH o .
D-Glucose APTS > HO (AcO),, Pyridine Ao
110-130°C HO . -
OH OAc
OCH3(CH2)nCH3 OCH,(CH,),CH3
n=2,6,10,12,10/12
OH
0
MeONa/MeOH HO
0°C HO
OH
OCH,(CH,),CHs

Figure 4: Schéma de synthése d'alkylglucosides par Castro et coll.*

En outre, Hill et coll.’® ont montré que l'utilisation d’un catalyseur acide, le plus
souvent l'acide paratoluenesulfonique (APTS), favorise la formation de polyméres de
glucose. Les alkylglucosides synthétisés se retrouvent alors en mélange d’alkyl mono, oligo

et polyglucosides, mis en évidence par chromatographie en phase gazeuse a haute

température (Figure 5).

19.5
18.0 = ¢
16.5 g b\ 2 Al
T 15.0 ;gs \ i
Uimv 13.5 4 E a§
12.0 1 ' g ,
105 4 ] mr P
9‘0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 3% 40

Figure 5: Chromatogramme d'une analyse CPG a haute température d’'un mélange de
polyglucosides® (a) C12/14/16 furanosides, (b) C12 monoglucosides, (c) C14 monoglucosides, (d) C16

monoglucosides, (e) diglucosides, (f) triglucosides, (g) tetraglucosides, (h) pentaglucosides, (i)
hexaglucosides, (j) heptaglucosides (Détection: FID, 420°C).

-11-
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Le degré de polymérisation (DP) moyen peut ensuite étre calculé grace au pourcentage

molaire p de chaque oligomere de DP n présent dans le mélange (Figure 6).

100 ==

p/mol%

Figure 6: Distribution typique d'oligomeéres de dodécyl mono et polyglucosides (DP o = 1.3)"

Afin de contourner l'utilisation de catalyseur acide, Gervay-Hague et coll.** ont
réalisé la synthése «one-pot» de molécules amphiphiles sous forme o ou
B, dépendamment des conditions de réaction. Par exemple, la synthése de I'octyl-a-D-
glucopyranoside et de l'octyl-B-D-glucopyranoside (Figure 7) commence par la mise en
solution du 1, 2 ,3 ,4 ,6-penta-O-triméthylsilyl-D-glucopyranose et de liodure de

triméthylsilyle (TMSI) dans le dichlorométhane (CH,Cl;) a 0°C.

OH
(0]
. HO
OTMS a. TMSI, CH,Cl,, 0°C o
b. n-octanol, catalyseur HO \/\/\/v
DIPEA,CH,ClI,

T™MSO Q c. Dowex, méthanol, 3h OH

rdt (B) = 60%
TMSO
OH
TMSO
OTMS
o]
HO
HO

rdt ()= 81%

Figure 7: Synthése de I'octyl-a-D-glucopyranoside et de I'octyl-B-D-glucopyranoside

-12 -
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Apres agitation sous flux d’argon, l'iodo-sucre est ajouté a une solution contenant le
catalyseur (I'iodure de tétrabutylammonium : TBAI ou le carbonate d’argent: Ag,COs),
I'alcool, la diisopropyléthylamine (DIPEA), puis ce mélange est agité a température
ambiante. Ensuite, 'espéce amphiphile est déprotégée par ajout d’une résine échangeuse
d’ions Dowex® et de méthanol. Apres purification sur une colonne de gel de silice, le produit
visé est obtenu. La variation de la quantité des réactifs ainsi que des conditions

réactionnelles permettent d’obtenir la molécule amphiphile a ou [ a fagon (Tableau 1).

Tableau 1: Obtention des molécules amphiphiles o ou 3 en fonction des conditions réactionnelles

octyl-a-D-glucopyranoside octyl-B-p-glucopyranoside
Ratio molaire TMSI/ sucre 0.7/1 1/1
Conditions 45 min a 0°C 30 mina 0°C
Ratio molaire catalyseur/ sucre TBAI : 2/1 Ag,C0O5:1.4/1
Ratio molaire n-octanol /sucre 0.7/1 0.3/1
Ratio molaire DIPEA/ sucre 2/1 3/1
Conditions 48 h a température ambiante 24 h a température ambiante
Rendement 81% 60%

Cette synthése « one-pot » a I’échelle du laboratoire est efficace et permet de réaliser le
couplage ainsi que les étapes de protection et déprotection dans un seul mélange

réactionnel.

Depuis la premiere commercialisation d’octyl et décylpolyglucosides par la société
Rohm & Hass a la fin des années 70, les alkylpolyglucosides se retrouvent dans la
formulation de nombreux produits cosmétiques, détergents, ou encore d’additifs agricoles.

Les tests de biodégradabilité (réalisés par |'organisation de développement et de
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coopération économique, nommés « tests OECD ») ont montré sans équivoque qu'’ils
subissent une rapide et compléte biodégradation dans I'environnement®®. Leur absence de
toxicité a également été prouvée. En regard de la consommation importante en
alkylpolyglycosides a travers le monde (100000 T en 2008)", ces molécules amphiphiles
sont considérées comme étant les tensioactifs a base de saccharide les plus importants. La
réaction d’O-glycosylation permet donc de synthétiser a I'échelle industrielle des molécules

amphiphiles sous forme de mélange, présentes dans de nombreuses applications.

[.3. Synthése par estérification

Les esters de sucre peuvent étre obtenus par une réaction d’estérification au cours
de laquelle les alcools réagissent avec les acides carboxyliques (ou encore avec les chlorure
d’acyle ou anhydrides d’acides par exemple) en milieu acide pour donner un ester (Figure
8a) ; ou bien par réaction d’un ester et d’un alcool par une réaction de transestérification en

milieu alcalin (Figure 8b).

R—C—OH + R—OH == R—C—OR + H,0

R—C—OR' + R'—OH — R—C—OR" + R—OH

|

(@] O (b)

Figure 8: Equation générale de la réaction d'estérification (a) et de transestérification (b)

L'utilisation de ce type de synthése ne permet pas de contrbler le nombre de

groupements hydroxyle estérifiés ni le site d'ancragels'20

. Cependant, la réaction de
transestérification peut étre orientée en fonction du catalyseur alcalin utilisé et des
conditions opératoires. Par exemple, Liu et coll.?* ont réalisé la synthése d’un sucroester a

base de saccharose et de |'ester palmitate de méthyle (rapport molaire 2 :1) en faisant varier
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la nature du catalyseur alcalin. Les trois réactifs sont chauffés a 185°C sous agitation pendant
14 minutes, puis a 170°C pendant 10 minutes sous une pression allant de 133 Pa a 400 Pa.
Ensuite, 1.1 mol d’acide citrique sont ajoutés par mole de catalyseur afin de neutraliser le
mélange. Le mélange réactionnel est mis en solution dans du butanol et 5% (v/v) de NaOH.
Le butanol est évaporé par chauffage sous vide. Le produit est analysé sur une colonne de
gel de silice avec le chloroforme comme solvant. Le produit est ainsi séparé en monoester,
diester, triester et polyester. Le rendement et la composition des sucroesters en fonction
des cing catalyseurs utilisés et des trois mélanges de catalyseurs sont présentés dans le

Tableau 2.

Tableau 2: Efficacité des catalyseurs alcalins lors de la synthése d'un sucroester®*

Catalyseur Composition du sucroester (% en masse)
Rendement

Masse en sucroester

(par rapport | (9% masse) . Triester
Type 5100 g de Monoester Diester et Polyester

sucre)
Oléate de lithium 25.50 37.92 1.45 3.80 94.50
Palmitate de lithium 25.50 0 0 0 0
Oléate de sodium 25.50 21.17 39.43 46.65 9.38
Palmitate de sodium 25.50 9.78 49.02 32.11 18.25
Palmitate de potassium | 25.50 10.03 29.07 34.30 34.97
Oleate de sodium 2550+5  |41.40 33.25 3591  |28.56
+ Oléate de lithium
Palmitate de potassium | )¢ o 5 |14 45 34.96 2955  [27.93
+ Oléate de lithium
Palmitate de potassium | )¢ o 5 |16 15 34.39 2679 |29.40
+ Oléate de lithium

Parmi les cinq catalyseurs, I'oléate de lithium est celui qui permet d’obtenir le rendement
(37.92 %) en sucroester le plus élevé. Ce rendement a encore été amélioré (41.40 %) lorsque
I'oléate de sodium est utilisé en mélange avec I'oléate de lithium. Ces résultats mettent en
évidence la nécessité d’adapter le choix du catalyseur au produit souhaité. En effet, le

catalyseur palmitate de sodium a permis d’obtenir la proportion en monoester la plus
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importante (49.02 %) mais le rendement en sucroester est faible (9.78 %). Ainsi, en fonction

du sucre et de I'ester utilisés comme produits de départ, les conditions réactionnelles sont a

optimiser afin d’obtenir la molécule amphiphile avec un rendement optimal®* (Tableau 3).

Tableau 3: Exemples d'esters de sucres produits par estérification ou transestérification®

Sucre Ester réactif Solvant Catalyseur Référence

Saccharose Stéarate d'éthyle DMSO Carbonate de potassium Farone, Serfass, 1998%
Stéarate de méthyle DMSO Lactate de potassium Matsumoto et al., 1992**
Chlorure de palmitoyle = DMF Carbonate de potassium Kea, Charles, 1986>
Palmitate de méthyle ~ NC Oléate de lithium et de sodium  Liu et al., 1999°

Maltose Octanoate de méthyle  Pyridine NC Philippe, 1996°°
Oléate de méthyle Pyridine NC Philippe, 1996°°

Fructose Octanoate de méthyle  Pyridine  Triméthylamine Philippe, 1994%
Oléate de méthyle Pyridine  Triméthylamine Philippe, 1994%

Glucose Oléate de méthyle NC Sodium métallique Kuang et al., 20007
Stéarate de méthyle NC Sodium métallique Kuang et al., 2000%

DMSO: diméthylsulfoxide; DMF: diméthylformamide; NC: non communiqué

Ce tableau met en évidence un inconvénient rencontré lors de la synthése d’esters de sucres
qui est l'utilisation de solvants et de catalyseurs toxiques. Afin de s’affranchir d’étapes
supplémentaires d’élimination de ces produits, plusieurs équipes ont mis au point une

1.2 ont réalisé la synthése d’une

synthése en milieu aqueux. Par exemple, Queneau et col
molécule amphiphile a base de saccharose et d’un chlorure d’acyle a longue chaine

hydrocarbonée (Figure 9).

OH H,O THF
ou OH
y Q oH HoO/propan-2-ol o
HO NaOH, DMAP H OH
H o - . HO 0
/o‘—< o i’
]
DH 14
H )J\H/ 0 OH

cl 14 OH

+régio-isomeres

Figure 9: Synthése d'un sucroester en milieu aqueux®
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Du tétrahydrofurane (THF) ou de l'isopropanol ont été ajoutés dans le milieu aqueux afin de
diminuer la force cohésive de I'eau, ainsi que du 4-diméthylaminopyridine (DMAP) pour
permettre au chlorure d’acyle a longue chaine carbonée de s’introduire dans le milieu
aqueux plus facilement. L'ajout de ces produits a d’ailleurs permis de limiter la
polysubstitution. Dans ces conditions, des sucroesters monosubstitués ont été obtenus avec

des rendements satisfaisants?’.

De nombreux groupes de recherche se sont intéressés a la synthése d’ester de sucres

2932 |Is ont montré que I'on

par voie enzymatique comme alternative a la voie chimique
pouvait obtenir un produit défini grace a la capacité sélective des enzymes, dans des
conditions douces. Cependant, la synthése enzymatique est colteuse, les rendements sont
variables et elle nécessite des temps de réaction longs. Ainsi, la voie de synthése chimique

reste actuellement la seule envisagée industriellement.

De nos jours, il existe deux grandes classes de sucroesters disponibles sur le marché :
les esters de saccharose et les esters de sorbitan (mieux connus sous les appellations
commerciales Tween® et Span®). La littérature fait pourtant état de la production de
sucroesters a base d’autres sucres tels le glucose®® ou le fructose?’. Les esters de saccharose
sont particulierement intéressants car trés bien tolérés par la peau, et ils présentent de
bonnes propriétés toxicologiques et environnementales'’. Les esters de sucres ont de
nombreuses applications dans le domaine de I'agroalimentaire®, de la biochimie*, des
applications pharmaceutiques35 ou encore en tant qu’agents bactéricides et insecticides®.
Toutefois, la production annuelle des esters de sucres est beaucoup moins importante que

celle des alkylpolyglucosides (environ 6000 T par an)*”*%,

I.4. Synthése par acétalisation

En milieu acide, un aldéhyde va réagir avec deux molécules d’alcool pour former un

hémiacétal puis un acétal (Figure 10).
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OR' '
R'OH, HCI | R'OH, HCI |
R_ﬁ_H R—(|3—H R—(lz—H + H,0
@) OH OR'
Hémiacétal Acétal

Figure 10: Réaction générale d'une acétalisation

En général, la formation d’un acétal est utilisée au cours d’une réaction pour
protéger une fonction aldéhyde. Cependant, Su et coll.*® ont introduit une longue chaine
carbonée sur un glycérol par la formation d’acétals de glycérol en une étape. L’hexadécanal
possédant une longue chaine carbonée a été mis en solution dans du benzene avec le
glycérol et la réaction est catalysée par I'acide paratoluénesulfonique. Un mélange de quatre

isomeéres a été obtenu (Figure 11).

OH H

0 CisHa Okr CisH 3

H H

cis-6 trans -6

0 0
HOHzo; : ’/;X<GHH3I H. i ’/;chaHm
H 0 H HOH,C 0 H
cis-5 trans -5

Figure 11: Mélange des quatre isomeres d'acétals de glycérol®

Afin de séparer les composés obtenus, une étape de purification a été nécessaire. Elle a
consisté a peracétyler les molécules amphiphiles puis a utiliser la chromatographie sur

couche mince avec un mélange d’hexane et de diéthyléther (v/v: 70/30). Les fractions ont
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été désacétylés par réduction avec LiAlH4, puis de nouveau purifiées par chromatographie
sur couche mince (v/v: 60/40) permettant d’obtenir une pureté supérieure a 99%. Cette
méthode présente I'avantage d’obtenir des composés purs, mais I'inconvénient d’effectuer

plusieurs étapes de purification.

En outre, Fanton et coll.*’ ont utilisé I’acétalisation pour introduire une longue chaine

carbonée sur un dérivé glucidique (Figure 12).

CH,OH H H
HO o /'? o o Jro °
AcO R o R o
o AcO Ho (RZ-): CH35-(CH2)n—
ne
RCHO, APTS AcO MeONa, MeOH HO (3) n=8
e ——— o ——— (4) n=10

AcO

o}
AcOCH, O Toluene, reflux ACOCH, O HOM.C O (¢} ) n=12
(6) n=14
AcO
AcO H (1) n=16
CH,0Ac
z CH,0Ac CH,OH
AcO 2
HO

Figure 12: Synthése par acétalisation de molécules amphiphiles a base de saccharose®

Tout d’abord, la chaine carbonée aldéhydique (équivalent molaire 3/1 par rapport au sucre)
et I'acide paratoluénesulfonique (APTS) ont été ajoutés a une solution contenant le sucre de
départ peracétylé (sauf en position 4 et 6 sur le sucre glucose) dans du toluéene, et la solution
a été portée a reflux pendant 3-4 heures dans un montage Dean-Stark®. Ensuite, la solution
a été neutralisée avec du Na,COs, filtrée et le solvant a été évaporé sous pression réduite. Le
produit brut a été purifié sur colonne a gel de silice. Les molécules amphiphiles ont ainsi été
obtenues avec des rendements allant de 60 a 80 %. Les composés ont ensuite été
désacétylés par ajout de méthanolate de sodium a température ambiante dans le méthanol
(méthode dite «de Zemplén »). Cette voie de synthése présente |'avantage d’étre
régiosélective et permet le controle stoechiométrique de I'introduction d’une longue chaine.
Toutefois, le sucre de départ nécessite d’étre protégé puis déprotégé, ce qui engendre des

étapes supplémentaires pouvant étre un frein a I’échelle industrielle.
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Contrairement aux dérivés esters, les molécules amphiphiles synthétisées par acétalisation
présentent I'avantage d’étre stables en milieu basique®. La principale application visée de
ces dérivés lipidiques du saccharose est dans le domaine de la détergence, leurs tensions de

surface ayant été mesurées similaires a celle des alkylpolyglucosides commerciaux™**.

I.5. Synthése par éthérification

Il existe plusieurs voies de synthese permettant d’accéder a des mono ou polyéthers
parmi lesquelles la synthése de Williamson®® (obtention d’éther-oxydes par substitution

nucléophile d'un dérivé halogéné par un ion alcoolate) est I'une des plus utilisée (Figure 13).

R-OO +R-X ——» R-O-R" + X

Figure 13: Principe général de la synthése de Williamson avec X = halogene™

Cependant, celle-ci conduit a la formation de sels indésirables en quantités
stoechiométriques. Une voie alternative pour la préparation d’éthers substitués a longue
chaine est basée sur la télomérisation du butadiene avec les alcools, sous catalyse

42,43

palladium**®. Cette réaction a beaucoup été étudiée avec différents nucléophiles** de type

alcool, phénol, acide carboxylique, amine et plus récemment avec des sucres.

En 1988, Zakharkin et coll.* ont réalisé la synthése d’un éther d’octadiényle de
galactose (Figure 14) en trois étapes. La premiére étape consiste a protéger quatre des cinq
fonctions alcool du sucre par des groupements isopropylidéniques afin de pouvoir greffer
sélectivement la chaine hydrophobe sur la position 6, dont I’'hydroxyle primaire est le plus
réactif pour la réaction de télomérisation. Puis, la réaction de télomérisation a été effectuée
dans le toluéne a 80°C, catalysée par I'acétylacétonate de palladium (ll) (Pd(acac),), la
triphénylphosphine (PPhs), et le triéthylaluminium (AlEts). Le rapport molaire entre le

galactose et le palladium est de 250.
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Figure 14: Synthése d'éther de galactose en trois étapes selon Zakharkin et Coll.*

Le produit final a été obtenu au bout de 10 heures, avec un rendement de 74 % par rapport
au galactose protégé. Les analyses RMN ont montré que seul I'isomere cis a été formé alors
que l'isomére trans est prépondérant dans la littérature. Selon les auteurs, cela est
probablement du a I'encombrement stérique du diisopropylidéne de galactose. Cependant,
la nécessité des étapes de protection et de déprotection limite le développement de cette

voie de synthése au niveau industriel.

C'est pourquoi, afin de s’affranchir d’étapes de protection et de déprotection, la

647 qui avaient pour objectif la synthése en une étape

société Henkel a déposé deux brevets
(sans protection du sucre de départ) de dienes avec des sucres : glucose, méthylglucoside,
butylglucoside. La réaction de télomérisation a lieu dans un mélange de solvants
isopropanol/eau, en présence d’'un catalyseur Pd(acac), activé par la PPhs, pendant 10
heures a 70°C. Des rendements de 95 % ont été trouvés pour les trois sucres. La formation
de monoéthers est minoritaire par rapport aux di-éthers et aux tri-éthers. La

monoéthérification des saccharides non protégés est donc délicate en regard de la faible

différence au niveau des énergies d’activation des différents groupements —OH.
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Dans la littérature, plusieurs publications font état de la télomérisation du butadiene

48-50

par le saccharose™ ™. En effet, méme si d’autres sucres ont été utilisés : L-arabinose et D-

1.>2, la littérature

xylose par Estrine et coll.>!, ou encore I'amidon par Mesnager et col
présente plus d’exemples de télomérisation a partir de saccharose. Par exemple, Hill et
coll.® ont décrit une voie de synthése pour la télomérisation du butadiéne avec le
saccharose en présence d’'un catalyseur Pd(ll)/PPhs; dans un mélange de solvant
isopropanol/eau. Les octadiényléthers (Figure 15) ont été obtenus avec des rendements

élevés (63%) et avec un degré de substitution moyen de 5, déterminé par RMN *H.

OH OR
0 OH o OR
0 _ Pd(acac),/PhyP o
/\/ _ >
o U o or wn ca. 70°C 0 U o 9
OH OR
OR OR

OH OH

R= H AN HE

Figure 15: Télomérisation du butadiéne avec du saccharose selon Hill et coll.*®

1.* ont effectué la télomérisation du butadiene avec du saccharose

Pennequin et col
catalysée par le palladium (1) et complexé par la TPPTS (triphénylphosphine trisulfonate) qui

solubilise le catalyseur en milieu aqueux ou en milieu hydroalcoolique (Figure 16).

OH

OH
OH
Q o 0 OR;
0
PA(I1)/TPPTS
I o OH i AN T, OH
© NaOH 1M 0 o R0
OH o
OH
OH
OH OH

R;=CgHy5, Ry=H (65%)

+ di-, tri-, tetraéthers

Figure 16: Télomérisation du butadiéne avec le saccharose selon Pennequin et coll.*
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La nécessité de trouver un compromis entre le taux de conversion du saccharose et la
sélectivité en mono-télomére obtenu a été mise en évidence. Par exemple, le taux de
conversion du saccharose est de 65% en 5 heures en milieu aqueux, et 36% de mono-

télomeére est obtenu (Tableau 4).

Tableau 4: Télomérisation du butadiéne avec le saccharose selon Pennequin et coll.*’

Solvant Temps Taux de conversion du | Sélectivité en Degré de substitution
(min) saccharose (%) mono-télomere moyen par unité de sucre

H,O 300 65 36 1.8

NaOH 1M 150 100 1 3.2

NaOH 1M 23 85 43 1.6

Isopropanol 30 73 66 14

Les systemes de solvant (eau, isopropanol/eau, ajout de soude) ont été comparés, et les
conditions optimales pour obtenir le mono-télomere ont été obtenues pour une durée de
réaction de 30 minutes dans l'isopropanol. Le choix minutieux des conditions opératoires
démontre ici toute son importance. Pennequin et coll. peuvent ainsi obtenir des molécules

amphiphiles ayant un degré de substitution choisi.

Pour conclure sur ce type de réaction, les molécules amphiphiles synthétisées par
télomérisation ont leur place dans des applications de détergence étant donné leurs
propriétés physico-chimiques intéressantes, ainsi que dans les cosmétiques car ils possedent
de bonnes propriétés de compatibilité avec la peau®. Cependant, comme dans le cas de
I'estérification, des mélanges d’espéces amphiphiles sont obtenus et méme si les industriels
peuvent les utiliser ainsi, les groupes de recherche tendent aujourd’hui vers le
développement d’une synthese plus sélective. De plus, a notre connaissance, les exemples
décrits dans la littérature conduisent uniguement a des molécules amphiphiles avec une
chaine a huit carbones. Il semblerait que ce composé soit le plus étudié, a la fois pour ses

propriétés tensioactives et pour son habilité a extraire les protéines membranaires>.
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|.6. Synthése par N-acylation

La réaction de N-acylation consiste a faire réagir une amine primaire ou secondaire
avec un chlorure d’acyle (R-COCI) pour donner des amides substitués (Figure 17). Cette

réaction peut aussi se réaliser avec un anhydride d’acide ou avec un acide carboxylique.

R-NH; + R’-COCI ——»R-NH-CO-R’ + HCI

Figure 17: Réaction générale de la réaction de N-acylation via un chlorure d’acyle

Gorbach et coll.>* ont synthétisé par N-acylation de nouveaux composés amphiphiles
ayant pour tétes polaires des chitooligosaccharides. Ils ont étudié I'influence du nombre de
motifs répétitifs de la téte polaire ainsi que de la longueur de la chaine hydrophobe sur la
conservation des propriétés bioactives des chitooligosaccharides. La réaction a été effectuée
dans des conditions équimolaires entre I'oligosaccharide et I'agent acylant dans un mélange
d’eau et de solvant organique (pyridine, DMF ou éthanol). L'isolation des produits a été
réalisée par extraction dans le 1-butanol, puis ils ont été purifiés par précipitation dans du
méthanol ou de I'acétone. Trois agents acylants ont été utilisés : (a) I'acide tétradécanoique
en présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC), (b) des chlorures d’acyle; (c) I'ester N-
hydroxysuccinimide d’acide tétradécanoique. Ces différentes méthodes d’acylation
conduisent a des rendements variables : (a) jusqu’a 20% pour les composés 5 et 9 ; (b) de 11
a 38% pour les composés 1, 2, 3,4, 8 et 10; (c) de 30 a 50 % pour les composés 2, 3, 5, 6 et

11 (Figure 18).
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1 T 2 E CH,OH CH,OH

2 16 H o o

3 110 H o.

4 1 14 H OH

5 1 10 OH o oH
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Figure 18 : Molécules amphiphiles synthétisées par N-acylation>

Ainsi, la méthode utilisant I'ester d’acide gras semble étre la plus efficace. La caractérisation
des produits par RMN 3C suggére la substitution préférentielle du groupement amine de
I’extrémité réductrice sous forme d’un seul isomére. Selon les auteurs, cette régiosélectivité
serait due a la diminution de I'encombrement stérique a I'extrémité réductrice du
chitooligosaccharide, ou bien a la présence proche d’'un groupement hydroxyle libre qui
augmenterait alors la réactivité de la fonction amine. Cette voie de synthése permet donc
I'obtention de molécules amphiphiles dérivées de chitooligosaccharides ayant a la fois des
groupements amine libres et d’un dérivé d’acide gras sur I'extrémité réductrice. Ces
composés sont solubles dans I'eau, non toxiques et interagissent activement avec les
membranes des cellules du systeme immunitaire. lls ont des applications prometteuses dans

le domaine de la médecine, notamment en tant qu’agents antitumoraux.

Dés le début des années 1980, Hildreth®> a synthétisé des N-alkyl-N-
méthylglucamides avec différentes longueurs de chaines allant de 8 a 10 carbones (Figure

19).
CHj3 OH OH OH

HaC—[CH,],-CH, N

T

o) OH OH

Figure 19: Structure chimique du N-alkyl-N-méthylglucamide synthétisé par Hildreth® (n =5, 6 ou 7)

-25-



Chapitre | : Etude bibliographique — Les molécules amphiphiles monocaténaires

La réaction a été effectuée dans des conditions équimolaires entre le N-méthyl-p-glucamine
et I'acide carboxylique correspondant a la longueur de chaine souhaitée (acide octanoique,
acide nonanoique ou acide décanoique). La N-méthyl-pD-glucamine a été tout d’abord
solubilisée a reflux dans le méthanol, puis elle a été ajoutée a une solution contenant I'acide
carboxylique. Apres trois filtrations et deux recristallisations dans le méthanol, les composés
ont été obtenus avec des rendements élevés (80 a 90%). Ainsi, Hildreth a pu obtenir des
molécules amphiphiles avec une longueur de chaine modulable, qui ont par ailleurs

démontré d’excellentes propriétés de solubilisation des membranes biologiques.

Au travers de ces différents exemples, il a été montré que la N-acylation présente
I'avantage d’étre une méthode de synthése régiosélective sur les amines primaires ou
secondaires. De plus, les composés synthétisés sont stables en milieu aqueux grace a la
présence de la fonction amide. Ainsi, I'obtention de composés de structure définie et

biocompatibles permet de nombreuses applications dans le domaine biomédical.

[.7. Synthése par amination réductrice
I.7.1.Introduction

D’une maniére générale, la réaction d’un sucre réducteur avec une amine aliphatique

conduit a la formation de N-alkylglycosylamines (Figure 20).
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Figure 20: Réaction générale de formation des N-alkylglycosylamines (Adaptée®)

Dés 1887, Sorokin®’ a préparé selon cette réaction des N-arylglycosylamines en
mélangeant des amines et des saccharides dans I'éthanol a reflux. Mitts et Hixon® ont
appliqué cette méthode pour préparer de la N-hexadécyl-p-glucosylamine et N-octadécyl-p-
glucosylamine. Les composés ont été obtenus avec des rendements satisfaisants (70% et

83% respectivement).

En 1955, Erickson® essaya d’améliorer le procédé de Sorokin®’ et décrivit la
préparation de molécules amphiphiles dans des conditions plus douces. Dans ce but, la
réaction a été réalisée dans un milieu hydroalcoolique a température ambiante avec un long
temps de réaction (15 jours). Différents saccharides (pD-fructose, Dp-galactose, L-sorbose,
maltose, lactose) et deux longueurs de chaines alkylamine (12 et 18 carbones) ont été
étudiés. Par exemple, la synthése de la N-dodécyl-D-glucosylamine a consisté a faire réagir
un mélange de dodécylamine et de p-glucose (rapport molaire 2/1), en solution dans de
I’éthanol et de I'eau (10/7), pendant 15 jours a température ambiante. Apres filtration, et
deux recristallisations dans I’éthanol, un rendement de 93% de poudre blanche a été
obtenu. Ce méme saccharide (b-glucose) a été mélangé a de l'octadécylamine (rapport
molaire 1/1) dans de I'alcool isopropylique et de I'eau (2/1 (v/v)) pendant deux jours a 25°C.
Le précipité jaune clair formé par la réaction a été lavé avec le solvant réactionnel et apres
séchage 100% de produit attendu a été obtenu. Apres deux recristallisations dans I’éthanol,

I'analyse élémentaire a confirmé la pureté du produit obtenu.
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Toujours en se basant sur les travaux de Sorokin®’, Pigman et coll.®® ont quant a eux
modifié le solvant de synthese en utilisant du méthanol a reflux a la place de I'éthanol. IIs
ont ainsi obtenu des N-alkyl-D-glucosylamines avec des chaines butyl, hexyl, octyl, décyl,
dodécyl et octadécyl. Selon les auteurs, les rendements étaient satisfaisants (seul celui pour
le N-butyl-D-glucosylamine est donné : 94%) et les composés ont été moins décolorés que

par la méthode de Sorokin®’.

De plus, Lockhoff et coll.’* ont réalisé la synthése de N-alkyl-p-glycosylamines avec
une chaine hydrophobe linéaire a 12, 14 et 18 carbones greffée sur différents saccharides :

D-glucose (Figure 21), D-mannose, D-galactose.

OH
o
HO R:gIZEZS
ou CgaHpg
HO ou CigHy7
OH NHR

Figure 21: Structure des N-alkyl-D-glycosylamines synthétisés par Lockhoff et coll.®*

La réaction a été réalisée dans de I'éthanol a 70°C. Le précipité formé par refroidissement a
été lavé par du n-hexane et les rendements obtenus ont été supérieurs a 80%. Dans ces
conditions opératoires, les N-alkyl-D-glycosylamines ont donc été synthétisées avec des

rendements élevés, sans aucune coloration.

60
l.

Par ailleurs, Pigman et col ont rapporté que la N-dodécyl-D-glucosylamine est

complétement hydrolysée au bout de 48 heures par de I'acide chlorhydrique 0.5N a 30°C.
Erickson® I'a confirmé et a de plus démontré que la réaction pouvait s’inverser au bout de
plusieurs jours dans une solution alcoolique d’acide chlorhydrique 0.4N a température
ambiante, conduisant de nouveau a la N-dodécyl-p-glucosylamine. D’autre part, en
s’appuyant sur la coloration et I'aspect des composés, les auteurs ont montré que la stabilité
dans le temps des produits formés semblaient étre influencée par la longueur de chaine. En

effet, la N-dodécyl-pD-glucosylamine était d’aspect identique au bout de deux ans a 0°C et
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devenait légérement brune au bout de deux ans a température ambiante ; alors que la N-
octadécyl-p-glucosylamine ressemblait a un goudron foncé a odeur de caramel aprées

guelgues mois a 25°C.

En raison de leur hydrolyse relativement facile en milieu aqueux, les N-alkyl-D-
glycosylamines sont donc difficilement employées sous cette forme pour des applications de
type tensioactives nécessitant une utilisation en milieu aqueux (par exemple pour des
applications dans le domaine des cosmétiques). C'est pourquoi, plusieurs équipes de
recherches ont mis au point une voie de synthése impliquant une étape supplémentaire de

réduction des N-alkyl-D-glycosylamines afin d’obtenir des composés plus stables (Figure 22).

OH Réduction OH
Ho— — —r HO /\W
N-R

Figure 22: Schéma réactionnel général de I'obtention de N-alkylamino-désoxyglycitol par amination
réductrice

La réduction peut étre réalisée par hydrogénation catalytique a l'aide de catalyseurs
métalliques tels que le platine, le nickel, le palladium, ou par l'utilisation de nombreux

hydrures mixtes tels LiAlH4, NaBH4, NaBHsCN pour réduire les imines.
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I.7.2.Réduction par hydrogénation catalytique

En 2004, Liu et coll.? ont synthétisé la N-octylamino-désoxyglucitol en utilisant une
réduction par hydrogénation catalytique avec un complexe de palladium (Pd)/ oxyde de
magnésium (MgO) supporté par une résine mélamine-formaldéhyde (MEF) (Figure 23).
L'influence des additifs, solvants, température, pression d’hydrogene, quantité de palladium

dans le catalyseur, et quantité de catalyseur par rapport au mélange réactionnel a été

étudiée.
-H,0 H,
H—C—0 + HN(CH);CH; ——— H—C=—=N(CH;;CH; ———— H— CH—NH(CH,)CH;
Pd MEF/MgO
(CHOH), (CH20H), g (CH20H)s
CH,OH CH,CH CH,OH

Figure 23: Schéma réactionnel d’obtention de la N-octylamino-désoxyglucitol selon Liu et coll.®?

Le rendement le plus élevé (58%) fut obtenu grace au protocole suivant : le b-glucose et la n-
octylamine (rapport molaire : 0.8/1 par rapport au sucre), la triéthylamine (1mL), I’éthanol
(60ml) et le complexe Pd.MEF/MgO (3.55%) ont été introduits dans un réacteur rempli
d’hydrogéne (P = 1.5 mPa) puis chauffés a 60°C pendant 6 heures. Apres refroidissement a
température ambiante et dépressurisation, la solution est filtrée. Aprés 24 heures, la N-
octylamino-désoxyglucitol a précipité dans le filtrat. Le catalyseur Pd.MEF/MgO est donc un
catalyseur qui permet d’obtenir le composé dans des conditions douces.

Afin d’améliorer le rendement, Gallas et coll.®®

ont mis au point la synthese de N-
alkylpolyhydroxyalkylamines en utilisant une réduction par hydrogénation catalytique avec
le Nickel de Raney en tant que catalyseur, a partir de monoalkylamine et de sucres
réducteurs variés (par exemple : glucose, galactose, mannose, lactose) avec un rapport

molaire alkylamine/sucre allant de 1/1 a 2/1. Selon les auteurs, cette méthode est utilisée
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préférentiellement avec des glucoses ou des lactoses. Tout d’abord, I’alkylamine de départ a
été mélangée quelques minutes dans I'eau, I'alcool ou dans un mélange hydroalcoolique,
avec le nickel de Raney (5 a 15 % en masse par rapport au sucre de départ). Puis, le mélange
a été pressurisé a une température de 25°C a 60°C, sous pression d’hydrogene de 50 a 90
bars. Sous agitation, une solution contenant le sucre de départ a été ajoutée au mélange
sous pression et apres réaction, le composé amphiphile a été obtenu avec un rendement

(98%).

La société Stépan Europe® a déposé un brevet concernant la synthése de N-
alkylamino-1-désoxylactitol (Figure 24) dans I’éthanol absolu, sous pression d’hydrogéne dans

un autoclave.

OH OH
o) OH
OH
HO O
OH HO NH-CgH;7
OH

Figure 24: Structure de la N-octylamino-1-désoxylactitol **

Par exemple, le N-octyl-lactosylamine et le catalyseur palladium sur charbon (rapport
massique 10/1) ont été mis en solution dans de I’éthanol absolu. La solution est agitée sous
pression d’hydrogéne (30 bars), 12 heures a température ambiante et 8 heures a 50°C. Le
produit a été filtré sur célite, le solvant résiduel évaporé, et le produit lyophilisé. Un mélange
de N-octyl-lactosylamine et de N-octylamino-1-désoxylactitol a été obtenu (rendement
massique : 80%). Ainsi, ils ont montré que la réduction par hydrogénation catalytique
conduit a un mélange entre les composés réduits et non réduits. C’'est pourquoi, selon leurs
résultats, I'utilisation de I'agent réducteur NaBH, est a privilégier pour obtenir des composés

gui ne sont pas sous forme de mélange.
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I.7.3.Réduction par les hydrures mixtes

NaBH,4 est un agent réducteur connu pour réduire les imines et il est largement utilisé
lors de la réaction d’amination réductrice. L'efficacité du NaBH, est dépendante du solvant
réactionnel et de I'acidité du milieu®. La réduction se réalise la plupart du temps en milieu
alcoolique ou hydroalcoolique. Par exemple, le méthanol favorise la formation de I'imine par
rapport au THF ou au 1,2-dichloroéthane. De plus, il a été montré que la réactivité des
imines est augmentée avec I'addition d’un acide. Cependant, I'acidité du milieu catalyse la

décomposition du NaBH, (Figure 25).

NaBH; + 4H,O0 ———» 4H, + NaB(OH),

Figure 25: Décomposition du NaBH, en milieu aqueux

Cette méthode a permis a Garelli-Calvet et coll.?®, Lattes et coll.®’” et Blanzat et coll.®®
de synthétiser une série de structures amphiphiles (N-alkylamino-1-désoxylactitol) a partir
de lactose non protégé. Pour cela, une solution hydroalcoolique de lactose et d’alkylamine
(rapport molaire par rapport au sucre: 1.7/1), a été agitée 24 heures a température
ambiante puis 30 minutes a 60°C. Apres évaporation du solvant, le résidu a été repris dans
I’éthanol puis ré-évaporé en présence de toluene afin d’éliminer les traces d’eau résiduelle.
Ensuite, le produit a été purifié par recristallisation dans I’éthanol et lyophilisation. La N-
alkyl-lactosylamine ainsi obtenue a été réduite par NaBH,4 en milieu aqueux. Plusieurs étapes
de purification (traitement par le charbon actif, reprise dans le méthanol, lyophilisation) ont
été nécessaires pour obtenir la N-alkylamino-1-désoxylactitol. Les molécules amphiphiles ont
été synthétisées avec différentes longueurs de chaines alkylamine et avec des rendements
allant de 55 a 80% (Figure 26). Toutefois, selon Rico-Lattes et coll.®” 'amine secondaire est
susceptible d’évoluer dans le temps vers des produits toxiques comme les N-nitrosamines,

ce qui limite leur utilisation en tant que détergent ou pour des applications cosmétiques.

-32-



Chapitre | : Etude bibliographique — Les molécules amphiphiles monocaténaires

R = CoHonen Rdt = 55% - 80 %
n=7891012

Figure 26: Synthése de N-alkylamino-1-désoxylactitols selon Lattes et coll.®’

Le cyanoborohydride de sodium (NaBHsCN) a été largement utilisé pour la réaction
d’amination réductrice grace a sa sélectivité remarquable. Contrairement au NaBH,, cet
agent réducteur est stable en milieu acide (pH = 3) et est sélectif en fonction du pH du milieu
réactionnel®. Par exemple, il va pouvoir réduire sélectivement les imines en amines a un pH
= 6-7, alors qu’a un pH = 3-4, il va réduire les aldéhydes et les cétones. De plus, il permet
d’effectuer une synthése « one-pot » au cours de laquelle les réactifs restent dans le méme
solvant réactionnel. Cependant, le NaBH5CN’® engendre la formation de sous-produits trés
toxiques comme le cyanure d’hydrogéne (HCN) et le cyanure de sodium (NaCN). A notre
connaissance, aucune publication ne fait état de la synthése par réaction d’amination
réductrice avec NaBH3CN entre une alkylamine et un saccharide pour obtenir une molécule
amphiphile monocaténaire. C'est pourquoi, un exemple de synthese d’un composé
amphiphile bicaténaire sera présenté. Yoon et coll.”* ont réalisé la synthése en « one-pot »
d’une aminocéramide (bicaténaire) en milieu hydroalcoolique sous flux d’argon. La réaction
a duré 30 minutes a 100°C, et apreés refroidissement une solution aqueuse de NaBH3CN a été
ajoutée. Le mélange est incubé 16 heures a 90°C, puis le produit obtenu a été séché sous
azote et a subit plusieurs étapes de purification (colonne a gel de silice, colonne C18, séché
sous azote, centrifugé et analysé par chromatographie sur couche mince haute
performance). Malgré 'efficacité de cette synthése, le nombre d’étapes de purification

nécessaire reste un inconvénient majeur.
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Plusieurs groupes de recherche plébiscitent |'utilisation du triacétoxyborohydride de
sodium NaBH(OAc); en remplacement de I'agent réducteur NaBH3CN, afin d’éviter le risque

de formation de résidu de cyanide dans le produit synthétisé’*”

. La réaction peut étre
réalisée en « one-pot » en introduisant I'agent réducteur dans un mélange contenant
I'alkylamine et le sucre. En effet, la réduction des ions iminium est plus rapide que celle des
aldéhydes. L’acide acétique peut étre utilisé pour catalyser la formation d’imines et ainsi

I.”® ont effectué la modification

d’ion iminium. Par exemple, Dalpathado et col
d’oligosaccharides par la réaction d’amination réductrice et comparé ['utilisation de

NaBH(OAc)s; et NaBH3CN (Figure 27).

OH oH OH
. OH - o NaBH(QAc); OH
. RO - - RO
HO =0 o  N_ge v NaBESCON Ho H_g:
OH on OH
OH OH
0 0
RO RO
HO OH HO N—r:
OH OH

Figure 27: Amination réductrice d'oligosaccharides tirée de Dalphatado et coll.”

La synthése « one-pot » a été réalisée dans le DMSO et catalysée par I'acide acétique. Apres
2.5 heures a 60°C et plusieurs étapes de purification par chromatographie, le rendement a
été trouvé équivalent pour les deux agents réducteurs. Les especes amphiphiles ont été
caractérisées par spectrométrie de masse. Quel que soit I'agent réducteur utilisé, la réaction

a été montré compléte et aucun réactif n’a été trouvé dans le spectre de masse. Un exemple
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de spectre de masse de la molécule amphiphile maltopentaose/DEAEAB (4-amino-N-[2-

(diethylamino)éthyl] benzamide monohydrochloride) est présenté ci-dessous (Figure 28).

o

C—NH—CHjp— CH ;—NEt 5
/©/ DEAEAB

@ - Mannose or galactose

a 1048.5 b) 1048.5
o [M +H]*

® @ ©® © @ DEAEAB

Falativa Abundance
1

Figure 28: Spectres ESI-MS du DEAEAB/maltopentaose réduits par (a) NaBHsCN et (b) NaBH(OAc);"”

Pour conclure, la littérature fait état de nombreuses recherches utilisant la réaction
d’amination réductrice comme voie de synthése permettant |'obtention de molécules
amphiphiles. Cette voie de synthése est efficace et permet de synthétiser I'espéce
amphiphile souhaitée sans protection préalable du saccharide. Cependant, dans la plupart
des cas, des étapes de purification plus ou moins longues sont a effectuer afin d’éliminer les
sous-produits. La réduction par hydrogénation catalytique et la réduction par les hydrures
mixtes conduisent a des molécules amphiphiles avec des rendements satisfaisants. Le
catalyseur de palladium et le Nickel de Raney sont efficaces pour la réduction par
hydrogénation catalytique. Trois réducteurs ont fait leur preuve pour la réduction par voie
chimique : NaBH4, NaBH3CN, NaBH(OAc)s. NaBH,; est efficace mais il n’est pas sélectif.
NaBH;CN’* présente différentes sélectivités en fonction de la valeur du pH mais son point
faible est sa haute toxicité et la production possible de produits secondaires toxiques qu’il
est difficile de purifier. NaBH(OAc)s est un réducteur sélectif et moins toxique que NaBH3CN.

Ces deux derniers ont I'avantage de pouvoir étre utilisés en synthése monotope. En fonction
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du mode opératoire et des réactifs que I'on désire utiliser, il est ainsi possible d’effectuer

une réaction d’amination réductrice par différents procédés.

|.8. Conclusion

Cette étude bibliographique nous a permis de nous rendre compte des nombreuses
possibilités de voies de syntheses chimiques qui existent pour obtenir des molécules
amphiphiles de type monocaténaire : I'O-glycosylation, [|'estérification, |'acétalisation,
I’éthérification, la N-acylation, et I'amination réductrice. Les protocoles different notamment
par le solvant utilisé, le temps de réaction, le nombre d’équivalent molaire entre les réactifs
de départ, et le nombre d’étapes de purification. La modulation de ces conditions
opératoires permet d’accéder a des composés amphiphiles ayant une chaine hydrophobe
greffée au saccharide par une ou par plusieurs positions. Il est parfois nécessaire de protéger
le sucre de départ pour obtenir le composé amphiphile mono-greffé. La N-acylation et la
réaction d’amination réductrice étant régiosélectives, elles permettent de s’affranchir de ces
étapes de protection et de déprotection. En outre, on remarque dans la littérature un intérét
prononcé pour les molécules amphiphiles ayant une chaine hydrophobe liée au saccharide
par sa position anomere, mettant a profit la forme aldéhyde du saccharide pour effectuer le

greffage régiosélectivement.

Apres avoir synthétisé les molécules amphiphiles, I'étape suivante est I’évaluation de
leurs propriétés physico-chimiques et notamment I’étude de leur capacité a s’auto-associer

en milieu aqueux.
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Il. Propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles monocaténaires
en solution

Les nombreuses possibilités de nature des deux parties, polaire et apolaire,
constituant les especes amphiphiles permettent la formulation de produits trés diversifiés a
haute valeur ajoutée dans des domaines variés (textile, engrais, cosmétiques, agro-
alimentaire, galénique...). Le marché des tensioactifs a atteint les 24 milliards de dollars en

75 . . . N N .. .
2009°°. Parmi ces tensioactifs, un grand nombre possede une téte saccharidique. De ce fait,
il est important de comprendre le mode d’auto-association de ces molécules amphiphiles, en
mettant en relation les propriétés des structures a I’échelle macroscopique avec celles a

I’échelle nanoscopique.

I1.1. Généralités sur les phénomenes d’auto-association moléculaire en

solution

En milieu aqueux, les molécules amphiphiles s’organisent grace au processus d’auto-
association. Lorsque des molécules amphiphiles sont placées dans I'eau, elles en perturbent
I'organisation. La partie hydrophile va étre capable de s’intégrer dans le réseau de liaisons
hydrogeéne et d’établir des interactions attractives avec I'eau en formant une couche
d’hydratation autour de la téte polaire. Contrairement a la partie hydrophobe qui va, quant
a elle, s’entourer d’un réseau tres structuré (de faible entropie) ou « cage de solvatation »
formé par les molécules d’eau (Figure 29). L'eau est alors éloignée de son équilibre
énergétique et tendra naturellement a minimiser la perturbation jusqu'a ce qu'un nouvel

équilibre plus favorable soit atteint : c'est I'effet hydrophobe76.
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Figure 29: Formation d'une cage de solvatation par les molécules d'eau autour d’une partie
hydrophobe’®

Les molécules amphiphiles étant animées d’'un mouvement Brownien, les parties
hydrophobes sont amenées a se rencontrer et leur attirance respective va leur permettre de
joindre leur « cage de solvatation », diminuant ainsi le nombre de molécules d’eau
impliquées dans ces réseaux. Ce phénoméene s’accompagne donc d’un gain d’entropie pour
les molécules d’eau qui va étre plus important que la diminution de I'entropie due a I'auto-
association des molécules amphiphiles. Ainsi I'eau atteint un nouvel équilibre ou sa surface

de contact avec le matériel hydrophobe est la plus petite possible.

En fonction des caractéristiques moléculaires des especes amphiphiles, les objets
formés par auto-association ont des structures caractéristiques de forme et de taille
définies. Pour prédire quel type d’assemblage est le plus a méme de se former en solution,
Israelachvili et coll.”” ont utilisé les parameétres géométriques de la structure amphiphile en
les reliant a la courbure de l'interface. Ce parametre d’empilement P, est défini comme P=
v/ag.l.. Le volume v est celui de la partie hydrophobe qui est propre a chaque structure
amphiphile car il dépend de la longueur de la chaine, de leur nombre, et de la présence ou
non de ramification. L'aire effective ap est l'aire occupée par la téte polaire lorsque
I’équilibre entre les effets hydrophobes qui conduisent a I'assemblage des structures
amphiphiles et I’hydratation maximale des tétes polaires entraine une énergie libre

minimale. La longueur critique de la chaine I, est inférieure a la longueur maximale qui
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correspond a la zone de fluidité de la chaine. Ainsi, grace au calcul du parametre
d’empilement, la prédiction des objets formés en solution est possible. La Figure 30 indique
la relation entre la forme des molécules amphiphiles et les morphologies formées par les

agrégats en solution.

micelles sphériques

P<1/3

micelles cylindriques
1/3<P<1/2

v

bicouches flexibles,
vésicules

1/12=sP<1

bicouches planes
P=1

)

N
m

micelles inverses
P>1

Figure 30: Relation entre le paramétre d’empilement d’une molécule amphiphile et I'organisation
des objets formés par auto-association’®
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Pour P < 0.3, des micelles sphériques sont obtenues pour des molécules amphiphiles qui
sont de structure conique, possédant une chaine hydrophobe et une téte polaire
volumineuse. Lorsque 0.3 < P < 0.5, les molécules amphiphiles ont alors une téte polaire plus

petite et les micelles deviennent cylindriques.

Dans le cas ou la molécule présente deux chaines hydrophobes, les objets formés en solution
sont le plus souvent des bicouches et le parametre d’empilement est alors proche de l'unité.
Des bicouches planes sont obtenues si la téte polaire est petite ou des bicouches flexibles
(vésicules) si la téte polaire est plus importante. Enfin, lorsque la téte polaire est petite et
gue les deux chaines hydrophobes sont trés volumineuses, des micelles inverses se forment

en solution pour P > 1.

Dans le cas de micelles, qui sont des objets dynamiques, les molécules amphiphiles
peuvent s’échanger librement et rapidement entre les assemblages et la solution aqueuse.
Les assemblages se forment en solution a partir d’une certaine concentration, appelée
concentration micellaire critigue CMC ou concentration d’agrégation critique CAC. Il existe
plusieurs méthodes pour mesurer la CMC ou CAC des molécules amphiphiles dans I'eau :
tensiométrie, spectrofluorimétrie, diffusion de la lumiére, mesure de coefficient de diffusion
par résonnance magnétique nucléaire. La tensiométrie est la méthode la plus répandue. Le
principe consiste a mesurer |'évolution de la tension de surface en fonction de la

concentration en molécules amphiphiles en solution (Figure 31).
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Figure 31: Courbe de tension superficielle en fonction de la concentration en tensioactif

Tout d’abord, a faible concentration dans I'eau les structures amphiphiles s’adsorbent a
I'interface air-eau pour former un film monomoléculaire. Cela entraine une diminution de la
tension superficielle du liquide proportionnellement a la concentration en structures
amphiphiles selon la loi de Gibbs’*®®®, Au-deld de la CMC ou CAC, les structures
amphiphiles saturent la surface du liquide et la tension superficielle reste constante. Les
structures amphiphiles additionnées par la suite vont alors s’auto-assembler en objets de
différentes morphologies, pouvant rester en équilibre constant avec les structures
amphiphiles libres en solution et a I'interface. En plus de la concentration, la température
ainsi que le pH et les sels peuvent influer sur la taille et la forme des assemblages formés par

auto-organisation dans I'eau et donc sur la valeur de la CMC ou CAC.
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11.2. Propriétés auto-associatives des molécules amphiphiles

monocaténaires

Dans la littérature, plusieurs études mettent en évidence les propriétés auto-

associatives des molécules amphiphiles monocaténaires.

Par exemple, Hill et coll.’® ont étudié I'évolution de la tension de surface
d’alkylpolyglycosides synthétisés par O-glycosilation, en fonction de la longueur de la chaine
alkyle et du nombre de motifs saccharidiques. lls ont montré que plus la longueur des
chaines alkyles augmentait, plus la CMC diminuait. Selon les auteurs, la longueur des chaines
alkyles a une plus grande influence sur les valeurs de la CMC que le nombre de motifs
saccharidiques. En outre, les diagrammes de phase de ces molécules ont été déterminés en
milieu aqueux et ont démontrés étre dépendants de la longueur de la chaine hydrophobe et

du nombre de motifs de répétition de la téte hydrophile.

Par ailleurs, Lattes et coll.>®®**7%2 ont étudié les propriétés physico-chimiques de
molécules amphiphiles monocaténaires ayant une téte lactose et une chaine alkylamine de
longueur variable. La concentration micellaire critique des dérivés Cg, Co, Cio €t Cy; a été
déterminée par des mesures de tension de surface ainsi que le nombre d’agrégation des
micelles selon la relation expérimentale suivante : N = -74.6+13.6 n. (avec n. le nombre
d’atomes de carbone de la chaine hydrophobe). Tout comme Hill et coll.*, ils ont trouvé que
lorsque la longueur de la chaine hydrophobe augmentait, la CMC diminuait de facon
importante (par un facteur de 25 en passant de CgHi7 a Ci,Hys et le nombre d’agrégation

augmentait parallélement d’un facteur 2.6.

Tableau 5: Caractéristiques physico-chimiques des N-alkylamino-1-désoxylactitols ¢

R CMC (mol/L) Nor’nbn.e CH,OH OH
d’agrégation

2 HO =0

CgH1y 1,5.10 34 o
H ;
CgHag 5,6.10° 47 Cl) OH CHyNH-R
CioH21 2,6.10° 62 OH
1

CioHas 6.10" 88 OH CH,OH
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De plus, les analyses et modélisations des assemblages par diffusion des rayons X aux petits
angles (SAXS) et par diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) ont apporté des
informations quant a la forme des objets présents en solution. En effet, il a été montré que

les micelles obtenues étaient ellipsoidales (Figure 32).

Micelle sphérique Micelle ellipsoidale

Figure 32: Représentation schématique d'une micelle sphérique et d'une micelle oblate

Plusieurs équipes ont mis en évidence l'influence de la liaison entre la partie
hydrophile et la partie hydrophobe sur le comportement en solution des molécules

8384 par exemple, Dupuy et coll.®* ont réalisé une étude comparative entre trois

amphiphiles
composés amphiphiles possédant une chaine hydrophobe a douze atomes de carbone et

différentes liaisons les reliant a la téte polaire (Figure 33).
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Figure 33: Structure chimique des trois composés amphiphiles (a) N-dodécylamino-1-désoxylactitol

(b) N-dodécyl-lactobionamide (c) N-acétyl-N-dodécyl-lactosylamine étudiés par Dupuy et coll.®*

La différence d’encombrement stérique entre ces trois molécules amphiphiles existant a la
jonction entre la partie hydrophile et la partie hydrophobe conduirait a la formation de
micelles ellipsoidales de type oblate dans le cas du N-dodécylamino-1-désoxylactitol (Figure
33a) et du N-dodécyl-lactobionamide (Figure 33b) présentant une liaison a faible
encombrement stérique. En revanche, dans le cas du N-acetyl-N-dodécyl-lactosylamine
(Figure 33c), la liaison est plus volumineuse et la téte polaire est constituée de deux sucres a

cycles fermés, ce qui entrainerait la formation de micelles sphériques.

I1.3. Propriétés auto-associatives des molécules amphiphiles en mélange

avec des phospholipides

Les propriétés auto-associatives des molécules amphiphiles ont aussi étés étudiés
sous forme de mélange avec des phospholipides, qui sont des molécules modéles en biologie

et biochimie.
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Par exemple, Krasteva et coll.®® ont étudié le comportement d’un mélange équimolaire du
phospholipide 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) et de deux amphiphiles,
le docosyl-B-pD-glucoside (C20-Glu) et I’hexadécyl-B-pD-maltoside (C16-Mal) en solution
aqueuse. Le but était d’évaluer la capacité des molécules amphiphiles de stabiliser et
d’empécher I'agrégation des vésicules formées par la DPPC. Des expériences de diffusion des
rayons X aux petits angles (SAXS) et aux grands angles (WAXS) ont été réalisées afin
d’examiner l'influence de I'ajout de ces molécules amphiphiles sur I'organisation des
molécules dans la bicouche de DPPC. Ces composés amphiphiles n‘ont pas été retenus
comme de bons candidats pour empécher I'agrégation des vésicules de DPPC étant donné
que, d’aprés les auteurs, les molécules de C20-Glu et de C16-Mal seraient completement

intercalées au sein de la bicouche DPPC (Figure 34).

g

Figure 34: Schéma représentatif de l'intercalement des molécules de DPPC et de C20-Glu au sein de
la bicouche®

D’autre part, Dahbi et coll.’® ont souhaité déterminer la structure précise d’un
mélange formé par un composé amphiphile de type n-décyl--pD-glucopyranoside (DG) avec
la L-a-dilauroyl phosphatidylcholine (DLPC). Cette étude avait pour but d’améliorer la
compréhension des organisations intermédiaires lors des transitions micelle-vésicule®, et
d’observer la variation de I’épaisseur de la bicouche, de la flexibilité, et du rayon de
courbure. Des mélanges de DLPC/DG avec 17 ratios molaires différents compris entre 0 et
0.7 ont été examinés. Les analyses SAXS ont permis de mettre en évidence que les deux
constituants du mélange étaient intercalés au sein de la bicouche et que la distance de

répétition entre les bicouches variait proportionnellement au ratio molaire DLPC/DG. Pour le
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ratio molaire DLPC/DG égal 3 0, la distance est de 61 A, alors que pour R = 0.7, elle est de 59
A.

Il existe dans la littérature quelques études sur les mélanges entre les molécules
amphiphiles monocaténaires et les phospholipides. Cependant, la littérature est plus riche
en travaux concernant des mélanges entre des phospholipides avec des composés tels

91-93' Les

. 88 . . 89 . . . 90
qgue des alkylamines™, lidocaine™, acide salicylique™, ou encore avec des sucres
études en mélange avec les molécules amphiphiles monocaténaires sont donc encore a

développer.

I1.4. Conclusion

Cette partie a mis en évidence différentes possibilités d’assemblages formés par
auto-association de molécules amphiphiles en milieu aqueux. Cette capacité auto-
associative permet d’envisager des applications dans le domaine du transport de principes
actifs. De plus, des mélanges de molécules amphiphiles peuvent étre envisagés et ainsi

modifier la structure globale des assemblages formés et combiner leurs propriétés.
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lll. Applications _associées a la bioactivité des molécules amphiphiles
monocaténaires

Cette partie est consacrée a la présentation d’applications associées a la bioactivité
des molécules amphiphiles monocaténaires. Il a été choisi de décrire ici quelques exemples
présentés dans la littérature, qui vont permettre d’appréhender des applications dans le

domaine végétal et animal.

[11.1. Dans le domaine végétal

De nos jours, la production de plantes saines avec un rendement optimal est devenue
une priorité au niveau de I'agriculture mondiale. En effet, 'augmentation de la population
implique des besoins alimentaires de plus en plus importants. De ce fait, de nombreux
articles et brevets portent sur I'amélioration des rendements de plantation, ainsi que sur la
lutte contre les maladies virales pouvant les détruire. Les deux paragraphes suivants

présenteront deux exemples représentatifs des efforts de recherche dans ces domaines.

[11.1.1. Lutte contre les maladies virales des plantes

Les plantes sont sujettes a des maladies virales pouvant étre transmises par la séve
de la plante ou bien par des agents externes comme les pucerons, les aphides ou les
nématides™. Les techniques de lutte existantes consistent en I’élimination compléte des
plantes malades ou de fagon moins radicale a I'application d’un traitement contre les agents
externes responsables de la maladie. Il existe plusieurs substances actives
physiologiquement sur les maladies virales: les antimétabolites, certaines protéines,
certains polysaccharides, et les tanins qui sont quant a eux inefficaces contre certains des
agents responsables de la maladie (tels que les aphides). Il est donc nécessaire d’obtenir des
substances qui soient a la fois actives sur une grande variété de maladies virales des plantes,

non-phytotoxiques et non-dangereuses pour I’homme et les animaux.
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Peu d’exemples mettent en avant |'utilisation de molécules amphiphiles pour la lutte
contre les maladies virales des plantes. Tokuda et coll.’* ont décrit la synthése de soixante-
trois composés censés répondre au cahier des charges ci-dessus. Le composé actif

correspond a la formule générale suivante :

R-NH-(CHz)p-[CH(OH)]q'ClH-[CH(OH)]r-(CHz)s-CHa
OR’

Figure 35: Formule chimique générale du composé actif contres les maladies virales des plantes,
objet du brevet de Tokuda et coll. R : groupe alkyle de 3 a 18 carbones ; R’ : H ou glycopyranosyle ;
par:lou2;p+tqa=3;s:00ul;r+ts=1ou?2

L'acceés a des composés synthétisés a partir de neuf sucres différents (glucitol, mannitol,
galactitol, rhamnitol, ribitol, xylitol, maltitol, lactitol, cellobitol), et de plusieurs longueurs de
chaines (trois a dix-huit carbones), a permis aux inventeurs de bénéficier d’'une large gamme
de composés pour effectuer les tests biologiques. Trois tests biologiques ont été
successivement effectués avec comme agent pathogéne le virus de la mosaique du tabac
(VMT) ou le virus de la mosaique du concombre (VMC). Ce choix est intéressant car ces deux

virus sont particulierement répandus dans le monde®*®°.

Test 1
Agent pathogene: VMT ‘

Badigeonnage des plants
30/63 composés efficaces 1-désoxy-1-n-dodécylamino-p-glucitol
et ses formes chlorhydrate, gallate, et salicylate
1-désoxy-1-n-octadécylamino-D-glucitol
Test 2 et sa forme chlorhydrate
Agent pathogéne: VMC
19/30 composés efficaces 1-désoxy-1-n-dodécylamino-p-ribitol, cafféate
1-désoxy-1-n-tétradécylamino-p-ribitol, chlorhydrate
TesT 3 1-désoxy-1-n-dodécylamino-D-

Agent pathogene: VMC
(transporté par des aphides)
11/19 composés efficaces

1-désoxy-1-n-tétradécylamino-p- 74

Figure 36: Schéma bilan des tests biologiques effectués par Tokuda et coll.
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Certains composés sont efficaces non seulement sur les maladies virales des plantes
apportées par la seve mais aussi sur les maladies virales apportées par des vecteurs de type
aphides, sans aucune action phytotoxique sur les plantes a protéger. Ces composés
possedent donc de réelles capacités a lutter contre les maladies virales des plantes.
Toutefois, certains inconvénients majeurs ont été relevés quant aux protocoles de test mis
en place par les auteurs. D’une part, la vaporisation des plants (tests 2 et 3) implique un rejet
partiel dans I'atmosphére du composé actif. Méme s’il n’est pas phytotoxique, il n’a pas
subit d’autres tests de toxicité. D’autre part, I'application du composé actif est réalisée soit
ante ou bien juste aprés I'inoculation du virus. Cela écarte du traitement les plants qui ne
sont pas immédiatement pris en charge. Enfin, le choix de ne tester que les composés qui
ont validé le test 1, puis 2 peut sembler restrictif. Un composé actif non-efficace sur le VMT

I’est peut-étre sur le VMC.

L'utilisation de molécules amphiphiles dans la lutte contre deux maladies virales des
plantes a donc démontré son efficacité dans ce travail. Aucune explication n’y est cependant
avancée sur le mécanisme d’action des composés amphiphiles contre les deux virus. On peut
imaginer qu’ils agissent comme des antiviraux classiques en perturbant chimiquement la
réplication du virus. De nombreux défis restent encore a relever dans ce domaine étant

donné la large variété de virus et de plantes.

[11.1.2. Utilisation de Lipo-chitooligosaccharides pour améliorer la croissance des
plantes

Les plantes sont des organismes vivants qui se développent grdace a un apport
d’énergie (rayonnement solaire) et de matiere fournie par le sol et I'atmosphére. Parmi ces
besoins nutritifs, I'élément azote joue un réle fondamental lors de la croissance des plantes.
Toutefois, les végétaux ne sont pas capables d’assimiler I'azote (N;) contenu dans
I'atmospheére. C'est pourquoi une symbiose va se mettre en place entre la plante et des
bactéries fixatrices d’azote®®. Cela va induire la formation de nodosités racinaires dont le

développement est contrélé par des échanges de signaux moléculaires entre les deux
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symbiotes. Les facteurs de nodulation (Nod) lipo-chitooligosaccharidiques (LCO), sécrétés

par les bactéries rhizobia, appartiennent a ces molécules « signal »°"° (Figure 37).

O
OH
HO o} OH OZ?ZO
HO o 0 5
NH HO Io) (o]
0 NH  HO 0 ol
/ O NH HO OH

o=§ NH

o:<

Figure 37: Exemple de la structure du facteur Nod sécrétés par la bactérie rizobia (Sinorhizobium

meliloti)®’

La présence de substituants sur le squelette oligosaccharidique influe sur I'activité

100-102

biologique de ses molécules . La plupart des facteurs Nod possedent un squelette 3-1,4-

N-acétyl-D-glucosamine, N-acylé a I'extrémité non-réductrice par un acide gras ou par un

® mais elle permet

acide gras polyinsaturé. La synthése de ces facteurs est délicate™
d’accéder a une molécule d’intérét biologique et ainsi de tenter d’élucider le mode de
fonctionnement des facteurs Nod'®*%’. Quelques exemples significatifs sur leur efficacité

sont décrits ci-dessous.

Afin d’améliorer la croissance et le rendement des plantes, il a été envisagé
d’appliquer les facteurs Nod directement a la graine ou dans le sol avant plantationlos. En
2008, la société EMD Crop BioSciences Inc. déposa un brevet concernant le traitement de
soja et de mais (feuilles et graines) par des LCO en présence de polysaccharides tels que la

8

chitine et le chitosane'®. Lors de cette étude a grande échelle, ils ont montré que
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I'utilisation couplée de LCO et de chitosane augmentait les rendements des céréales avec
une efficacité encore améliorée quand I'application avait lieu sur la graine (par rapport a
I'application de LCO seuls). Cependant, Ferguson et coll.® ont mis en évidence la possible
dégradation des LCO par les chitinases des plantes. Cela implique donc que les LCO
échangent les signaux moléculaires avec les plantes ou les graines et initient la réponse
bénéfique avant d’étre dégradés par les chitinases. Bien qu’aucune preuve de mécanisme ne
soit apportée a ce jour, D’Haeze et coll.”” pensent que des substituants spécifiques doivent
protéger les facteurs Nod de I’hydrolyse par les enzymes de la plante hote leur laissant le

temps agir avant d’étre dégradés.

D’autre part, il a été possible d’utiliser les LCO pour augmenter la photosynthése,
et/ou la croissance, et/ou le rendement des cultures, en les vaporisant par spray sur les
feuilles des plantes'® dans une large gamme de concentration allant de 10™ & 10™* M. La
photosynthese et le rendement sont améliorés pour de nombreuses cultures telles que le
soja, le mais, les pommiers, ou encore les vignes. D’autres publications font état de I'action
similaire des LCO pour des concentrations de l'ordre du picomolaire ou bien du

nanomolaire®”!1°,

Ces exemples ont mis en avant des propriétés biologiques intéressantes des
molécules amphiphiles contre les maladies virales des plantes et favorisant 'amélioration du
rendement des cultures. Cependant, méme si le mécanisme d’action a fait I'objet de

nombreuses études, il n’est pas encore parfaitement élucidé a ce jour.

[11.2. Dans le domaine animal

Grace a leur structure modulable et a leur propriété auto-associative, les molécules
amphiphiles offrent un large panel d’applications dans le domaine animal. Ills peuvent servir
de molécules de transport, avoir une action curative ou encore servir de modele pour mieux

comprendre les processus physiologiques de |'organisme.
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[11.2.1. Les molécules amphiphiles dans |la vectorisation de principes actifs

La vectorisation d’un principe actif de nature chimique ou biologique s’effectue grace
a un vecteur qui va acheminer le principe actif jusqu’au site malade. Ce ciblage nécessite que
le vecteur franchisse des barriéres chimiques et biologiques de maniere intacte sans altérer
les organes sains ou |'équilibre physiologique de I'individu. Un des défis majeurs de la
vectorisation est de réussir a augmenter la spécificité d’action de I'agent thérapeutique et

ainsi de réduire les effets indésirables causés par les principes actifs les plus toxiques*** ™2,

Les molécules amphiphiles peuvent avoir un réle important lors du ciblage
thérapeutique. En effet, de nombreux travaux de recherche s’intéressent a la
compréhension de phénomeénes physiologiques et biochimiques induit par linteraction

114

spécifique entre les protéines présentes a la surface des cellules et les saccharides " (Figure

38).

Glycoprotéines
Glucide

Protéine périphérigue

Phospholipides

Protéines intramembranaires

Figure 38: Schéma de la membrane plasmique™

Il a été démontré que I'affinité pour la protéine est plus importante avec une molécule
multivalente™® de type oligosaccharide plutét qu’avec un monosaccharide. Il est ainsi
nécessaire de synthétiser des structures complexes, comprenant plusieurs sites d’ancrage

possibles (Figure 39).
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Figure 39: Interaction entre un systéme glycoconjugué délivrant un principe actif et un récepteur
saccharidique situé a la surface de la cellule. (A) Le composé amphiphile est reconnu par la protéine.
(B) Le site d’ancrage est insuffisant pour avoir une liaison stable entre le composé amphiphile et la
protéine™*®

A ma connaissance, aucune molécule amphiphile monocaténaire n’est utilisée comme seul
constituant d’un vecteur. Cependant, par sa nature il peut prendre part a une structure plus

complexe en apportant une valeur ajoutée de reconnaissance biologique au systéme.

Par exemple, Soussan et coll.**

ont récemment développé un procédé industriel
impliquant la délivrance cutanée d’un anti-inflammatoire qui, associé a un composé
amphiphile  (N-dodécylamino-1-désoxylactitol), forme une molécule amphiphile

catanionique (Figure 40).
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OH oH

0 OH
OH
HO o) H, _CH
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Amphiphile héte

Anti-inflammatoire

Figure 40: Structure d'une molécule amphiphile catanionique formée par I'association d'un anti-

inflammatoire et d’'un composé amphiphile'**

D’apres les auteurs, ce systéme catanionique s’auto-associe spontanément en milieu aqueux
sous forme de vésicules complexes, entrainant une augmentation de I'activité anti-
inflammatoire du principe actif tout en permettant un relargage contrélé et prolongé par
voie cutanée. L’avantage de ces systémes est de pouvoir augmenter l'efficacité de son
principe actif par le choix judicieux de son auto-association avec une espece amphiphile sous

forme catanionique.

D’autres systemes permettent de combiner la délivrance de principes actifs
hydrophobes, faisant partie intégrante de la membrane de vésicules catanioniques, et de
principes actifs hydrophiles, encapsulés dans la cavité aqueuse interne. Par exemple, le
composé amphiphile N-hexadécylamino-1-désoxylactitol a été utilisé comme brique
constitutive d’'une molécule d’un systeme amphiphile tricaténaire catanionique, qui s’auto-

. , . ~ e . . .. 117
associe en vésicules pouvant étre utilisées pour I'encapsulation de principe actif™".
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Figure 41: Représentation de la molécule d’'un systeme amphiphile tricaténaire catanionique
constituant la membrane vésiculaire (a); et de la molécule d'arbutin encapsulée dans la cavité interne

(b)

La téte polaire de la molécule amphiphile permet d’augmenter I’"hydrophilie du systéme
catanionique. Il a été montré que les vésicules formées en milieu aqueux ou en milieu
tampon peuvent encapsuler 8% d’arbutin (principe actif fluorescent) et retenir ce principe
actif pendant au moins 30 heures au sein de leur cavité interne. Ces vecteurs ont un grand
potentiel en vectorisation, méme si la compréhension de I'interaction entre ces vecteurs et

la membrane lipidique semble encore complexe“s.

[11.2.2. Action antifongigue, antimicrobienne et amélioration de la réponse

immunitaire

Muhizi et coll.™**?° ont mis en évidence I'activité antifongique et antimicrobienne de

certains N-alkyl-B-D-glucosylamines sur les organismes (Figure 42).

OH R, R, Nom
Ethyl H EiGPA
O Butyl H BuGPA
HO NR;R, Hexyl H I .lc(_.u.l’.»\
HO Octyl H OcGPA
OH Dodecyl H DoGPA

Figure 42: Structure des N-alkyl-3-D-glucosylamines actifs contre les bactéries Listeria innocua et

Salmonella typhimurium, et contre les champignons Fusarium proliferatum, Coriolus versicolor et

Poria placenta*®
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Ces molécules amphiphiles ont montré une activité importante contre les bactéries Listeria
innocua et la Salmonella typhimurium, ainsi que contre les champignons Fusarium
proliferatum, Coriolus versicolor et Poria placenta. Cette activité augmente avec la
concentration en N-alkyl-B-D-glucosylamines ainsi qu’avec la longueur de la chaine alkyle

(Tableau 6).

Tableau 6: Inhibition de la croissance de Poria placenta apres 9 jours d'incubation avec différentes
concentrations en molécules amphiphiles™®

Percentage of inhibition £ SEM

molfml 103 EbGPA BuGPA HeGPA DcGPA DoGPA
0.0025 0.0 £ 0,0 0.0£ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 937:04
00075 0.0 £ 0,0 0.0£ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 100.0 £ 0.0
0025 153214 7B.4+35 961+20 S80+14 100.0 £ 0.0
o5 263+4.1 9B.7+1.0 100.0 + 0,0 1000+ 0,0 100.0 £ 0.0
0075 5B.B+44 100.0 £ 0.0 - - -

Le maximum d’efficacité est atteint avec le DoGPA, ayant une chaine hydrophobe a douze
atomes de carbone. D’apres les auteurs, il semblerait donc que ce soit la molécule la plus

hydrophobe qui est la plus efficace contre les champignons et les bactéries.

D’autre part, il a été montré que des molécules amphiphiles dérivées de
chitooligosaccharides possédaient des propriétés immunostimulantes et antitumorales>.
Parmi ces dérivés, le composé le plus actif est un lipo-chitooligosaccharide possédant une

chaine hydrophobe a 14 carbones (Figure 43).
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Figure 43: Exemple du composé amphiphile synthétisé par Gorbach et coll.>* possédant des
propriétés immunostimulantes et antitumorales

Les injections péritonéale et intraveineuse de ce composé chez les souris de lignée CBA
(modele de souris male fréquemment utilisé) augmentent leur durée de vie moyenne de 188
%, stimule I'activité des interleukine-1 (déclencheurs de la réponse immunitaire) et induit la

nécrose de tumeurs (cellules de carcinome d’Ehrlich) in vitro.

Par ailleurs, un composé amphiphile monosaccharidique (Figure 44) a montré des

propriétés intéressantes en immunologie*.

o
HO S
HO HI
HC co
|
Hth:
HCOH
I

le?ho
CHs

Figure 44: Composé amphiphile synthétisé et utilisé pour les tests immunologiques par Charon et

coll.**

Ce composé est significativement actif pour stimuler in vitro le systéme du complément (qui
intervient dans la défense contre les microbes, par l'intermédiaire de protéines circulantes

et membranaires qui viennent en aide a I'action des anticorps) du porc et de I'homme. De
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plus, le composé amphiphile synthétisé favorise la mitogénécité (division cellulaire) des

cellules de la rate chez la souris.

En outre, plusieurs dérivés N-octanoyl-(NOG), N-decanoyl-(NDG), N-lauroyl-(NLG), N-
myristoyl-(NMG), N-oleyl-(NOLG) et N-stearoyl-(NSG) D-glucosamine ont été synthétisés et
leur bioactivité comparée a celle d’un stimulant du systéme immunitaire™?* constituant des
bactéries gram négatif : le lipopolysaccharide endotoxique (LPS). Il a été montré (chez la
souris) que les molécules amphiphiles synthétisées avaient un effet adjuvant comparable
voire supérieur a celui des LPS lors de la réponse immunitaire de y-globulines humaines
(appartenant a la famille des anticorps) et des globules rouges de mouton (SRBC). De plus,
certains de ces composés amphiphiles ont montré un effet protecteur contre des
irradiations appliquées chez la souris. Bien que les LPS soient les plus efficaces, le N-
myristoyl-bD-glucosamine (NMG) et le N-décanoyl-D-glucosamine (NDG) apportent une

protection significative (Figure 45).

Pourcentage de survivants aprés irradiation

Traitement Jour Jour  Jour Jour Jour Jour
1 6 12 18 24 30
LPS 100 %0 80 80 80 80
NDG 100 90 60 40 40 40
NLG 100 9% 30 10 10 10
NMG 100 90 40 40 40 40
Control 100 80 2]

Figure 45: Survie des souris femelles irradiées deux jours apres injection des molécules

amphiphiles'*

Il est a noter que lors de ces tests, les doses ont été administrées aux souris avant
irradiation, et ont été différentes dans le cas de LPS (10ug) et des autres molécules
amphiphiles synthétisées (50ug). A la lecture de cet article, on peut se demander s’il ne
serait pas judicieux d’effectuer d’autres mesures a des concentrations variées ainsi que des

essais d’administration du traitement aprés radiations.
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Ainsi, certaines especes amphiphiles monocaténaires possédent des propriétés
immunologiques comparables aux composés présents a I|’état naturel chez I'animal.
L'avantage des molécules amphiphiles de synthése est la connaissance exacte de leur
structure permettant d’étudier plus facilement leur mode d’action. L’application des
molécules amphiphiles doit étre choisie précautionneusement. En effet, Guidetti et coll.'*®
ont mis en évidence l'activité antivirale des N-alkylamino-1-désoxylactitols en dessous de la

concentration micellaire critique et leur toxicité au dessus de la concentration micellaire

critique.

[11.2.3. Les molécules amphiphiles de synthése en tant que substituants de molécules

amphiphiles naturelles

Afin d’étudier le mode d’action des protéines membranaires, et plus particulierement
celles participant a la reconnaissance cellulaire, il est nécessaire de les extraire de leur
milieu. Les protéines peuvent ainsi étre solubilisées par des molécules amphiphiles
spécifiques™®®. Plusieurs équipes de recherche ont synthétisé des amphiphiles permettant de
remplacer ceux existants sur le marché en améliorant leur efficacité. Ces composés
synthétisés ne doivent pas dénaturer la protéine membranaire, sont facilement éliminables

par dialyse, et leur synthese doit étre efficace et conduire a des produits purs.

1. ont comparé lefficacité de la digitonine commerciale

Garelli-Calvet et col
(glycoside qui solubilise les membranes) et de molécules amphiphiles synthétisées, pour
I’extraction de récepteurs opiacés du cerveau de la grenouille Rana ridibunda. Parmi une
série de N-alkylamino-1-désoxylactitols avec des chaines hydrophobes allant de huit a douze
carbones, le N-nonylamino-1-désoxylactitol a montré des propriétés de solubilisation

similaires a celle de la digitonine (Figure 46).
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Figure 46: Taux de solubilisation des récepteurs opiacés en fonction de la proportion de N-
alkylamino-1-désoxylactitol utilisée®

A une concentration de 1% (m/v), le taux de solubilisation par les composés Cq et Cyo est
maximum avec 41% et 25% respectivement. En comparaison, le taux de solubilisation de la
digitonine est compris entre 33% et 50 % en fonction de sa pureté. La molécule amphiphile
synthétisée Cy est donc une candidate idéale pour le remplacement de la digitonine. En
outre, Hildreth® a synthétisé des analogues des N-alkyl-B-p-glucosides (chaine hydrophobe a
7, 8 ou 9 carbones) et étudié leur efficacité lors de la solubilisation des membranes

1. Hildreth a mis en évidence I'effet de la

plasmiques. Tout comme Garelli-Calvet et col
longueur de la chaine hydrophobe mais contrairement a eux, il a montré que plus la
longueur de la chaine hydrophobe est grande, plus la solubilisation de la membrane est

importante.

D’autre part, il est important de pouvoir synthétiser des molécules amphiphiles
semblables a celles présentes au sein des organismes pour étudier et comparer leur
mécanisme d’action’®. Par exemple, afin d’évaluer si les sphingolipides perturbent
I'inhibition ou la stimulation de I’agrégation de neutrophiles au sein des cellules (qui ont un
|.126

réle important lors de la phagocytose des cellules étrangéres ou infectées), Fiore et col

ont synthétisé cing analogues de sphingolipides (Figure 47).
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Figure 47: Structures chimiques de sphingolipides synthétisés'*®

Les résultats des expériences réalisées avec ces cing composés ont montré que les
sphingolipides synthétisés, lorsqu’ils étaient ajoutés a des cellules intactes, permettaient aux
neutrophiles d’exercer leur fonction. D’apres les auteurs, ce résultat est important car il
permet d’avancer que les sphingolipides présents dans les membranes plasmiques ne

perturbent pas I'action des neutrophiles et donc ne défavorisent pas la réponse immunitaire.

. . . . . . 11
D’autres voies applicatives sont possibles pour le marquage in vivo'*. Par exemple,
un composé amphiphile a base de N-succinyl-chitosane et un autre a base de N-succinyl-
chitosane lactosaminé (Figure 48) ont été marqués avec de l'isothiocyanate de fluorescéine

permettant de les localiser rapidement aprés injection et durant 48 heures au sein de souris.
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Figure 48: Structure du N-succinyl-chitosane lactosaminé™

Le composé lactosaminé a montré une action prolongée par rapport au composé N-succinyl
chitosane seul, qui est un parameétre important dans le cahier des charges d’un marqueur in

vivo.

I11.3. Conclusion

Les molécules amphiphiles de synthése peuvent donc présenter d’excellentes
propriétés biologiques dans le domaine végétal et animal. Les molécules amphiphiles
entrent en jeu lors de la vectorisation des principes actifs, et elles peuvent aussi agir
directement sur des agents pathogenes de type champignons ou bactéries. Ce sont
également des composés appropriés pour jouer le rbéle de modeles de molécules
amphiphiles naturelles, permettant ainsi d’améliorer la compréhension des phénomeénes

physiologiques.
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Conclusion

Cette étude bibliographique permet d’avoir une vision globale (et non exhaustive) sur
la synthese, les propriétés d’auto-association et les applications associées a la bioactivité des

molécules amphiphiles de type monocaténaire décrites dans la littérature.

La premiére partie consacrée aux voies de synthese de ces molécules amphiphiles
met en évidence les nombreuses possibilités de site d’ancrage entre la partie hydrophile et
la partie hydrophobe et les difficultés pour obtenir des composés purs avec un faible

nombre d’étapes.

La deuxieme partie apporte des éléments de compréhension quant aux possibilités
d’auto-association des molécules amphiphiles en milieu aqueux qui vont permettre I'acces a

des applications variées.

Les applications liées a la bioactivité des molécules amphiphiles ont ensuite été
décrites dans la troisieme partie avec des exemples d’applications dans le domaine végétal

et animal.

Cette étude bibliographique montre que I'étude du comportement et du role des
molécules amphiphiles est complexe et reste un important domaine de recherche a explorer

afin d’accéder a leurs nombreuses applications potentielles.
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Chapitre Il : Synthése et caractérisation de molécules amphiphiles monocaténaires dérivées de
D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine

Introduction

Ce chapitre sera consacré a la synthése et a la caractérisation structurale de
molécules amphiphiles monocaténaires modeles dérivées de D-glucose et de N-acétyl-b-

glucosamine, deux monosaccharides réducteurs représentés sur la Figure 1.

OH OH

Glc 0 Q GIcNAc
HO HO

HO OH HO Ok
OH NH

Figure 1: Structures chimiques du D-glucose (Glc) et de la N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc)

La littérature rapporte la synthése de nombreuses molécules amphiphiles a partir de ces
précurseurs saccharidiques™?. La présence de plusieurs groupes hydroxyles sur le saccharide
ainsi que celle éventuelle de groupements spécifiques (amine, acide carboxylique) et
I’existence de la fonction aldéhyde au niveau de la position anomeére pour les sucres dits
réducteurs, multiplie les possibilités de greffage d’une chaine hydrophobe par des voies de
synthése nécessitant dans certains cas des étapes de protection et de déprotection (Chapitre
I, II.). Dans nos travaux, les molécules amphiphiles seront synthétisées par une réaction
d’amination réductrice d’une alkylamine sur le monosaccharide (Figure 2). La fonction
aldéhyde au niveau de la position anomére du monosaccharide sera ainsi utilisée pour le
greffage régiosélectif de la chaine hydrophobe. Différentes alkylamines seront utilisées dont
la chaine contiendra 6, 12 ou 16 atomes de carbones. Cette méthode de synthése ne
nécessitant pas de réaction de protection/déprotection, permettra de greffer

régiosélectivement I'alkylamine sur le carbone anomeére du saccharide (Chapitre |, 11.7.).
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OH on
HO 0 Amination réductrice OH
+ RNH > HO
HO OH 2 " -
R1 »
R
CeH13 Ci12Hzs Ci6H33
R1
Dérivés OH GleCE Gl Glecie
de Glc
Dérivés
de GlcNAC NHCOCHs3 | GIcNAcC6 | GIcNAcC12 | GIcNAcC16

Figure 2: Synthése des molécules amphiphiles dérivées de D-glucose (GIcCX) et de N-acétyl-D-
glucosamine (GIcNAcCX). La chaine hydrophobe est une alkylamine possédant X atomes de carbone
(6,12 ou 16).

Ce chapitre sera divisé en trois parties. La premiére partie sera consacrée a la
présentation de la stratégie de synthése en deux étapes utilisée pour obtenir les molécules
amphiphiles. La deuxieme partie décrira quant a elle la synthése des molécules amphiphiles
dérivées de pD-glucose, et possédant une chaine alkylamine a 6, 12 ou 16 atomes de carbone.
Une méthode de purification par traitement en milieu acide sera présentée. La troisiéme
partie concernera 'accés aux molécules amphiphiles dérivées de la N-acétyl-D-glucosamine
selon une méthode de synthése analogue. En premier lieu, le traitement en milieu acide sera
utilisé sur le composé ayant une chaine alkylamine a 12 atomes de carbone. En second lieu,
la synthése des composés dérivés de N-acétyl-D-glucosamine, et possédant une chaine
alkylamine a 6, 12 ou 16 atomes de carbone, sera réalisée sans utilisation du traitement en

milieu acide.
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I. Stratégie de synthése

En solution aqueuse, les monosaccharides réducteurs tels que le D-glucose, sont
présents sous plusieurs formes tautomeres : I'une est la forme linéaire avec la présence
d’une fonction aldéhyde, et les deux autres sont des formes cycliques composées de deux
anomeéres o et . Par exemple, en solution aqueuse, le glucose est présent sous forme
linéaire (< 0.1 %) et sous forme cyclique (environ 35% sous forme o et environ 65 % sous
forme B). Le passage d’une forme anomeére a une autre (B-D-glucopyranose < D-glucose
linéaire < a-D-glucopyranose) par ouverture du b-glucose puis hémi-acétalisation

intramoléculaire est appelé « mutarotation » (Figure 3).

Forme cyclique Forme linéaire Forme cyclique
OH OH
(0] —_— OH = O
HO HO HO
HO HO HO OH
OH OH OH
OH

a-D-glucopyranose (~ 35%) D-glucose (<0.1%) B-D-glucopyranose (~ 65%)

Figure 3: Réaction de mutarotation du D-glucose en solution aqueuse

En présence d’un réactif chimique de la fonction aldéhyde, le déplacement de I'équilibre est
rapide et permet d’avoir un mélange qui se comporte en apparence comme s’il n’était
composé que de la forme ouverte (linéaire)’. La voie de synthése par amination réductrice
gue nous avons considéré dans ce travail a consisté a tirer profit de la réactivité spécifique
du groupe aldéhyde présent sur la forme linéaire du monosaccharide vis-a-vis du caractere
nucléophile de la fonction amine présente en bout de la chaine hydrophobe. Ainsi le
greffage de la chaine alkylamine sera régiosélectif au niveau du carbone anomeére du

monosaccharide.
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Le mécanisme de synthése d'un glycolipide par amination réductrice a été
abondamment décrit dans la littérature®®. La réaction peut étre décrite par deux étapes.
Dans une premiere étape, lorsque I’alkylamine est mise en solution avec le monosaccharide,
le doublet électronique libre de I'azote de la fonction amine va attaquer le carbone
électrophile de la fonction aldéhyde, et permettre la formation d’un produit intermédiaire
de type aminoalcool. Ce produit va se déshydrater spontanément pour former une imine,
appelée aussi « base de Schiff », qui est en équilibre avec le composé cyclique

correspondant, de la famille des N-alkylglycosylamines (Figure 4).

OH o on
OH
OH “H,0
HO ~ 2 OH
HO —o0 HNR "o O === HO R
H
X X y
NHR
Base de Schiff
R: (CH,)n-CH,
n: 5,11 ou 15 “
X : OH ou NHCOCH,4
OH
o
HO
HO
X UNHR

N-alkylglycosylamine

Figure 4: Premiére étape du mécanisme de syntheése d’'une molécule amphiphile par amination
réductrice : obtention des dérivés N-alkylglycosylamines (adapté de™?).

Or, les N-alkylglycosylamines peuvent facilement s’hydrolyser en milieu aqueux. En effet, le
composé cyclique formé peut s’ouvrir pour redonner I'intermédiaire imine qui, en présence
d’eau, peut évoluer vers le produit d’hydrolyse. C'est pourquoi, dans une deuxieéme étape, la
réduction des N-alkylglucosylamines par un agent réducteur, comme le borohydrure de
sodium (NaBH4), va permettre d’accéder aux dérivés N-alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols,
qui sont des composés stables en milieu aqueux (Figure 5). La réaction en deux étapes est
nécessaire étant donné que I'agent réducteur NaBH,4 n’est pas sélectif de la fonction imine et

que la fonction aldéhyde du monosaccharide peut également étre réduite®.
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OH OH

OH NaBH OH
HO 4
o L e N HOHO NHR

R: (CH,)n-CH,
n:5, 11 ou 15

X : OH ou NHCOCH,4

Figure 5: Deuxieme étape du mécanisme de synthése d’'une molécule amphiphile par amination
réductrice : obtention des dérivés N-alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols

Dans la littérature, trois publications font état de la synthése de N-alkyl-1-amino-1-

779 Notons

désoxy-D-glucitols par une réaction d’amination réductrice a partir du p-glucose
gu’aucune ne fait état de la synthése de N-alkyl-1-amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-

glucitols a partir de la N-acétyl-D-glucosamine.

Dans la premiére publication qui date de 1982, Tokuda et coll.” ont décrit la mise au
point d’un protocole de synthese de N-alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols. Ils décrivent en
particulier la synthese de molécules amphiphiles avec une téte polaire p-glucose et une
chaine hydrophobe alkylamine dont la longueur varie de 3 a 18 atomes de carbone. Par
exemple, pour synthétiser le N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol, la solubilisation du b-
glucose et de la dodécylamine (rapport molaire dodécylamine/p-glucose 1: 1) dans du
méthanol a été réalisée par chauffage a reflux jusqu’a dissolution compléte du
monosaccharide. Aprées refroidissement a température ambiante, I'agent réducteur, le
borohydrure de sodium (NaBH,, rapport molaire NaBH,/ b-glucose 2 : 1) a été ajouté a la
solution, qui a ensuite été chauffée a reflux pendant 30 minutes. Le solvant a été évaporé et
une solution méthanolique de HCl a 10% (v/v) a été ajoutée au résidu puis évaporée. Afin
d’éliminer completement les résidus de bore, cette opération a été répétée trois fois, puis le
produit obtenu sous forme chlorhydrate a été recristallisé dans le méthanol. Ce produit a
ensuite été mis en solution dans I'eau puis une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a
30 % (v/v) a été ajoutée et un dépdt de cristaux fut formé. Apres filtration et lavage a I'eau,
les cristaux ont été recristallisés dans le méthanol. Le rendement molaire final de 52% a été

obtenu pour le N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol et la présence de ce composé fut
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confirmée par analyse élémentaire. Les rendements obtenus pour les molécules amphiphiles

ayant des longueurs de chaine différentes ne sont pas donnés dans ces travaux.

La deuxiéme publication parut en 1995. Van Doren et coll.? ont synthétisé des N-
alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols avec une téte polaire b-glucose et une chaine hydrophobe
alkylamine dont la longueur varie de 1 a 16 atomes de carbone (1, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16), en
utilisant un protocole proche de celui de Tokuda et coll.”. Cependant, les auteurs ont réalisé
la synthése entre le p-glucose et I'alkylamine (rapport molaire alkylamine/ p-glucose 1:1) a
température ambiante pendant 24h et non pas a reflux. De plus, I'agent réducteur NaBH, a
été ajouté en quantité équimolaire par rapport au D-glucose et la solution n’a pas été
chauffée a reflux. Le mélange fut acidifié par addition de HCI concentré pour atteindre un pH
de 2-3 afin d’hydrolyser les résidus de bore. Le précipité obtenu a été filtré et lavé avec de
I'eau glacée et de I'éthanol froid. Aprés séchage, le produit fut mis en solution dans le
méthanol avec un léger excés d’hydroxyde de sodium et cette solution fut chauffée a reflux
jusgu’a obtenir une solution claire. Le précipité formé au refroidissement a été filtré et lavé a
I'eau et a I’éthanol froid. Apreés recristallisation dans I’éthanol, des rendements molaires de
60 a 90% ont été obtenus. Méme si les rendements obtenus sont supérieurs a ceux de
Tokuda et coll.” pour le composé ayant une chaine & 12 atomes de carbone, aucune

caractérisation des produits obtenus n’a pas été décrite.

La troisieme publication a été publiée en 2009 par Ramsch et coll.’. Ils ont réalisé la
synthese du N-octyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol en utilisant un protocole proche de celui de
Van Doren et coll.®. Cependant, la température et le temps de chauffage dans le méthanol
ont été modifiés. Apres agitation pendant 24 heures a température ambiante, la solution fut
chauffée pendant 30 minutes a 60°C. Le réducteur NaBH, a été ajouté en plus grande
quantité (rapport molaire NaBH4/D-glucose 2 : 1) et cette solution fut agitée pendant 24
heures a température ambiante puis chauffée pendant trente minutes a 60°C. La suite du
protocole est similaire a celui de Van Doren et coll.’. Aprés deux recristallisations dans
I’éthanol, le N-octyl-1-amino-1-désoxy-p-glucitol fut obtenu avec un rendement molaire de

30%. Le produit a été caractérisé par RMN *H et 3C et par analyse élémentaire.

Les trois méthodes de synthéses précédemment décrites ont été résumées dans le

Tableau 1 ci-dessous afin de mettre en évidence les différences observées entre les
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parametres expérimentaux, les techniques de caractérisation et les rendements de

réactions.

Tableau 1: Comparaisons des trois méthodes de syntheses de N-alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols
décrites par Tokuda et coll.”, Van Doren et coll.? et Ramsch et coll.’. (Les équivalences molaires sont
par rapport au monosaccharide)

Syntheése
décrite par: Tokuda et coll.” Van Doren et coll.? Ramsch et coll.’
Produits de D-glucose
départ . . . : . . .
dodécylamine (1.1 éq.mol.) { alkylamine (1.1 ég.mol.) octylamine (1.1 ég.mol.)
Chauffage dans . o
le méthanol 2 h  reflux 20 h ATy 2403 Tam, €t 30 min a
60°C
22‘;‘:Imon avec 1:2 éq.mol. 1:1 éq.mol. 1:2 ég.mol.
4 Tamp + 30 min a reflux Tamb Tamp + 30 min a 60°C

Lavages avec HCI 10% dans
Purification méthanol
et recristallisation

Ajout de HCl concentré jusqu’a pH 2-3
Précipité lavé a I'eau et a I'éthanol froid

Mise en solution NaOH 30% , R
6 (v/V) Méthanol et excés de NaOH
dans H,0
Précipité L L an Y .
Lavé a l'eau Lavé a I'eau et a I'éthanol froid

Recristallisati ,

ecristallisation Méthanol Ethanol
Rendements
molaires 52 % 60-90 % 30%

" . RMN 'H et *C
Analyse élémentaire

Caractérisation . . Aucune Analyse élémentaire
Point de fusion

Ces trois voies de synthése sont intéressantes car elles ont permis d’obtenir les N-alkyl-1-
amino-1-désoxy-D-glucitols attendus. La voie de synthése décrite par Tokuda et coll.” semble
efficace car le N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol a été obtenu avec un rendement
molaire satisfaisant (52%) et le composé a pu étre caractérisé par analyse élémentaire.
Concernant les travaux de Van Doren et coll.’, méme si les composés ont été obtenus avec

un rendement trés satisfaisant (60-90%) aucune caractérisation n’a été présentée (ces
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composés étant dans leur cas considérés comme des intermédiaires dans la synthese
d’autres produits). Ramsch et coll.® ont quant & eux réalisé la caractérisation du N-octyl-1-
amino-1-désoxy-p-glucitol (rendement molaire égal & 30 %), par RMN 'H et RMN °C et

analyse élémentaire.

D’apres I'étude de ces trois publications, nous avons choisi de synthétiser et de purifier les
molécules amphiphiles dérivées du p-glucose envisagés dans cette thése par la méthode de
Tokuda et coll.”. Ensuite, cette méthode sera adaptée aux molécules amphiphiles dérivées
de GlcNAc. Tout comme Ramsch et coll.?, nous caractériserons les molécules amphiphiles
obtenues par RMN 'H et RMN 3C et analyse élémentaire. De plus, nous disposerons d’une

technique complémentaire d’analyse par spectrométrie de masse.

Le schéma réactionnel présenté dans la Figure 6 illustre la voie de synthése envisagée. Dans
un premier temps, la réaction permettant le greffage de I’alkylamine sur le monosaccharide
est effectuée dans le méthanol a chaud (T = 65°C) et la réduction sera réalisée en présence
de I'agent réducteur NaBH,4. Aprés évaporation des solvants et séchage du produit sous
pression réduite, un brut réactionnel sera obtenu (Figure 6a). Le traitement de ce dernier en
milieu acide permettra d’obtenir la forme chlorhydrate de ce composé (Figure 6b), puis celui-

ci sera neutralisé pour conduire a la molécule amphiphile purifiée (Figure 6c).
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OH OH
o Aminat_ion oH
HO réductrice HO o
HO OH + RNH, > HO NHR Brut réactionnel
Ry R, (a)
Purification
en milieu acide
Dérivés Dérivés OH
de Glc de GIcNAc oM Cl
]
HO ®
Re o NH,R Forme chlorhydrate
R OH NHCOCHs3 R, (b)
CeH13 GlcC6 GlcNAcC6
Neutralisation
Ci2Has GlcC12 GIcNAcC12
Ci6H33 GlcC16 GlcNACC16 OH
OH Molécule
HO amphiphile dérivée
HO NHR

R de Glc ou GIcNACc
1

(c)

Figure 6: Stratégie de synthése en deux étapes des molécules amphiphiles dérivées de D-glucose
(GlcCX) et de N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAcCX). La chaine hydrophobe est une alkylamine
possédant 6, 12 ou 16 atomes de carbone
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Il. Accés aux molécules amphiphiles dérivées de b-glucose

[1.1. Synthése du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC12)

La voie de synthése qui a été utilisée dans cette étude est analogue a celle décrite par
Tokuda et coll.”. Les résultats obtenus sont discutés en deux parties. L'une présente 'accés
au composé N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate (GlcC12+) et
I'autre partie présente I'accés au composé N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC12)

sous forme neutre.

11.1.1. Préparation du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous  forme
chlorhydrate (GlcC12+)

Le N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate a été synthétisé a

partir du b-glucose et de la dodécylamine selon le schéma réactionnel décrit dans la Figure 7.

OH OH
Cl
HO ° oH e@
1) MeOH, reflux, 1h
HO on * HaN—(CHy)11—CHg ) HOHO NHz ~ CH;,
OH 2) NaBH,, MeOH OH (CH2)11
3) HCI 10% v/v, MeOH
Gle GleC12+

Figure 7: Schéma réactionnel de la synthése du composé N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous
sa forme chlorhydrate (GlcC12+) a partir du D-glucose

Dans cette synthése, le p-glucose et la dodécylamine ont été chauffés a reflux dans le
méthanol pendant 1 heure. La dodécylamine a été ajoutée en excés (1.1 éq. mol. par rapport
au monosaccharide) afin de s’assurer du greffage total du monosaccharide. La solution a
ensuite été refroidie jusqu’a température ambiante et I'agent réducteur NaBH, a été ajouté
en exceés (1:2 éq. mol. par rapport au monosaccharide). Aprés la compléte addition de
NaBH,4, la solution fut chauffée a reflux pendant 30 minutes. Ensuite, le solvant a été
évaporé et une solution méthanolique d’HClI a 10% (v/v) fut ajoutée au résidu, afin

d’éliminer complétement les résidus de bore. Cette opération a été répétée trois fois, puis le
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produit obtenu a été recristallisé dans le méthanol et séché sous vide. Le composé GlcC12+ a

été isolé sous forme de poudre avec un rendement molaire de 92%.

Le composé ainsi obtenu a été analysé par spectroscopie RMN *H dans CD;OD. Le
spectre RMN 'H correspondant (Figure 8) met en évidence la présence de la chaine alkyle en
C12, caractérisée par deux multiplets a 1.3 et 1.7 ppm, attribués respectivement aux protons
H2’ et H3’ jusqu’a H11’, ainsi que par un triplet a 0.9 ppm correspondant aux trois protons
H12’ du groupement méthyle présent a I'extrémité de la chaine alkyle. Le spectre montre
également la présence de deux multiplets a 3.2 et 3.0 ppm correspondant respectivement
aux protons H1 du sucre et H1’ de la chaine alkyle en oo du groupe NH. On peut remarquer
gu’aucun signal a 2.9 ppm caractéristique du proton H1’ en a de la fonction amine de la
dodécylamine n’est observé dans ce spectre, permettant de conclure qu’aucune trace de
dodécylamine résiduelle n’est présente dans I’échantillon analysé. (cf spectre RMN *H de la

dodécylamine donné en Annexe 1).

OH
4 8 gl
5 OH ® > 12
HO 2 NH
HO 2\/\ ~CHs
3 (CHz)g
OH 1 1
3-11°
)
3 Q
I T H3’-H11’| g
o
| [
|
l
| |
H2-H6|
] (H12’
I ‘
e ‘
| | J HY H2' I
i 0 i
| [ | ,
h: |||a | 1 |
N 1L |
“é__ - — - —- et ..'-‘ v - — e L —
n = h. o
.%o NIES s s g
S . S = - 1 ™ = .
52 48 44 40 EX 12 28 24 20 1.6 1.2 o8 04 oo

Figure 8: Spectre RMN 'H a 300 MHz du composé GlcC12+ dans CD;0D (Scuzop = 3.34 ppm ; Spop =
4.85 ppm)

88



Chapitre Il : Synthése et caractérisation de molécules amphiphiles monocaténaires dérivées de
D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine

L'attribution précise des différents signaux présents dans ce spectre a été possible en
considérant les résultats d’analyses par spectroscopie RMN 2D *H-'H COSY (Figure 9). Outre
I'attribution des différents signaux correspondant aux protons de la chaine alkyle, cette
technique a été particulierement utile pour déterminer les différents signaux
caractéristiques des protons de la partie sucre, notamment entre 4.1 et 3.6 ppm, comme le

montre plus précisément la figure 9b.

H3"-H1T ,
H12
H2-H6 ﬁ " " k J
A wh_ A A S A pem
H12'

LESYS

.0

()

H6b, H3

(b)

Figure 9: (a) Spectre RMN 2D 'H — 'H COSY a 500 MHz du composé GlcC12+ dans CD;0D (8cusop =
3.34 ppm). (b) agrandissement du spectre dans la région de 2.8 a 4.2 ppm.
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Les informations relatives a la caractérisation structurale du composé GIcC12+ ainsi
obtenues par les analyses de RMN *H et 2D 'H-'H COSY ont été corroborées avec les

analyses de RMN *3C et DEPT 135, respectivement détaillées dans les figures 10a et 10b.

OH
4 8 gl
s —OH % > 12
HO 2 NH
HO 2\/\ _~CHs
(CH2)g
3 OH 1 1
3mr
W \ S
o
(@]
)
(9]
C3’-C171’
33 e
c12
c2 c2
Ccé6
C1
(%]
=
(=
o ‘ e ‘ e ‘ I ‘ ‘ . (a)
5re @ g e ogmess & g g
g8 g 3 g9 #8888E  ® z s
Wl [ A
C3-C5
[
C2
Cc12
n
>
'_
2'
C C1 v
Cc3’-C171’
o ' e ‘ e ‘ T ow ‘ ' o roon (b)

Figure 10: Spectres RMN “C (a) et DEPT 135 (b) & 75 MHz du composé GlcC12+ dans CD;0D (& = 49.3

ppm)
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Ainsi, sur les spectres de RMN 13C et DEPT 135, on peut distinguer trois grandes régions de
signaux: la premiére région entre 80 et 60 ppm correspond aux signaux des carbones C2 a C6
du sucre ; la deuxieme région autour de 50 ppm correspond aux signaux des deux carbones
C1 et C1’ liés a I'atome d’azote et enfin, la troisieme région entre 35 et 10 ppm correspond
aux signaux des carbones C2’ a C12’ de la chaine alkyle. En ce qui concerne plus précisément
le signal du carbone C1’ 4 49.1 ppm, on peut remarquer qu’il est masqué en RMN **C par le
signal d( au solvant CDs0D a 49.3 ppm (figure 10a). Sa position a pu étre clairement mise en
évidence a l'aide du spectre DEPT 135 (figure 10b) et son attribution par des analyses de
corrélation proton/carbone (RMN 2D 'H-*C HSQC) présentées dans la figure 11. Ces
analyses de RMN 2D 'H-"3C ont également permis d’attribuer précisément les différents

signaux de la partie sucre ainsi que d’autres signaux caractéristiques de la chaine alkyle.

GlcC12+

) H3-117] Hi2"
HebHS & "
ClH1 |
H3\Hba . -
h4 | | HI H2™ l\
o AU B W S
12’ — ; |
:20
2 — . .
| = -
C37-11" o =~ 30
~40
(CH;0D)
—; ....... Fesadannnnnnnn TP TTY
C1—] - 50
- 60
C6 — HER t
C2_J...i i
(o J o7/ | I N f °
C5 | ,
— T | T M e B e --.I._,:
4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 oom

Figure 11: Spectre RMN 2D *H — *C HSQC & 500 MHz du composé GlcC12+ dans CD;0D (Scusop = 3.34

ppm)
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L’analyse du composé par spectrométrie de masse ESI montre la présence d’un seul
pic & 350.3 m /z correspondant a I'ion [(GlcC12+) + H]" (Figure 12). Ce résultat confirme non
seulement la structure attendue du composé, mais met également en évidence qu’aucune

impureté organique n’est présente dans cet échantillon.

Intens
x105 3503

[(GlcC12+) + H*

) e

100 200 300 400 500 600 miz

Figure 12: Spectre de masse ESI en mode positif du GlcC12+ (M = 349.5 g/mol)

Les différentes analyses réalisées par spectroscopie de RMN et spectrométrie de masse ont
ainsi permis de caractériser précisément la structure du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-
glucitol sous forme chlorhydrate. Ce produit a été obtenu avec un trés bon rendement par
amination réductrice du D-glucose avec la dodécylamine suivie d’un traitement en milieu

hydroalcoolique acide selon la méthode décrite par Tokuda et coll.”.

11.1.2. Préparation du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC12)

La deuxieme partie de la voie de synthése du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol
s’'intéresse a la neutralisation basique de sa forme chlorhydrate précédemment préparée

(GlcC12+), comme illustré par le schéma réactionnel de la figure 13.

Pour cela, le protocole a consister a additionner un léger excés d’hydroxyde de

sodium a une solution aqueuse du composé GlcC12+, a température ambiante. Cet ajout
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entraine la précipitation quasi instantanée du composé. Le précipité ainsi formé a été
recueilli apres une étape de filtration couplée a des lavages a I'’eau. Finalement, le composé
GlcC12 a été obtenu sous forme de poudre aprés recristallisation dans le méthanol, avec un
rendement molaire de 75 %. Le rendement molaire d’obtention du N-dodécyl-1-amino-1-

désoxy-D-glucitol sur I'ensemble de la synthese est ainsi de 70%.

OH
cl OH
OH ©
® OH
HO NaOH 30% v/v
Ho NH2(\CH f o g HOHO NH  CHs
OH 2)11 H,0, T. amb r (CHp)1y
GlcC12+ GlcC12

Figure 13: Schéma réactionnel de la synthése du composé GlcC12 par neutralisation basique de sa
forme chlorhydrate (GlcC12+)

Le composé GIcC12 a été analysé par spectroscopie RMN *H (Figure 14). Comme on pouvait
s’y attendre, le spectre obtenu présente d’un point de vue général de fortes similitudes avec
le spectre RMN *H de sa forme chlorhydrate GlcC12+ (Figure 9). On retrouve en effet les
trois régions de signaux, correspondant aux protons H2 a H6 du sucre entre 4.0 et 3.6 ppm,
aux deux protons en o du groupe NH entre 3.2 et 2.7 ppm et enfin aux protons H2" a H12’ de

la chaine alkyle entre 1.5 et 0.9 ppm.

Cependant, une analyse plus fine permet de mettre en évidence des différences de
déplacements chimiques pour les protons proches voisins du groupe NH, en particulier pour
les protons en o (H1 et H1’) et dans une moindre mesure pour ceux en 3 (H2 et H2’). Ceci est
clairement illustré par les données du tableau 2. On peut ainsi observer que le passage de la
forme chlorhydrate (GlcC12+) a la forme neutre (GlcC12) du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-
glucitol s"accompagne d’un déplacement vers les champs forts (blindage), respectivement de
0.41 et 0.36 ppm pour les protons H1 et H1'. Alors que dans le cas des protons H2 et H2’, ce
déplacement vers les champs forts est déja moins significatif avec des valeurs respectives de
0.17 et 0.19 ppm. Cette variation observée est certainement liée a la différence de densité

électronique de I'atome d’azote entre la forme chlorhydrate (GlcC12+) caractérisée par un
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atome d’azote en déficit d’électron et la forme neutre (GlcC12) caractérisée par un atome

d’azote possédant un doublet d’électrons libre).
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Figure 14: Spectre RMN 'H & 300 MHz du composé GlcC12 dans CD;0D (Scusop = 3.34 ppm)

Tableau 2: Déplacements chimiques des protons H1, H2, H1’ et H2' du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-
D-glucitol sous forme chlorhydrate (GIcNC12+) et neutre (GIcNC12).

Protons d gicc12+ (PPM) d glcc12 (PPM) A [Ogicc12+ - Oaicc12] (PPM)
H1 3.16 2.75 +0.41
H1’ 3.01 2.65 +0.36
H2 4.05 3.88 +0.17
H2’ 1.71 1.52 +0.19

Notons que, comme dans le cas du composé GlcC12+ (cf paragraphe 11.1.1), I'attribution des
différents signaux du spectre RMN H du composé GIcC12, a savoir les protons de la partie

saccharide et la chaine alkyle, a pu é&tre possible par I'analyse du spectre RMN 2D COSY 'H —

'H, détaillé dans la Figure 15.
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Figure 15: (a) Spectre RMN 2D 'H — 'H a 500 MHz du composé GlcC12 dans CD;OD (Scuzop = 3.34
ppm), (b) agrandissement du spectre dans la région de 3.40 a 3.95 ppm.
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En ce qui concerne I'analyse du composé GlcC12 par spectroscopies RMN *>C et DEPT135, les
spectres obtenus (Figure 16) présentent également de fortes similitudes avec ceux de sa

forme chlorhydrate (GlcC12+) donné dans la Figure 11.

143116

651100
32,598
S0731¢
330065

c3’-c1r

CH50D

c2-cs €6 ‘ |
c’ c12’

96



Chapitre Il : Synthése et caractérisation de molécules amphiphiles monocaténaires dérivées de
D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine

c3’-c1r

cé

C1
cr

c

c12

C2-5

T T T T T LI I I T T T T T T 228 T

=1 T T T
95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

(b)

Figure 16: Spectres RMN C (a) et DEPT 135 (b) a 75 MHz du composé GlcC12 dans CD;0D (8 = 49.3
ppm)

On retrouve en effet sur ces deux spectres RMN 13C la distinction des signaux en trois
régions : (i) entre 80 et 60 ppm, les signaux caractéristiques des carbones de la partie sucre
(C1 a C6), (ii) vers 50 ppm, les signaux des deux carbones C1 et C1’ en o du groupe NH, et

enfin (iii) entre 35 et 10 ppm, les signaux des autres carbones de la chaine alkyle (C2’ a C12’).

Toutefois, alors que sur le spectre RMN *C du composé GlcC12+, le carbone C1’ est masqué
par le signal du solvant (0 = 49.3 ppm), il est parfaitement visible a 50.7 ppm sur le spectre
RMN 3C du composé GIcC12. En outre, une analyse approfondie du spectre RMN *C du
GlcC12 a permis de mettre en évidence des différences de déplacements chimiques pour les
carbones qui sont proches voisins du NH, comme cela a déja été montré pour les protons.
Ceci est illustré par les données du tableau 3, a la fois pour les carbones en a du NH (C1 et

C1’) et pour les carbones en 3 du NH (C2 et C2’).

On peut ainsi observer que le passage de la forme chlorhydrate (GlcC12+) a la forme neutre
(GlcC12) du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol s’"accompagne d’un déplacement vers les

champs faibles (déblindage), respectivement de 1.7 et 1.0 ppm pour les carbones C1 et C1’.

97



Chapitre Il : Synthése et caractérisation de molécules amphiphiles monocaténaires dérivées de
D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine

Dans le cas des carbones C2 et C2’ en B du NH, le déplacement est beaucoup moins
significatif (0.2 ppm) pour le carbone C2’ que pour le carbone C2 (3.0 ppm) qui est plus

influencé par le passage de la forme chlorhydrate a la forme neutre.

Tableau 3: Déplacements chimiques des carbones C1, C2, C1’ et C2'du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-

D-glucitol sous forme chlorhydrate (GlcC12+) et neutre (GlcC12).

Carbones d gicc12+ (PPM) S alcc12 (PPM) A [Sgicc12+ - Oaicc2] (PPM)
C1 50.9 52.6 -1.7
cr 49.7 50.7 -1.0
Cc2 69.8 72.8 -3.0
c2 23.8 23.6 +0.2

La caractérisation du composé GlcC12 par spectrométrie de masse ESI (Figure 17) a
permis de confirmer la structure attendue. Le spectre obtenu est en effet caractérisé par un
pic principal a 350.3 m/z correspondant a I'ion [GlcC12+H]" et un autre pic & 372.3 m/z
attribué a I'ion [GlcC12+Na]". Notons qu’aucun signal caractéristique d’impuretés de nature

organique n’est observé dans ce spectre.

Intens.

%105 350.3
3 [GlcC12+H]*
[GlcC12+Na]*
v

Figure 17: Spectre de masse ESI en mode positif du GlcC12 (M = 349.5 g/mol)
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L'obtention de la molécule amphiphile GlcC12, aprés neutralisation du GlcC12+, a donc été
confirmée par les différentes analyses effectuées par spectroscopies RMN *H et °C et
spectrométrie de masse. Dans la suite de cette étude, nous allons appliquer cette méthode
de synthese pour la préparation des analogues en C6 et C16 du N-dodécyl-1-amino-1-
désoxy-D-glucitol, respectivement le N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6) et le N-

dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC16).
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[1.2. Synthése des composés N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6) et

N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-d-glucitol (GlcC16)

11.2.1. Protocole de synthése

Dans une premiere étape, les formes chlorhydrates des N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-
glucitol (GlcC6+) et N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GIcC16+) ont été préparées
par la méthode d’amination réductrice suivie d’un traitement en milieu hydroalcoolique
acide. Pour cela, le D-glucose a été chauffé dans le méthanol a reflux en présence d’une
quantité stoechiométrique d’alkylamine correspondante (hexylamine ou hexadécylamine)
pendant au moins 1h jusqu’a la solubilisation compléete du sucre. La réduction a été ensuite
effectuée par ajout a la solution d’un excés de NaBH; comme agent réducteur. Puis les bruts
réactionnels ont été traités a trois reprises par une solution méthanolique de HCl a 10%
(v/v), suivi d’'une co-évporation. Aprés recristallisation dans le méthanol, les composés
GlcC6+ et GlcC1l6+ ont été isolés avec des rendements molaires respectifs de 88 et 91 %

comparables au rendement obtenu pour le composé GlcC12+.

Dans une deuxiéme étape, les composés N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6)
et N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GIcC16) ont été respectivement synthétisés par
traitement de leur dérivés chlorhydrate GlcC6+ et GlcC12+ par une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium. Les composés obtenus par précipitation dans le milieu réactionnel
ont été purifiés par recristallisation dans le méthanol. Les rendements molaires obtenus
pour cette réaction sont de 68% pour le composé GlcC6+ et 73% pour le composé GlcC12+.
Sur I’'ensemble de la synthese, les composés N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6) et
N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GIcC16) ont été préparés a partir du D-glucose

avec des rendements molaires de 60 et 65 %, respectivement.

OH
OH | oH
0 G
HO H,NCH,)n-CH, Ho OH o OH
HO OH ————» 1o NH, ~ ,CH; —> HO NH CHs
OH oH  (CHan HO """ TcHy

(CHo)n
Gle GleC(n+1)+ GlcC(n+1)
n=5oul5

Figure 18: Schéma réactionnel de la synthése des composé GlcC6 et GlcC16 par amination réductrice
du D-glucose.
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11.2.2. Caractérisations structurales des N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol et N-
hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate et neutre

Les composés N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol et N-hexadécyl-1-amino-1-
désoxy-D-glucitol obtenus sous forme chlorhydrate (respectivement GlcC6+ et GlcC16+) puis
sous forme neutre (respectivement GIcC6 et GIcC16) ont été caractérisés dans un premier
temps par spectroscopie RMN 'H puis par RMN 3C. Uinterprétation de ces différents
spectres s’est appuyée sur les analyses des spectres de RMN correspondants précédemment
décrits pour I'analogue en C12 sous forme chlorhydrate (GlcC12+) et neutre (GIcC12), en

raison de leurs fortes similitudes.
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D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine
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Figure 19: Spectres RMN 'H a 300 MHz des composés (a) GlcC6+, (b) GlcC6, (c) GlcC16+ et (d) GlcC16
dans CD3OD (SCH3OD =3.34 ppm;; 8HOD =4.85 ppm)

En ce qui concerne les analyses de spectroscopie RMN *H (Figure 19), ce qui est remarquable

est que quelle que soit la longueur de la chaine alkyle, les spectres RMN 'H obtenus

présentent un double massif de signaux caractéristiques des protons H1 et H1’' liés aux

carbones en o du groupe NH entre 3.2 et 2.9 ppm pour les formes chlorhydrates (GlcC6+,

GlcC12+ et GlcC16+ respectivement en Figures 8 et 19) et entre 2.8 et 2.5 ppm pour les

formes neutres (GlcC6, GlcC12 et GlcC16 respectivement en Figures 14 et 19).
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Pour une méme longueur de la chaine alkyle, lors du passage de la forme chlorhydrate a la
forme neutre, les déplacements chimiques des H1 et H1’ liés aux carbones adjacents du
groupe NH se déplacent vers les champs forts comme cela est mentionné dans le tableau 4.
On peut notamment remarquer que cette variation est dépendante de la longueur de la
chaine alkyle. Ainsi plus la longueur de la chaine alkyle augmente, plus la variation du
déplacement chimique entre les protons H1 et H1’ de la forme chlorhydrate et ceux de la
forme neutre diminue. Par exemple, pour le proton H1, les variations du déplacement
chimique entre les composés GlcC6+ et GlcC6, GlcC12+ et GlcC12, puis GlcC1l6+ et GlcCl6
sont respectivement de +0.44, +0.41 et 0.36 ppm. De méme, dans le cas du proton H1’, les
variations observées sont de +0.41 entre les composés GlcC6+ et GlcC6, +0.36 entre les

composés GlcC12+ et GlcC12, et +0.33 entre les composés GlcC16+ et GlcC16.

Tableau 4: Déplacements chimiques (8) des protons H1 et H1' en o du groupe NH des composés N-
alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols en C6, C12 et C16 (respectivement GlcC6, GlcC12 et GlcC16) et de
leurs dérivés chlorhydrate (respectivement GlcC6+, GlcC12+ et GIcC16+).

Protons | Jgicce+ (PPM) dalccs (PPM) A(Sgiccs+-Oaiccs) (PPM)
H1’ 3.00 2.59 +0.41
H1 3.17 2.73 +0.44

Protons | dgicciz+ (PPM) | Saicciz (PPM) | A(Ogicc12+-Ocicc12) (PpmM)
H1' 3.01 2.65 +0.36
H1 3.16 2.75 +0.41

Protons | Ogiccis+ (PPM) | Oaiccis (PPM) | A(Ocicc16+-Oaiccis) (PPM)
H1’ 2.94 2.61 +0.33
H1 3.10 2.74 +0.36
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Figure 20: Spectres RMN *C & 75 MHz du GlcC6+, GlcC6, GlcC16+ et du GlcC16 dans CD;0D (Scuzop =
49.3 ppm)

En ce qui concerne les spectres de RMN 3¢ des composés GlcC6+, GlcCo6, GlcC1l6+ et GlcCl6
(Figure 20), ils présentent également des similitudes avec les spectres des composés
analogues en C12: GlcC12+ et GlcC12 (respectivement figures 10 et 16). On retrouve en
effet la présence de trois régions distinctes caractéristiques : (i) entre 80 et 60 ppm, la région
des carbones (C2 a C6) de la partie sucre, (ii) vers 50 ppm, la région des deux carbones C1 et
C1’ en o du groupe NH, et enfin (iii) la région entre 35 et 10 ppm correspondant aux autres

carbones de la chaine alkyle.
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Toutefois, dans le cas des composés sous forme chlorhydrate, les signaux C2-C5 sont
distinguables alors qu’aprés neutralisation ils sont confondus. De plus, le signal du C1’ pour
les composés sous forme chlorhydrate est masqué par la présence du pic du solvant (dchzop
= 49.3 ppm) alors que le signal est visible pour les composés apres neutralisation. Le solvant
d’analyse étant identique, cela indique que le déplacement chimique du C1’ en o du NH est
modifié par rapport a celui du composé sous forme chlorhydrate. Les déplacements

chimiques des carbones en a du NH sont détaillés dans le Tableau 5.

Tableau 5: Déplacement chimique (ppm) des C1 et C1' en o du groupe NH des composés N-alkyl-1-
amino-1-désoxy-D-glucitols en C6, C12 et C16 (respectivement GlcC6, GIcC12 et GIcC16) et de leurs
dérivés chlorhydrate (respectivement GlcC6+, GlcC12+ et GIcC16+)

Carbones | Sgicce+ (PPM) dalccs (PPM) A(Sciccs+-Oaiccs) (ppm)
c1r 49.1 50.7 -1.6
c1 50.9 52.4 -1.5

Protons | dgicciz+ (PPM) | Saicc12 (pPM) | A(Sgicc12+-Ocicc2) (PPM)
cr 49.1 50.7 -1.6
Cc1 50.9 52.6 -1.7

Protons daiccis+ (PPM) daiccis (PPM) A(dcicci6+-9aiccis) (ppm)
c1r 49.5 50.7 -1.2
Cc1 51.4 52.6 -1.2

Lors du passage de la forme chlorhydrate a la forme neutre, les signaux ont un déplacement
chimique plus élevé vers les champs faibles. De ce fait, le signal du C1 présent sous le signal
du solvant (Ocu3op = 49.3 ppm) dans le cas de la forme chlorhydrate devient visible a 52.6
ppm dans le cas de la forme neutre. Contrairement a la RMN 'H, I'écart entre la valeur du
déplacement chimique du C1’ de la forme chlorhydrate et la valeur du déplacement
chimique de la forme neutre ne diminue pas systématiquement lorsque la longueur de

chaine alkyle augmente. L’écart entre les composés GlcC6+ et GlcC6 (1.6 ppm) est identique
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a celui entre les composés GlcC12+ et GIcC12 (1.6 ppm), lui-méme supérieur a celui entre les
composés GlcC16+ et GIcC16 (1.2 ppm). Dans le cas du C1, I'écart entre les composés GlcCo+
et GIcC6 (1.5 ppm) est inférieur a celui entre les composés GlcC12+ et GlcC12 (1.7 ppm), lui-

méme supérieur a celui entre les composés GlcC16+ et GlcC16 (1.2 ppm).

Par ailleurs, les analyses de spectroscopie RMN 'H et C des composés GlcC6+,
GlcC6, GlcC16+ et GlcC16 ont été complétées par des analyses de spectrométrie de masse
ESI, présentées dans la Figure 21. Pour les deux composés en C6, les spectres obtenus sont
caractérisés par un pic de forte intensité & 266.2 (m/z) correspondant a I'ion [M+H]", et un
pic de faible intensité a 288 (m/z) correspondant a I'ion [M+Na]* (Figure 21a et 21b). On
peut également noter la présence d’un pic de faible intensité a 406.4 (m/z) attribué a une
impureté présente dans I’hexylamine utilisée comme réactif de départ. Concernant les
spectres des deux composés en C16, ils sont caractérisés par un pic tres majoritaire a 406.4
(m/z) de Iion [M+H'] et d’un autre de trés faible intensité & 434.4 (m/z) dans le cas du
GlcC16 correspondant a I'ion [M+K]" et & 428.3 (m/z) dans le cas du GlcC16+ correspondant
al'ion [M+Na]* (Figure 21c et 21d).
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Figure 21: Spectres de masse ESI en mode positif du GlcC6+ (a), GlcC6 (b), GlcC16+ (c) et GlcC16 (d). *

impureté présente au sein de I’"hexylamine utilisée comme réactif de départ
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I1.3. Conclusion sur la synthése des molécules amphiphiles dérivées de D-
glucose en C6, C12 et C16

La voie de synthése décrite par Tokuda et coll.” nous a permis de préparer les dérivés
de D-glucose ayant une longueur de chaine alkyle hydrophobe variable a 6 ou 16 atomes de

carbone, avec des rendements molaires totaux satisfaisants (Figure 22).

OH
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o NHR
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N-alkyl-1-amino-désoxy-D-glucitol

R=CgHyy rdt=60%
R=Cy,Hys rdt=70%

Figure 22: Bilan de I'obtention des molécules amphiphiles GlcC6, GIcC12 et GlcC16 synthétisées dans
cette étude par une réaction d’amination réductrice

Cette méthode de synthése peut étre décomposée en deux étapes : (i) une premiere étape
d’amination réductrice du p-glucose en présence de I'alkylamine conduisant a la formation
du composé sous forme chlorhydrate (GIcCX+) suite a un traitement acide pour éliminer les
résidus de I'agent réducteur utilisé ; puis (ii) une deuxieme étape dans laquelle le composé
(GlcCX+) est neutralisé en milieu basique pour conduire au produit attendu. Les N-alkyl-1-
amino-1-désoxy-D-glucitols (GIcCX) ainsi que leurs dérivés chlorhydrate (GlcCX+) ont été
parfaitement caractérisés a la fois par spectroscopies de RMN H et *C et spectrométrie de
mase ESI, ce qui a notre connaissance apporte de nouvelles données a la littérature

existante sur des composés analogues. Ainsi pour mémoire (Tableau 1), Tokuda et coll.” ont
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décrit la caractérisation du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol uniquement par analyse
élémentaire. Dans leur travaux sur la synthése de N-alkyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitols, Van
Doren et coll.®2 n’ont pas présenté de données structurales de ces composés qui ont servi
d’intermédiaires réactionnels. Seuls, les travaux de Ramsch et coll.’ sur la synthése de
I'analogue en C8 (N-octyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol) permettent d’avoir des données
structurales de spectroscopies de RMN H et Bc.

Les rendements molaires totaux obtenus pour le composé GlcC6 (60%), le composé
GlcC12 (70%) et le composé GlcC16 (65%), sont supérieurs a ceux obtenus par Tokuda et
coll.” (52%) mais inférieurs a ceux obtenus par Van Doren et coll.® (fourchette entre 60% et
90%). Dans le cas de Tokuda et coll.’, seul le rendement molaire du composé GIC12 est
donné (52%), il est de ce fait impossible de comparer avec les rendements molaires du
composé GlcC6 et du composé GlcC16. Concernant les travaux de Van Doren et coll.?, le
rendement donné est une fourchette pour les molécules amphiphiles synthétisées avec huit
longueurs différentes de chaine alkyle, on ne connait donc pas le rendement exact de
chaque molécule amphiphile en fonction de sa longueur de chaine. Enfin, dans le cas des
travaux de Ramsch et coll.?, seul une molécule amphiphile ayant une chaine alkyle & huit
atomes de carbone a été synthétisée, il n’est donc pas possible de comparer
significativement ce rendement molaire (30%) avec celui des molécules amphiphiles

synthétisées dans ce travail.
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lll. Accés aux molécules amphiphiles dérivées de N-acétyl-D-glucosamine

I11.1. Application de la méthode d’amination réductrice décrite par Tokuda

et coll. au couple N-acétyl-D-glucosamine/ dodécylamine

Dans ce travail nous avons voulu appliquer, pour la N-acétyl-D-glucosamine, la
méthode d’amination réductrice de Tokuda et coll.” décrite précédemment pour le D-
glucose. L'objectif est ici d’étudier la faisabilité de greffer des chaines hydrophobes de type
alkylamine en position anomere de la N-acétyl D-glucosamine. Dans ce contexte, nous nous
sommes intéressés a I|’amination réductrice de la N-acétyl-D-glucosamine par la
dodécylamine, en adaptant le protocole décrit précédemment pour les dérivés D-glucose.
Ainsi, étant donné la plus faible solubilité de la N-acétyl-D-glucosamine dans le méthanol
que le D-glucose, il a été nécessaire d’utiliser des solutions diluées de N-acétyl-D-
glucosamine a 1.6% (m/v) dans le méthanol contre 10% (m/v) pour le D-glucose. Comme
dans le cas du D-glucose, la réaction d’amination réductrice a été réalisée en chauffant a
reflux de méthanol la solution de N-acétyl D-glucosamine avec la dodécylamine en quantités
stoechiométriques, puis par addition de NaBH; comme agent réducteur. Trois co-
évaporations successives du milieu réactionnel par une solution méthanolique de HCl a 10%
(v/v) ont permis d’obtenir un résidu solide, qui a ensuite été recristallisé dans le méthanol.
Les analyses de spectroscopie RMN et de spectrométrie de masse décrites ci-aprés ont
montré que le produit obtenu n’est pas le produit attendu, c'est-a-dire le N-dodécyl-1-
amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate (GIcNAcC12+),
mais son dérivé glucosamine, le 1-N-dodécyl-1,2-diamino-1,2-didésoxy-D-glucitol sous forme

chlorhydrate (GIcNC12+) (Figure 23).
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Figure 23: Schéma d’obtention du 1-N-dodécyl-1,2-diamino-1,2-didésoxy-D-glucitol sous forme
chlorhydrate par réaction de la N-acétyl-D-glucosamine avec la dodécylamine

Sur le spectre RMN 'H du composé obtenu (Figure 24), on peut observer trois zones
caractéristiques : la partie saccharide entre 4.1 et 3.3 ppm, les signaux correspondants aux
protons H1 et H1’ en o de I'azote entre 3.2 et 2.8 ppm, et les signaux caractéristiques de la
chaine alkyle entre 1.7 et 0.9 ppm. Cependant, le signal caractéristique du CHs3 de I'acétyl
pour le GIcNAc attendu a 2 ppm n’est pas présent sur le spectre, ce qui laisse penser que le

composé obtenu n’est pas un dérivé de la N-acétyl-p-glucosamine.
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Figure 24: Spectre RMN 'H & 300 MHz du GIcNC12+ dans le CD30D (8cuson = 3.34 ppm ; Suop = 4.85

ppm)

On peut cependant remarquer que la valeur des intégrales des signaux de la partie
saccharidique est légerement sous-estimée par rapport a la valeur des signaux de la chaine
alkyle. En effet, la somme des intégrales des huit protons du sucre est égale a 6.4, ce qui
induit une valeur de 0.8 pour le ratio proton sucre/ proton alkyle. Ceci peut étre expliqué par
la présence dans le produit d’alkylamine résiduelle. La caractérisation du composé obtenu a

été complétée par I'analyse des spectres RMN *3C et DEPT 135 (Figure 25).
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Figure 25: Spectre RMN **C et DEPT 135 (75 MHz) du GIcNC12+ dans le CD30D (Scusop = 49.3 ppm)
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Sur le spectre *C du produit obtenu, on peut distinguer deux grandes zones de signaux :
I'une entre 75 et 55 ppm pour les signaux correspondants aux carbones du sucre, et |'autre
entre 45 et 10 ppm ou les signaux des carbones de la chaine alkyle sont représentés.
L'interprétation du spectre DEPT 135 nous a permis de préciser la position des carbones en
o du groupe NH, les carbones C1 a 60.5 ppm et C1’ a 40.8 ppm, et la position du carbone C6
3 64.6 ppm. Le spectre de corrélation proton/ carbone (RMN *H-"*C HSQC) nous a permis de

compléter I'attribution des signaux du GIcNC12+ comme détaillé dans la Figure 26.
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Figure 26: Spectre RMN 2D 'H - *C HSQC (300 MHz) du composé GIcNC12+ dans CD;0D & 500 MHz

Par ailleurs, I'analyse du composé GIcNC12+ a été complétée par spectrométrie de

masse ESI (Figure 27). Un pic de forte intensité a m/z égal 349.3, a été attribué a l'ion

115



Chapitre Il : Synthése et caractérisation de molécules amphiphiles monocaténaires dérivées de
D-glucose et de N-acétyl-D-glucosamine

[(GIcNC12+)+ H]". Un autre pic de faible intensité caractéristique de la dodécylamine quin’a
pas entierement réagit au cours de la synthese et qui se retrouve dans le produit final a été

observé a m/z égal 186.2 [dodécylamine +H]".
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Figure 27: Spectre de masse ESI en mode positif du composé GIcNC12+

Les techniques de caractérisation structurale complémentaires ont donc permis de
mettre en évidence que le produit sous forme chlorhydrate obtenu était en réalité le dérivé
D-glucosamine : 1-N-dodécyl-1,2-diamino-1,2-didésoxy-D-glucitol (GIcNC12+). On peut
supposer que le milieu acide au cours de la derniere étape de synthése a favorisé la N-
désacétylation du dérivé N-acétyl-D-glucosamine, conduisant a la formation du composé
GIcNC12+. D’apres ces observations, il a été montré que I'accés aux composés de N-alkyl-1-
amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol n’est pas envisageable selon le protocole
suivi incluant un traitement en milieu acide pour éliminer les résidus de bore et qui

favoriserait la formation des dérivés N-désacétylés.
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I11.2. Réaction d’amination réductrice entre la N-acétyl-D-glucosamine et les

alkylamines en C6, C12, et C16 sans traitement en milieu acide

Bien que le traitement des dérivés de GIcNAc ne soit pas possible en milieu acide,
nous avons souhaité présenter les résultats de synthése qui ne sont pas, a notre
connaissance, décrits dans la littérature. L’originalité de cette synthese est ainsi d’obtenir et
de caractériser des molécules amphiphiles dérivées de GIcNAc et ayant une longueur de
chaine alkyle variable. Comme précédemment, la voie de synthése utilisée a consisté a
greffer une chaine alkylamine a 6, 12 ou 16 atomes de carbone sur |'aldéhyde de la N-acétyl-
D-glucosamine par une réaction d’amination réductrice’. Les produits obtenus sont des bruts
réactionnels nommés ici GIcNAcC6b, GIcNAcC12b, et GIctNAcCl6b qui ont été caractérisés

par spectroscopie RMN *H et spectrométrie de masse (Figure 28).

OH
OH
o)
1) MeOH, reflux
HO '
o oyt HN—CH—CHy s o on
A 2) NaBH, MeOH HO NH\(CH ; s
n
NHAC 2
GlcNAC n=5,110u 15

n=5 GlcNAcC6b
n=11 GIcNAcC12b
n=15 GIcNAcC16b

Figure 28: Obtention des composés GIcNAcC6b, GIcNAcC12b et GIctNAcC16b par amination réductrice

de la N-acétyl D-glucosamine avec des alkylamines a 6, 12 et 16 atomes de carbone

Dans un premier temps, la N-acétyl-D-glucosamine et I'alkylamine (rapport molaire par
rapport au saccharide 1: 1) ont été chauffées a reflux jusqu’a solubilisation du saccharide
dans le méthanol. Aprés refroidissement a température ambiante, I'agent réducteur NaBH,
(rapport molaire par rapport au saccharide 1 : 4) est ajouté a la solution, puis celle-ci a été
agitée 20 minutes a température ambiante puis 45 minutes a reflux. Aprés évaporation du
solvant, les composés GIcNAcC6b, GIcNAcC12b et GIcNAcC16b sont obtenus sous forme de

poudre.
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A titre indicatif, les composés ont été obtenus avec des « rendements de bruts
réactionnels » de 82%, 74% et 47% (respectivement pour GIcNAcC6b, GIcNAcC12b et
GIcNACC16b). Les spectres RMN *H des composés obtenus sont présentés ci-dessous (Figure

29).
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Figure 29 : Spectres RMN 'H a 300 MHz des composés GIcNAcC6b, GIcNAcC12b, et GIcNAcC16b dans
CD30D (dcuzop = 3.34 ppm ; duop = 4.85 ppm). L'astérisque indique les signaux caractéristiques de la

présence de résidus de bore.

Les spectres des trois molécules amphiphiles ayant une longueur de chaine alkylamine
variable présentent des similitudes. D’'une part, les signaux caractéristiques de la partie
alkyle sont présents de 1.5 a 0.8 ppm. A 2 ppm, le signal qui correspond au CHsz du groupe
acétyl permet de justifier la présence des dérivés du sucre GIcNAc. D’autre part, les signaux
caractéristiques de la partie saccharidique ont été observés pour une méme gamme de
déplacement chimique, c’est-a-dire entre 3.40 ppm et 4.30 ppm. L'attribution exacte de ces
signaux reste délicate étant donné la complexité des massifs obtenus dans cette région. On
peut remarquer que la valeur de la somme des intégrales des protons H2 a H6 est
légérement plus faible que celle attendue, 5H au lieu de 6H, qui induit un ratio proton sucre/
proton alkyle de 1.2. Puis, la formation des composés a été confirmée par I'apparition d’un

multiplet de résonance caractéristique des protons H1’ et H1 en o du groupe NH (H1'=
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2.6 ppm; H1 = 2.8 ppm : similaire pour les trois composés). Toutefois, la valeur de I'intégrale
obtenue étant plus faible que celle attendue (3H au lieu de 4H), il est possible que
I'alkylamine provenant du réactif de départ soit encore présente au sein des composés
obtenus. Cette hypothése a été confirmée par I'analyse des spectres de masse ESI des trois

composés (Figure 30).
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Figure 30: Spectre de masse ESI des composés GIcNAcC6b, GIcNAcC12b, et GIcNAcC16b. L’astérisque

noir (*) représente les ions 2[M+Na]". L’astérisque rouge (*) représente I'ion [alkylamine+H]"

Les trois spectres de masse confirment la présence des composés GIcNAcC6b, GIcNAcC12b,
et GIcNAcCl6b synthétisés, caractérisés par la présence des pics respectivement a 307.2
m/z, 391.3 m/z et 447.3 m/z correspondants aux ions [M+H]". D’autres pics (astérisque noir)
ont été attribués a la présence de l'ion 2[M+Na]® pour les composés GIcNAcC6b et
GIcNAcC12b. De plus, les pics de faible intensité a 186.1 m/z et 242.3 m/z (astérisque rouge)

mettent en évidence I'alkylamine provenant du réactif de départ qui n’aurait pas réagi, dont
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la présence était envisagée par les analyses RMN H. En revanche, le spectre du composé

GIcNAcC6b semble exempt d’hexylamine.

I11.3. Bilan

L'acces aux composés dérivés de GIcNAc a été possible en utilisant la réaction
d’amination réductrice d’une chaine alkylamine sur la GIcNAc. Nous avons adapté de la voie
de synthése utilisée par Tokuda et coll. pour obtenir les dérivés de D-glucose, a I'obtention
des dérivés de N-acétyl-D-glucosamine. Dans un premier temps, il a été mis en évidence que
le traitement en milieu acide efficace dans le cas de dérivés de D-glucose, entrainait la
formation d’un dérivé de D-glucosamine lorsque le monosaccharide de départ est la N-
acétyl-D-glucosamine. Le traitement des dérivés de GIcNAc n’est donc pas envisageable par
cette méthode. Toutefois, la méthode de synthése sans utilisation de traitement en milieu
acide, nous a permis d’obtenir trois molécules amphiphiles ayant des longueurs de chaine
alkyle variable (6, 12, ou 16 atomes de carbone) qui n’ont pas été décrites dans la littérature
a ce jour. Ces composés sont des bruts réactionnels qui n‘ont pas subi le traitement en
milieu acide. lls ont été caractérisés par spectrométrie RMN et par spectrométrie de masse.
Les différents composés obtenus avec ou sans traitement en milieu acide sont représentés

sur la Figure 31.
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Figure 31: Représentation des composés obtenus a partir de la N-acétyl-D-glucosamine par la voie de
synthése utilisée par Tokuda et coll. avec (composé GIcNC12+) ou sans traitement en milieu acide

(composés GIcNAcC6, GIcNAcC12, et GIcNAcC16)
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Conclusion

L'objectif de cette étude a été de synthétiser des molécules amphiphiles
monocaténaires modeles afin d’étudier par la suite la relation entre leur structure et leur
comportement physico-chimique en solution aqueuse. Deux monosaccharides ont été
utilisés : le D-glucose et la N-acétyl-D-glucosamine. La longueur de la chaine hydrophobe a

été ajustable a 6, 12 ou 16 atomes de carbone.

La voie de synthese par amination réductrice selon la méthode décrite par Tokuda et
coll. a été utilisée dans ce travail. Cette méthode peut étre décomposée en deux étapes : (i)
une premiere étape d’amination réductrice du monosaccharide en présence de I'alkylamine
conduisant a la formation du composé sous forme chlorhydrate aprés un traitement acide
pour éliminer les résidus de I'agent réducteur utilisé ; puis (ii) une deuxiéme étape dans
laquelle le composé sous forme chlorhydrate est neutralisé en milieu basique pour conduire

au produit attendu.

Dans notre étude, nous avons pu observer une différence lors de la tentative d’accés
aux molécules amphiphiles en fonction de la nature du monosaccharide. Dans le cas du D-
glucose, la molécule amphiphile ainsi que son dérivé chlorhydrate ont été parfaitement
caractérisés a la fois par spectroscopies de RMN *H et *C et spectrométrie de masse ESI. Les
rendements des dérivés en C6, C12 et C16 sont respectivement de 60, 70 et 65%. Dans le cas
de la N-acétyl-p-glucosamine, les dérivés ont pu étre obtenus avec trois longueurs de chaine
alkyle (Figure 32c). Nous avons mis en évidence la nécessité de remplacer le traitement en
milieu acide qui a entrainé la formation du composé N-désacétylé (Figure 32b). La méthode
de synthese utilisée permet ainsi dans le cas du D-glucose et de la N-acétyl-D-glucosamine,

d’avoir acces a des molécules amphiphiles dont la longueur de chaine alkyle est ajustable.
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Figure 32: Schéma des résultats de la synthése et caractérisation de molécules amphiphiles

monocaténaires dérivées de D-glucose (a) et a partir de N-acétyl-D-glucosamine (b) et (c).

Concernant les perspectives de ce travail de synthése, I'accés aux dérivés de N-acétyl-
D-glucosamine pourrait étre envisagé par une voie de synthése ne nécessitant pas
I'utilisation d’un agent réducteur a base de borohydrure, par exemple grace a la réduction
par hydrogénation catalytique (Etude bibliographique, 11.7.2). De ce fait, cette méthode
permettrait de s’affranchir de la nécessité d’éliminer les résidus de bore formés et ainsi

d’obtenir des dérivés exempts de cette impureté.

En outre, étant donné la pureté et les rendements satisfaisants obtenus avec les
molécules amphiphiles dérivées de Dp-glucose, le chapitre suivant concernera I'étude de la
relation entre la structure et le comportement physico-chimigue en solution agueuse avec

ces molécules amphiphiles.
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Partie expérimentale

A- Informations générales sur les réactifs chimiques utilisés

Les principaux réactifs chimiques utilisés durant ce travail sont commerciaux. Les
informations concernant leurs puretés et fournisseurs sont regroupés dans le tableau 5. Les
solvants commercialisés par les sociétés Sigma-Aldrich, Fluka et Acros ont été utilisés sans
purification supplémentaire. Concernant le méthanol deutéré (CD3;0D 100%) utilisé pour la

spectroscopie de RMN, il a été fourni par la société Euriso-top.

Tableau 6: Fournisseurs et puretés des principaux réactifs utilisés

Réactifs Fournisseurs Pureté
D-glucose Sigma-Aldrich 99.5%
N-acétyl-D-glucosamine Sigma-Aldrich 99.0 %
Hexylamine Sigma-Aldrich 99.0 %
Dodécylamine Sigma-Aldrich 98.0 %
Hexadécylamine Sigma-Aldrich 98.0 %
Borohydrure de sodium Fluka 99.0 %

B- Technigues de caractérisations

Analyse élémentaire

Les analyses élémentaires ont été réalisées par le Service Central d’Analyse du CNRS a

Vernaison (69).

Résonance magnétique nucléaire

Les analyses de spectroscopies de RMN ont été réalisées soit au Service de RMN Polyméres
(INSA de Lyon, Institut de chimie de Lyon) soit au Centre Commun de RMN (CPE Lyon,
Institut de chimie de Lyon) a Villeurbanne (69). Les spectres de RMN 'H et °C ont été
enregistrés sur les appareils Bruker Avance Il 250 (250 MHz), Bruker ALS 300 (300 MHz),
Bruker Avance IIl 400 (400 MHz), et Bruker AV500 Avance Il (500 MHz). Les déplacements
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chimiques ont été mesurés en ppm en utilisant comme référence interne le
tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage (/) sont exprimées en hertz (Hz). Les
abréviations utilisées pour nommer les représentations sont : s (singulet), d (doublet), dd
(doublet de doublet), t (triplet), m (multiplet). La numérotation de la partie saccharide est
constituée de chiffres allant de 1 a 6 et la numérotation de la partie alkyle est constituée de
chiffres allant de 1’ a 6’ (dérivé hexyle), de 1’ a 12’ (dérivé dodécyle) ou 1’ a 16’ (dérivé

hexadécyle).

Spectrométrie de masse

Les analyses ont été réalisées soit :

- Au centre commun de spectrométrie de masse de 'UCBL 1 sur un spectromeétre de masse
micrOTOF-Q Il. Les parameétres sont les suivants: mode positif ; basse résolution ; débit
50uL/min, température de désolvatation = 200°C. La préparation des échantillons a consisté
a dissoudre 1mg de chaque échantillon dans 1 mL de MeOH, et I'analyse a été réalisée avec
10 pL de cette solution + 1 mL d’'un mélange de solvants (= MeOH 300, Dichlorométhane
250, H,0 100, HCO,H 0,65). (Analyse nommée A).

- Ou bien sur un spectrométre LCQ de chez ThermoFinningan (THERMOLCQ Advantage®, 50
a 2000 m/z) a trappe ionique. Les paramétres sont les suivants: mode positif, basse
résolution, Température de désolvatation = 200°C, débit 50uL/min. La préparation des
échantillons a consisté a dissoudre chaque échantillon dans 1 mL d’un mélange de solvants

(= MeOH 300, Dichlorométhane 250, H,0 100, HCO,H 0,65) (Analyse nommée B).

C- Protocoles expérimentaux de synthéses des molécules amphiphiles

- N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate (GlcC6+)

Le pD-glucose (1.8 g; 0.01 mol) et I'hexylamine (0.77 mL; 0.01 mol) sont chauffés a reflux
pendant 1h30 dans 15 mL de méthanol. Apres refroidissement a température ambiante,
I'agent réducteur NaBH,4 (0.76 g ; 0.02 mol) est ajouté a la solution, qui est ensuite chauffée
a reflux pendant 20 minutes. Le solvant est évaporé et une solution méthanolique de HCl a

10% (v/v) est ajoutée, puis évaporée. Aprés trois co-évaporations successives, le résidu
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solide est recristallisé dans le méthanol. Le produit GlcC6+ est obtenu sous forme de poudre

blanche (m = 2.34 g ; rendement molaire = 88 %).

OH oH

HO ° OH @& I
+ H,N— (CHp)s— CHs 1) MeOH, reflux, 1h30 HO' NH, CH
HO OH Ho < e

OH 2) NaBH,, MeOH OH (CHy)s
Gl 3) HCI 10% viv, MeOH
C
GlcC6+

RMN *H (CD50D, 300 MHz) : & (ppm) 4.05 (m, 1H, H2), 3.84 (m, 1H, H3), 3.78 (m, 1H, H6b),
3.75 — 3.60 (m, 3H, H4, H5, H6a) 3.17 (m, 2H, H1), 3.00 (m, 2H, H1"); 1.71 (m, 1H, H2"); 1.32
(6H 3CH,); 0.93 (t, J = 6,7 Hz, 3H, CHs).

RMN *3C (CD;0D; 75 MHz) : § (ppm) 73.0 (1CH, C5); 72.2, 72.1 (2CH, C3 et C4); 69.8 (1CH,
C2); 64.7 (1CH,, C6); 50.9 (1CH,, C1); 49.1 (1CH,, C1°); 32.4, 27.8, 27.6, 23.5 (4CH,, C2’-C5');

14.6 (1CHs, C6').

Spectrométrie de masse ESI (+) (analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 266.2 ; [M+Na]* = 288.2;
[M+H-18]" = 248.2

Analyse élémentaire : calculée pour Ci,HsNOsCl: (%C) 47.76 ; (%H) 9.35; (%N) 4.64 ; (%Cl)
11.75 ; trouvée : (%C) 26.19 ; (%H) 5.25 ; (%N) 2.35 ; (%Cl) 26.35.

e N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6)

Une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 30% (m/m) (0.3 mL) est ajoutée a une a 10
mL d’une solution aqueuse du composé GlcC6+ (0.77 g; 2 mmol). Le précipité formé est
filtré puis lavé plusieurs fois a I'eau. Le composé GlcC6 est obtenu sous forme de poudre
blanche aprées recristallisation dans le méthanol (m = 0.466 g ; rendement molaire = 68 % ;

rendement molaire total : 60 %).
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OH OH
OH I
HO ®g NaOH 30% v/v OH
NH, CHy —— HO NH CHs
HO ~ HO N
OH (CHy)s H20 OH (CHa)s
GlcCo+ GleCo

RMN 'H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.86 (m, 1H, H2), 3.78 (m, 1H, H6b), 3.75 (m, 1H, H3),
3.68 (m, 1H, H5), 3.61 (m, 2H, H6a, H-4), 2.73 (m, 2H, H1), 2.59 (m, 2H, H1); 1.52 (m, 1H,
H2'); 1.33 (s, 6H, 3CH,); 0.91 (t, ) = 6.7 Hz, 3H, CH3).

RMN 3C (CDs0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.0, 72.9, 72.6, 72.5 (4CH, C2, C3, C4, C5); 65.0 (1CH,,
C6); 52.4 (1CH,, C1); 50.7 (1CH,, C1°); 33.0, 30.0, 28.1, 23.7, (4CH,, C2’-C5’); 14.4 (1CH5,C6’).

Spectrométrie de masse ESI (+) (analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 266.2; [M+Na]" = 288.2
Analyse élémentaire : calculée pour C1,H,7NOs: (%C) 54.32 ; (%H) 10.26 ; (%N) 5.28 ; (%Cl) 0 ;

trouvée: (%C) 49.56 ; (%H) 9.61 ; (%N) 5.05 ; (%Cl) 6.00

e N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate (GlcC12+)

Le D-glucose (1.8 g; 0.01 mol) et la dodécylamine (1.85 g ; 0.01 mol) sont chauffés a reflux
pendant 1h dans 15 mL de méthanol. La solution est ensuite refroidie a température
ambiante et I'agent réducteur NaBH; (0.76 g; 0.02 mol) est ajouté. Aprés la compléte
addition de NaBHg, la solution est chauffée a reflux pendant 30 minutes. Aprés évaporation
du solvant, une solution méthanolique de HCl a 10% (v/v) (5 mL) est ajoutée puis co-
évaporée. Cette opération de co-évaporation est répétée trois fois. Le produit GlcC12+
obtenu est recristallisé dans le méthanol, puis séché sous vide (poudre blanche ; m=3.22 g;

rendement molaire = 92 %).
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OH OH

Cl

(0] OH @@

HO 1) MeOH, reflux, 1h
Ho on T HN—EH)—cH, Y "0 o NHz_  CHs
OH 2) NaBH,4, MeOH OH (CH2)11
3) HCI 10% v/v, MeOH
Gle GleC12+

RMN *H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 4.05 (m, 1H, H2); 3.84 (m, 1H, H3); 3.68 (m, 1H, H6b);
3.72 = 3.62 (m, 3H, H4, H5, H6a) ; 3.16 (m, 2H, CH,-NH, H1), 3.01 (m, 2H, NH-CH,, H1'); 1.71
(M, 2H, NH-CH,-CH»-(CH,)g H2'); 1.31 (m, 18H, 9CH,); 0.89 (t,3H, J = 7.0 Hz, CH).

RMN *3C (CD;0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.2 (1CH, C5); 72.2 (2CH, C3 et C4); 69.8 (1CH, C2);
64.7 (1CH,, C6); 50.9 (1CH,, C1); 49.7 (1CH, C1°); 33.1, 30.8, 30.7, 30.6, 30.5, 30.3, 27.6, 27.1,
23.8 (10CH, C2’-C11’); 14.5 (1CH3, C12’).

Spectrométrie de masse ESI (+)(analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 350.3

Analyse élémentaire : calculée pour C;gH40NOsCl : (%C) 56.01 ; (%H) 10.45 ; (%N) 3.63 ; (%Cl)

9.19 ; trouvée : (%C) 55.73 ; (%H) 10.63 ; (%N) 4.09 ; (%Cl) 11.85

- N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC12)

Une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 30% (m/m) (0.3 mL) a été ajoutée a une 10
mL d’une solution aqueuse du composé GlcC12+ (0.77 g; 2 mmol). Le précipité formé est
filtré puis lavé plusieurs fois a I’eau. Le composé GIcC12 est obtenu sous forme de poudre
blanche aprés recristallisation dans le méthanol ((m = 0.640 g ; rendement molaire= 65% ;

rendement molaire total = 70 %).

OH
. OH
OH © o
HO O oH NaOH 30% viv
"o 2(\CH f : HOHo NH_ ,CHs
OH zu H20 OH (CH2)11
GlcC12+ GlcC12
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RMN H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.88 (m, 1H, H2), 3.79 (m, 1H, H3) 3.72 (m, 1H, H6b), ,
3.69 (m, 1H, H5), 3.61 (m, 2H, H6a, H-4), 2.75 (m, 2H, H1), 2.65 (m, 2H, H1); 1.52 (m, 2H,
H2°); 1.28 (s, 18H, H3’-H11’, 9CH,); 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H12’, CH3).

RMN *3C (CD;0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.2 (1CH, C5); 73.0, 72.9, 72.8 (3CH, C2, C3, C4); 65.1
(1CH, C6); 52.6 (1CH,, C1); 50.7 (1CH,, C1°); 33.0, 30.7, 30.6, 30.4, 28.4, 23.6 (10CH,, C2’-
C11’); 14.3 (1CH3 C12").

Spectrométrie de masse ESI (+)(analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 350.3; [M+Na]" = 372.3

Analyse élémentaire : calculée pour: CigH39NOs : (%C) 61.86; (%H) 11.25 : (%N) 4.01 ; (%Cl)
0; trouvée : (%C) 60.23 ; (%H) 11.28 ; (%N) 4.27 ; (%Cl) 0

- N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol sous forme chlorhydrate (GlcC16+)

Le p-glucose (1.8 g ; 0.01 mol) et 'hexadécylamine (2.41 g ; 0.01 mol) sont chauffés a reflux
pendant 2h dans 15 mL de méthanol. Aprés refroidissement a température ambiante,
I’'agent réducteur NaBH, (0.76 g ; 0.02 mol) est ajouté a la solution, qui est ensuite chauffée
a reflux pendant 30 minutes. Apres évaporation du solvant sous pression réduite, une
solution méthanolique de HCl a 10% (v/v) (5 mL) est ajoutée puis co-évaporée. Apres trois
co-évaporations successives, le résidu obtenu est recristallisé dans le méthanol et le
composé GlcC16+ est obtenu sous forme de poudre blanche (m = 3.70 g; rendement

molaire = 91%).

OH OH

1) MeOH, reflux, 2h
HOHO oyt HeN—(CH2is—CHs ) > HOHO
on 2) NaBH,, MeOH

3) HCI 10% v/v, MeOH

o
o)
T

> @00

Hz\ /CH3
OH (CH2)15

Glc GlcCl6+
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RMN *H (CDsOD, 300 MHz) : & (ppm) 4.02 (m, 1H, H2), 3.83 (m, 1H, H3), 3.78 (m, 1H, H6b),
3.74 — 3.60 (m, 3H, H4, H5, H6a) 3.10 (m, 2H, H1), 2.94 (m, 2H, H1'); 1.67 (m, 1H, H2'); 1.30
(m, 18H, 9CH,); 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH).

RMN *3C (CDs0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.3 (1CH, C5); 72.7, 72.5 (2CH, C3, C4); 70.1 (1CH, C2);
64.9 (1CH,, C6); 51.4 (1CH,, C1); 49.5 (1CH, C1°); 33.1, 30.8, 30.7, 30.6, 30.5, 30.4, 30.3, 27.7,
27.5,23.7 (14CH,, C2’-C15’); 14.7 (1CH3, C16").

Spectrométrie de masse ESI (+)(analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 406.4; [M+Na]" = 428.3
Analyse élémentaire : calculée pour: Cy;H4gNOsCl: (%C) 59.77 ; (%H) 10.94 : (%N) 3.17 ; (%Cl)

8.02 ; trouvée : (%C) 59.29 ; (%H) 11.01 ; (%N) 3.41 ; (%Cl) 10.87

- N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC16)

Le composé GlcC16+ (0.81 g; 2 mmol) est solubilisé a chaud (60°C) dans 10 mL d’une
solution aqueuse, puis une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 30% (m/m) (0.3 mL)
est ajoutée a température ambiante. Le précipité formé est filtré puis lavé plusieurs fois a
I'eau. Le composé GlcC16 est obtenu sous forme de poudre blanche apreés recristallisation

dans le méthanol (m = 0.737 g ; rendement molaire= 73% ; rendement molaire total = 65 %).

OH OH
%I
OH
HO ® NaOH 30% viv OH
NH, CH, - HO
HO ~ 7 o NH__CHs

OH (CH2)15 H0 OH (CH2)15

GlcC16+

GlcC16

RMN H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.88 (m, 1H, H-2), 3.83 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-6b), 3.75 (m,
1H, H-3), 3.68 (m, 1H, H-5), 3.63 (m, 2H, H-6a, H-4), 2.74 (m, 2H, H-1), 2.61 (m, 2H, H-1');
1.52 (m, 1H, H-2"); 1.30 (m, 26H, 13CH,); 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).
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RMN *3C (CD;0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.2 (1CH, C5), 73.0, 72.9, 72.8 (3CH, C2, C3, C4); 65.1
(1CH, C6); 52.6 (1CH,, C1); 50.7 (1CH,, C1°); 33.0, 30.7, 30.6, 30.4, 28.4, 23.6 (14CH,C2’-
C15); 14.3 (1CH; C16).

Spectrométrie de masse ESI (+)(analyse selon A) (m/z): [M+H]" = 406.4; [M+K]* = 434.4

Analyse élémentaire : calculée pour: Cy;H47NOs: (%C) 65.15; (%H) 11.68 : (%N) 3.45 ; (%Cl)
0 ; trouvée : (%C) 62.59 ; (%H) 11.39 ; (%N) 3.54 ; (%Cl) 3.14

- N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-2-amino-2-désoxy-D-glucitol (GIcNC12+)

La N-acétyl-D-glucosamine (1.1 g; 0.005 mol) et la dodécylamine (0.92 g; 0.005 mol) sont
chauffées a reflux pendant 2h dans 70 mL de méthanol. Aprés refroidissement a
température ambiante, 'agent réducteur NaBH4 (0.38 g ; 0.01 mol) est ajouté a la solution
qui est ensuite chauffée a reflux pendant 30 minutes. Aprés évaporation du solvant, une
solution méthanolique de HCl a 10% (v/v) (5 mL) est ajoutée puis co-évaporée. Apres trois
co-évaporations successives, le résidu solide obtenu est recristallisé dans le méthanol et le
produit GIcNC12+ est obtenu sous forme d’une poudre blanche (m = 0.899 g;

rendement molaire = 52 %).

OH
OH
° Cl
HO 1) MeOH, reflux, 2h OH &
HO OH + HaN=(CH,);1—CHs > HO . -
2 3
NHAC 2) NaBH,4, MeOH HO (éH )/
3) HCI 10% v/v, MeOH NH3 2)11
® Cl
GIcNAC
GIcNC12+

RMN *H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 4.04 (1H, dd, Js.2= 6.0 Hz, Js4 = 1.6 Hz, H3) ; 3.9-3.6 (5H,
m, H1, H5 et H6) ; 3.57 (1H, dd, Ja.3= 1.6 Hz, J45= 8.2 Hz, H4) ; 3.40 (1H, dd, Jo3= 6.5 Hz, Jp.1 =
6.6 Hz, H2) ; 2.91 (2H, t, J = 7.7 Hz, H1’) ; 1.65 (2H, m, H2’) ; 1.29 (18H, m, H3’-H11’) ; 0.90
(3H, t, J = 7.0 Hz, H12").
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RMN 3C (CDs0D, 75 MHz) : & (ppm) 73.1 (1CH, C4); 72.7 (1CH, C5); 67.9 (1CH,, C3); 64.6
(1CH, C6); 60.5 (1CH,, C1); 57.3 (1CH, C2); 40.8 (1CH,, C1’); 33.1-30.8-30.7-30.6-30.5-30.4-
30.2-28.6-27.5-23.7 (10CH,, C2’-C11’); 14.4 (1CH3, C12').

Spectrométrie de masse ESI (+) (analyse selon B) (m/z): [GICNC12(+)+H]" = 349.3;
[dodécylamine+H]" = 186.2; [GIcNC12(+)+2Na]" = 397.4

e N-hexyl-1-amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol (GIcNAcC6b)

La N-acétyl-p-glucosamine (0.99 g; 0.005 mol) et I’hexylamine (0.52 g; 0.005 mol) sont
chauffées a reflux pendant 1h dans 20 mL de méthanol. Aprés refroidissement a
température ambiante, I'agent réducteur NaBH,4 (0.25 g ; 0.007 mol) est ajouté a la solution,
qui est ensuite agitée pendant 20 minutes a température ambiante puis 45 minutes a reflux.
Apres évaporation du solvant, le produit GIcNAcC6b obtenu sous forme de poudre blanche

(m=1.26 g ; rendement molaire brut = 82 %).

OH OH
o]
HO 1) MeOH, reflux, 1h OH
HO oyt HN—(CH)s—CHy  ————» HOHO NH_ CHs
NHAZ 2) NaBH, MeOH NHAC (CHy)s
GIcNAc
GIcNAcC6b

RMN H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.42-4.27 (m, 6H, H2-H6) ; 2.77 (m, 1H, H1); 2.59 (m,
2H, H1’) ; 1.98 (m, 4H, H7) ; 1.49 (m, 2H, H2’); 1.31 ( m, 6H, H3’-H5’,3CH,); 0.90 (t, 3H, HE’, J=
6.8 Hz).

Spectrométrie de masse ESI (+) (analyse selon B) (m/z): [M+H]*= 307.2; 2[M+Na]" = 635.0

- N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol (GIcNAcC12b)

La N-acétyl-p-glucosamine (0.99 g ; 0.005 mol) et la dodécylamine (0.93 g ; 0.005 mol) sont
chauffées a reflux pendant 1h30 dans 20 mL de méthanol. Apres refroidissement a

température ambiante, I'agent réducteur NaBH,4 (0.25 g ; 0.007 mol) est ajouté a la solution,
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qui est ensuite agitée pendant 20 minutes a température ambiante puis 45 minutes a reflux.
Apres évaporation du solvant, le produit GIcNAcC12b est obtenu sous forme de poudre

blanche (m = 1.45 g ; rendement molaire brut = 74 %).

OH OH
0 1) MeOH, reflux, 1h30 OH
HO + HoN—(CHp)y;—CHg - HO NH CHs
HO OH 2) NaBH, MeOH HO P
NHAC 4 NHAC (CH2)11
GlcNAc
GIcNAcC12b

RMN H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.42-4.33 (m, 6H, H2-H6) 2.78 (m, 1H, H1); 2.59 (m, 2H,
H1’); 1.99 (m, 3H, H7); 1.50 (m, 2H,H2’); 1.29 (m, 18H,H3’-H11’,9CH,); 0.89 (t, 3H, H12’, J=
6.8 Hz).

Spectrométrie de masse ESI (+)(analyse selon B) (m/z): [M+H]"= 391.3; 2 [M+Na]*= 803.2

- N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol (GIcNAcC16b)

La N-acétyl-D-glucosamine (0.99 g; 0.005 mol) et I’'hexadécylamine (1.21 g; 0.005 mol) est
chauffées a reflux pendant 2h dans 50 mL de méthanol. Apreés refroidissement a
température ambiante, I'agent réducteur NaBH, (6.52 mmol) est ajouté a la solution, qui est
ensuite agitée a température ambiante pendant 20 minutes puis a reflux pendant 45
minutes. Apres évaporation du solvant, le composé GIcNAcC16b est obtenu sous forme de

poudre blanche (m = 1.05 g ; rendement molaire brut = 47 %).

OH
OH
° OH
1) MeOH, reflux, 2h
HO +  HyN—(CHy);5—CHs ) HO
HO OH 2 NaBH, MeoH HO NH_  _CHs
NHAC aBH, Me
NHAC (CH2)1s5
GIcNAc
GIcNAcC16b
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RMN *H (CD;0D, 300 MHz) : & (ppm) 3.40-4.14 (m, 6H, H2-H6) ;. 2.77 (m, 1H, H1); 2.60 (m,
2H, H1’); 1.99 (m, 3H, H7); 1.50 (m, 2H, H2’); 1.28 ( m, 26H, H3'-H15’, 13CH,) 0.89 (t, 3H,
H16’, J= 6.8 Hz).

Spectrométrie de masse ESI (+) (analyse selon B) (m/z): [M+H]'= 447.3.
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CHAPITRE Il :

ETUDE DES PROPRIETES D’AUTO-ASSOCIATION

DES MOLECULES AMPHIPHILES

DERIVEES DE D-GLUCOSE

SEULES OU EN MELANGE AVEC UN PHOSPHOLIPIDE




Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide
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Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

Introduction

Dans le chapitre précédent, plusieurs molécules amphiphiles ont été synthétisées,
avec comme saccharide constitutif le D-glucose ou la N-acétyl-p-glucosamine, et comme
chaine hydrophobe un groupement alkyle a six, douze ou seize atomes de carbone. Parmi
ces deux types de molécules amphiphiles, seules les especes a base de bp-glucose ont été
synthétisées avec des puretés ainsi que des rendements satisfaisants. De ce fait, les analyses
physico-chimiques et I'examen des propriétés auto-associatives décrites dans ce chapitre

ont été réalisées uniguement sur ces composeés.

La premiére partie de ce chapitre est consacrée a I'étude du comportement physico-
chimique du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GIcC12) en solution aqueuse, puis a
I'influence de la longueur de la chaine hydrophobe sur le comportement de la molécule
amphiphile correspondante (GlcC6 et GIcC16). La seconde partie décrit quant a elle
I’évolution de la nature des systemes moléculaires organisés, en fonction de la proportion de
GlcC12 en mélange avec un phospholipide modeéle, la 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DPPC). Cette partie présente également l'influence de la longueur de
chaine de la molécule amphiphile synthétisée dans les mélanges DPPC/molécule amphiphile

sur la nature des assemblages (Figure 1).

Eau Systéme
x% + V% —  Moléculaire %
Organisé °a
Glycolipide Phospholipide
(GleCH, GlcC12 ou GlcC16) (DPPC)

Figure 1: lllustration des formulations de phospholipide/molécule amphiphile étudiées dans ce
chapitre (avec x% et y%, les pourcentages molaires de chacune des deux especes)
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I. Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles

dérivées de pD-glucose

I.1. Introduction

Dans la littérature, I'auto-association des molécules amphiphiles est généralement
caractérisée par plusieurs techniques complémentaires. D’une part, les propriétés
tensioactives des molécules amphiphiles en solution aqueuse sont déterminées grace a des

3 ou encore des mesures de

mesures de tension de surface a I'aide d’un tensiomeétre™
grandeurs thermodynamiques par microcalorimétrie de titration isotherme®>. D’autre part,
la technique de diffusion quasi-élastique de la lumiére (QELS)® permet de mesurer la taille et
la distribution en taille des assemblages formés en solution. Leur morphologie peut, quant a
elle, étre évaluée par microscopie électronique en transmission (MET)"®, qui peut étre

2,9,10
(o)

couplée a une méthode de cryofracture®. Les techniques de diffusion des rayons X u

11,12

des neutrons aux petits angles (respectivement SAXS et SANS), apportent des

informations trés complémentaires concernant I'organisation structurale des assemblages.

En conséquence, les techniques choisies dans ce travail pour caractériser le N-
dodécyl-1-amino-1-désoxy-bD-glucitol (GlcC12) en solution aqueuse, ont été la tensiométrie,
qui permet d’accéder aux concentrations d’agrégation critiques (CAC), ainsi que la QELS et la
MET, afin d’obtenir une notion de la morphologie des assemblages. Cette étude a été
complétée par des analyses SAXS pour déterminer la nature et les dimensions
caractéristiques des assemblages formés. Une étude similaire a été ensuite réalisée avec le
N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC6) et le N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol
(GlcC16) afin de préciser l'influence de la longueur de la chaine hydrophobe sur le

comportement du composé amphiphile correspondant en solution aqueuse.

142
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1.2. Assemblages de N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-p-glucitol (GlcC12)

I.2.1. Détermination de la concentration d’agrégation critigue du N-dodécyl-1-amino-
1-désoxy-D-glucitol (GlcC12)

Comme nous l'avons vu dans I'étude bibliographique, I’évolution de la tension de
surface en fonction de la concentration d’un composé amphiphile permet de déterminer sa
concentration d’agrégation critique (CAC) a partir de laquelle les assemblages se forment en

solution, a une température et dans un solvant donnés. Dans la littérature, les méthodes

1,13 14-16

standards de I’'anneau de DuNoly " et de la lame de Wilhelmy sont utilisées lors de la
détermination de la tension de surface par un tensiométre. Contrairement a la méthode de
I’'anneau de DuNoly qui nécessite I'utilisation de corrections liées a la forme de I'anneau,
nous avons choisi d’employer la méthode de la lame de Wilhelmy qui n’en requiert

aucune”’lg

(Annexe 2). Cette méthode consiste a étudier le comportement de la surface
d’un liquide en fonction de la quantité de molécules amphiphiles présentes en solution. Pour
cela, une lame de platine de surface connue, suspendue a une balance de précision, est
plongée dans une solution contenant les molécules amphiphiles. Ensuite, la lame est
remontée jusqu’a ce que I'extrémité inférieure affleure la surface du liquide, et la balance,

intégrée a I'appareil, mesure alors la résultante des forces s’exercant a ce moment précis

(Figure 2).

_F
y_p*cosﬁ

y:tension de surface (mN.m")

Al X p:périmetre de mouillage (m)
o 0:angle de contact
F:force exercée surla balance (mN)
Eaw \
\'.

Figure 2: Schéma illustrant la mesure de la tension superficielle par la méthode de la lame de

Wilhelmy (d’aprés la fiche technique de la société Kriiss *)
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La lame en platine assure un mouillage parfait du liquide sur la surface de la lame (angle de
contact nul entre la lame et le liquide), et entraine ainsi la valeur de cos 6 = 1. Ainsi, la
tension de surface dépend uniquement de la force exercée sur la balance et du périmetre de
mouillage. La représentation graphique de I’évolution de la tension de surface en fonction
du logarithme de la concentration des molécules amphiphiles en solution permet la
détermination de la CAC au niveau du point de rupture de pente comme représenté en

Figure 4.

Surfactant Molecule [} Memsereon

Hydmphibs Dotan
Surfactant In
Woter ot 20 °C

Critical Micelle
Concemtration
(CMC)

w0

[riaco Tenadn (mNn)

4 &

)
14
L2]
3

e Gt st ot Gortvce Curteon Cavrstod Mixioel omad
% S0 A} Il %WW LOLLLLERIA L L] ELL
Ty ) Arovooroy L asrenns veye s
/
2l | e,
0 Pt o (] o—
p AN £ T 2 o )® o
J -3 w
= T T T T
o1 1 10 100 [[< 10,000

Concentraticn (mgl)

Figure 3: lllustration de la détermination de la concentration a partir de laquelle les assemblages se

forment en solution (tirée de la fiche technique de la société Kriiss™®)

Sur le plan expérimental, la technique de mesure dite « CMC inverse » a été choisie
pour déterminer la CAC du composé GlcC12 en solution aqueuse a 25°C car elle permet
I'utilisation d’une concentration initiale minimale en molécule amphiphile (cgicc12 = 0.07 %
102 mol.L* = 24.5 mg.L'l) (vis-a-vis de sa faible solubilité a température ambiante). Cette
méthode consiste a diluer progressivement, par ajout de solvant, une solution de
tensioactifs préalablement dissous dans un cristallisoir. La rupture de pente sur la courbe du
GlcC12 (Figure 4) a été observée a 0.04 mM (13.5 mg.L%). En outre, les résultats confirment

gue la molécule amphiphile GlcC12 possede des propriétés tensioactives étant donné qu’elle
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abaisse la tension de surface (y) de I'eau de 72 mN.m™ a 23 mN.m™ a partir de 0.04 mM

(Figure 4).

40 OH

38 ‘.'u.‘ OH

. HO
. - NH CH
36 | ®-. HO N

OH (CH2)11
34 n

32 4
30 4

28

tension de surface [m N.m'l}
- |

26 -

24

22

log [GlcC12] (mg.L™)

Figure 4: Tension de surface en fonction du logarithme de la concentration massique du composé
GlcC12 mesurée par la méthode de la lame de Wilhelmy

Dans la littérature, il semblerait qu’aucune valeur de CAC n’ait été répertoriée pour une
molécule amphiphile identique au N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol synthétisé dans ce
travail. En guise de comparaison, la valeur de la CAC obtenue pour des tensioactifs non
ioniques ayant la méme longueur de chaine que le GlcC12, des tétes polaires de nature
chimique similaire, et un greffage de la chaine au niveau du carbone anomeére ont été

répertoriées dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Comparaison des valeurs de CAC et de y (pour des concentrations > CAC) tirées de la

littérature pour des molécules amphiphiles dont la structure s’approche de celle du composé GlcC12

synthétisé dans ce travail

Références Molécule amphiphile CAC Y
(mM) (mN.m™)
N-acyl,N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol
Pestman® o
OH oM Y 0.20 30.3
Méthode de Ia N
HO \(CH2)11CH3
goutte (Annexe 3) oH on
Mesures réalisées a
40°C N-propionyl,N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-
Dans I'eau glucitol
o 0.13 28.6
OH OH Y\
N
HO/W\/ \(CH2)11CH3
OH OH
Latge et coll.” N-dodécylamino-1-désoxylactitol
Dupuy et coll.?
Méthode par
0.60 37.0

tensiométrie
Mesures réalisées a
25°C

Dans I'eau

HO NH
~
CH,),,CH
oH (CH2)1;CHs

La valeur de la CAC obtenue pour les molécules amphiphiles décrites dans la littérature est

supérieure a celle mesurée pour le GlcC12 (0.04 mM). Par exemple, Pestman®® a montré que

la valeur de la CAC du N-acyl, et du N-propionyl, N-dodécyl-1-amino-désoxy-b-alditol était

égale respectivement a 0.20 mM et 0.13 mM. D’aprés les auteurs, la présence d’'un

groupement acyl ou propionyl sur 'atome d’azote augmente le caractére hydrophile de la

téte polaire et donc la CAC du composé. Par ailleurs, la présence d’un disaccharide peut

également avoir une influence importante sur la valeur de la CAC. Par exemple, dans le cas
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du composé N-dodécylamino-1-désoxylactitol>*?, |a téte disaccharidique apporterait une
valeur de CAC plus élevée (0.60 mM versus 0.04 mM pour le GlcC12), notamment par la

présence de groupes hydroxyles supplémentaires.

1.2.2. Méthode de préparation des assemblages

Dans le cadre de ce travail, la mise en suspension des molécules amphiphiles en
solution aqueuse a fait intervenir une étape d’hydratation d’un film de GlcC12%. Le
protocole a consisté a dissoudre les molécules amphiphiles dans un solvant organique
(méthanol) puis a évaporer le solvant pour obtenir un film homogéne sur les parois du ballon
(Figure 5(1)). L’hydratation de ce film par une solution aqueuse (Figure 5(2)) sous agitation, a
entrainé la formation des assemblages puisque la concentration (10 mM) était bien
supérieure a la concentration d’agrégation critique mesurée précédemment. La solution a
été ensuite soumise a un traitement aux ultrasons afin de réduire la distribution en taille des

assemblages formés.

Molécule
amphiphile
) solvant
‘organique
J | 1 J 1
Ty 1 Elaboration ' ) 2 Hydratation —
du film du film

Film Formation des

sur les parois assemblages

Figure 5: Schématisation de la préparation des suspensions de GlcC12

Ce protocole a été suivi pour réaliser les assemblages étudiés par QELS, MET et SAXS.

1.2.3. Etude de la taille et de la stabilité des assemblages par QELS

La diffusion quasi-élastique de la lumiére (QELS) permet d’accéder au diametre

hydrodynamigue moyen d’objets en suspension en fonction de leur coefficient de diffusion
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dans une solution de viscosité donnée et a une température donnée. Ces objets se déplacent
suivant un mouvement Brownien. Lorsqu’ils sont soumis a un rayonnement laser, ils
diffusent la lumiere dans toutes les directions. Les fluctuations de l'intensité de lumiere
diffusée pour un angle donné renseignent sur leur vitesse qui est ainsi reliée a leur diamétre

hydrodynamique moyen par la relation de Stockes-Einstein (Equation 1):

Equation1:
D=kT/6mRn

D coefficient de diffusion de la particule

T température

k constante de Boltzmann

R rayon hydrodynamique moyen de la particule
n viscosité du milieu

Le diametre moyen mesuré par QELS pour les assemblages de GIcC12 est d’environ
95 + 25 nm avec une valeur de distribution en taille POLY (fournie par le logiciel de I'appareil
de mesure de MALVERN®) élevée de 0.3, reflétant une distribution relativement large.
D’aprés la représentation en intensité des diamétres (Figure 6), la gamme de taille semble

s’étendre de 15 nm a 400 nm.

Intensity (%)

1 10 100 1000

Size (d.nm}

Figure 6: Distribution en intensité des tailles des assemblages de GIcC12 (a 1 mM, dans l'eau)
mesurée par QELS

La stabilité des échantillons a été vérifiée en comparant une mesure réaliséeat=0etat=8

jours avec conservation de I'échantillon a 4°C a 10 mM. La taille et distribution en taille des
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assemblages restent similaires pendant 8 jours, permettant de considérer ces objets stables

pendant cet intervalle de temps.

I.2.4. Etude de la morphologie des assemblages par MET

La morphologie des objets formés a été étudiée par microscopie électronique en
transmission (MET). Cette technique consiste a placer I'échantillon sous un faisceau
d'électrons, et a visualiser I'image fournie par la diffraction des électrons. Les différences de
densité électronique existant au sein de I'échantillon conduisent a une absorption plus ou
moins importante des électrons, et créent ainsi un contraste au niveau de l'image. Lorsque
les différences de densité électronique ne sont pas suffisantes pour la visualisation de
I'image, il est nécessaire d'utiliser un agent de contraste tel que des sels de métaux lourds.
Ces derniers absorbent les électrons et créent alors un contraste artificiel. Ainsi, les objets en
solution apparaissent plus clairs que ce qui les entoure (blanc sur un fond sombre) sur les
clichés. Nous avons utilisé comme agent de contraste I'acétate d’uranyle (2 wt %), qui donne
le contraste le plus fort pour ces assemblages d’aprés de nombreux essais. Un échantillon

témoin sans GIcC12 a été réalisé et son cliché MET est présenté en Annexe 4.

Les observations pour le systeme GIcC12 ont révélé la présence d’objets (en blanc)
dont la distribution de taille semble étre large, et de taille comprise entre 10 nm et 80 nm
(Figure 7). De plus, il semble coexister plusieurs formes d’objets qui peuvent provenir d’'une
agrégation d’assemblages de plus petites tailles, il est donc difficile de caractériser

précisément le systéme observé.
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Figure 7: Cliché obtenu par MET pour une grille préparée a partir d’une solution aqueuse en GlcC12
de concentration égale a 1 mM. L'acétate d’uranyle 2 wt% a été utilisé comme contrastant. Les
assemblages ont été observés aprés avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.

Ces observations sont a interpréter avec précaution étant donné que les clichés sont réalisés
en milieu sec et avec I'utilisation d’'un agent de contraste qui perturbe le systeme. Dans des
travaux futurs, il serait intéressant d’utiliser une autre technique d’observation permettant
de figer la structure, comme la cryofracture. Dans ce cas, I'échantillon serait congelé
extrémement rapidement, ce qui permettrait de conserver l'organisation interne de
I’échantillon et d’éviter I'agrégation éventuelle des molécules amphiphiles au cours du

séchage.

I.2.5. Détermination de la structure des assemblages par SAXS

Au cours de ces travaux, la structure du N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-bp-glucitol a été
étudiée par diffusion des rayons X aux petits angles (Annexe 5). Tout d’abord, la
concentration de la solution de molécule amphiphile optimale a utiliser pour obtenir des
résultats exploitables a été définie, puis trois lots de GIcC12 issus de syntheses différentes

ont été étudiés.
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1.2.5.1.  Choix de la concentration optimale en GIcC12

La Figure 8 représente le profil d’'intensité diffusée par une solution aqueuse de
GlcC12 a différentes concentrations (ImM, 4mM, et 10 mM). Les mesures ont été répétées

avec deux lots différents de GlcC12 pour chaque concentration.

1010
10°
10°
— 10
o
—
© 10°
5 w0
= 10
3
10 = 10 mM (lot 1) N
10? 10 mM (lot 2) =T
> 4 mM (lot 1)
10 4 mM (lot 2) .
1mM (lot 1)
10° -+ .>.1'.m'.V|,(|°t2) T ————— T —
107 10"

Figure 8: Comparaison en coordonnées logarithmiques de l'intensité diffusée | en fonction du
vecteur de diffusion q a différentes concentrations 1 mM, 4 mM et 10 mM en GlcC12 dans I'eau. Les
assemblages de GIcC12 ont été observés aprés avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.
Les données ont été décalées d’un facteur 10° pour 10 mM et 10° pour 4 mM.

A faibles concentrations (1 mM et 4 mM), les mesures présentent une dispersion en
intensité élevée malgré la brillance du faisceau et le long temps de pose (plusieurs dizaines
de secondes) et sont difficilement exploitables quantitativement. La courbe de diffusion
obtenue a 1 mM, donc assez proche de la CAC, montre un diagramme de diffusion
monotone décroissant avec la valeur du vecteur de diffusion. En revanche, a une
concentration de 10 mM, on voit que les mesures sont similaires entre le lot n°1 et le lot n°2

avec moins de dispersion. Ainsi, la concentration de 10 mM a été conservée pour la suite de

ces mesures.
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1.2.5.2. Comparaison de trois lots de GlcC12

Trois lots de GIcC12 de différentes syntheses ont été analysés et comparés. Un
exemple de la courbe d’intensité diffusée | en fonction du vecteur de diffusion q est

représenté Figure 9, pour une solution de composé GIcC12 a 10 mM.

1(q) (unit. arb.)

Figure 9: Courbe expérimentale en coordonnées logarithmiques de I'intensité diffusée I en fonction
du vecteur de diffusion g pour une solution de GIcC12 a 10 mM. Les assemblages de GIcC12 ont été
observés aprés avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.

La courbe 1(q) présente un maximum entre q = 0.1 et 0.2 A™ indicatif du facteur de
forme des assemblages en solution. A plus petits angles, la mesure est limitée par la
présence du puits nécessaire 3 I'atténuation du faisceau incident vers 8x107 A, On observe
un épaulement vers 2x107 3 3x10% A, avec néanmoins aux plus petits angles une

remontée de la diffusion en ~q*® qui pourrait représenter des objets agrégés plus gros avec

une large distribution de tailles d’objets.
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Les courbes I(g) représentatives des trois lots du composé GlcC12 ont été
superposées dans la Figure 10 sur un domaine de q allant de 0.006 A™ & 0.25 A*, et pour une

concentration en GlcC12 égale a 10 mM.

10‘*-§
10’-§
— 106-;
Qo E
< 3
= 10° =
2
R
- 104-§

] ! s

10°4 » GIcC12 Lot 3 . &

] © GlcC12Lot2 : .

1] © GleC12 Lot 1 ;

107 10"
q (A"

Figure 10: Courbe en coordonnées logarithmiques de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q pour les trois lots d’une solution de GIcC12 a 10 mM dans |'eau. La courbe représentant le
lot 3 a été décalée vers le haut pour améliorer la lisibilité. Les assemblages de GlcC12 ont été
observés aprés avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.

Cette comparaison a mis en évidence linfluence non négligeable de [I’histoire
thermique des échantillons. Dans le cas des lots 1 et 2, on a pu constater que les courbes I(q)
étaient similaires sur toute la gamme de g observée avec un maximum tres large vers 1.5 x
10" A% En revanche, pour le lot 3 la diffusion présente un pic de diffraction tres fin
présentant son maximum pour q = 0.16 A™*. Cette différence a pu étre observée a I'ceil nu
par un précipité blanc présent dans le capillaire d’analyse. La présence de ce pic fin est
caractéristique d’'une phase solide. Le lot 3 a en effet été conservé 24 h de plus a 4 °C par

rapport aux lots 1 et 2 qui n"ont pas été maintenus a 4°C. Le lot 3 semble donc avoir été
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cristallisé, car il présente un pic de diffraction vers 0.16 A™. Seuls les deux premiers lots
ayant la méme histoire thermique ont donc été considérés car ils sont représentatifs des
assemblages formés en solution aqueuse, et les résultats de diffusion ont été modélisés a

partir de ces deux lots.

1.2.5.3.  Modélisation des résultats expérimentaux

En général, une modélisation de résultats expérimentaux I(q) exprimée en unités

arbitraires peut étre ajustée par I’équation suivante :

M(q,x) ~ k I(q)

OUu M est un modele ayant différents parameétres x et k est un facteur d’échelle. Ainsi, un
modele M est choisi a I'avance (sur la base de la connaissance du comportement physico-
chimique de ce type de systemes) et la détermination des parametres x et k est réalisée de
facon a ce que la modélisation s’approche le plus possible des données expérimentales I(q),

au sens des moindres carrés.

Les clichés obtenus en MET ont permis de mettre en évidence que le GIcC12 formait
des assemblages en solution de formes multiples (page 150). En particulier, la modélisation a
été affinée sur le domaine de q allant de 0.04 A 3 0.25 A" ou le diagramme de diffusion
présente un maximum, puisque le domaine de diffusion aux plus petits angles (q < 0.04 A™)
est influencé par la présence de différents types d'objets (agrégats). Parmi les nombreux
modeéles existants dans la littérature®®, les plus classiques pour les molécules amphiphiles

3212125 Nous avons choisi de nous focaliser sur deux d’entre

sont les modeles de micelles
eux, a savoir le modele de micelle sphérique et le modele de micelle elliptique. La
modélisation réalisée sous Mathcad ou Excel a permis de déterminer les dimensions

caractéristiques des assemblages formés par le GlcC12 a partir des courbes M(q,x) modéles.
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1.2.5.3.1. Modeéle de micelle sphérique : détermination des ordres de
grandeur

Le modele de micelle sphérique a été choisi dans un premier temps pour modéliser
les données expérimentales. Les micelles sont constituées de deux zones distinctes qui sont
le cceur, contenant les chaines hydrocarbonées, considéré comme un milieu homogéne et
sans solvant ; et la coquille, contenant les tétes polaires, le tout dispersé dans I'eau (Figure

11).

Connaissant le nombre d’atomes de carbone de la chaine hydrocarbonée du
composé amphiphile, et posant I'hypothese que la téte polaire posseéde une géométrie
sphérique, il est possible d’accéder par le calcul a plusieurs dimensions caractéristiques de la
micelle (Figure 11), qui sont le rayon du cceur (R.) et I'épaisseur de la coquille (E.). Ces valeurs
pourront ensuite étre comparées a celles obtenues par la modélisation des données

expérimentales.

Tout d’abord, le rayon du cceur peut étre calculé en le considérant comme le plus
grand rayon possible, c'est-a-dire comme la longueur d’une chaine hydrophobe étirée

(Equation 2).

Equation 2:

R.=1.=0.15+0.127 X n, (nm)

OU n est le nombre d’atomes de carbone de la chaine hydrocarbonée (pour le GlcC12,

n=12).

Connaissant Rc, il est possible de calculer I'aire a la surface de la micelle (A) avec I’hypothése
qgue la micelle possede une géométrie sphérique. En divisant A par le nombre moyen de
molécules amphiphile par micelle (N;), la valeur de la section transversale par chaine
hydrocarbonée a la surface de la micelle (ap) peut étre obtenue, et I'épaisseur de la coquille

E. en étre déduite en supposant que la téte polaire est sphérique.

Tout d’abord, V. (en nm?) est le volume du cceur (V. = (4/3) x m xR>); et Ve (en nm°) le

volume d’encombrement d’une chaine hydrocarbonée®® (V. = 0.0274 + 0.0269 x n,)
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Equation 3:

Le rayon de la micelle R, est ensuite déterminé en additionnant le rayon du cceur (R.) et
I’épaisseur de la coquille (Ec). Ainsi, nous avons pu accéder a |'évaluation des tailles

caractéristiques suivantes pour le GlcC12 :

Ve (nm3) ‘ Ve (nm?) ‘ N, ‘ao (nm?) ‘ Ec (nm) ‘ Rc (hm) ‘Rm(nm)‘ Dm (nm)

0.35 ‘ 19.65 ‘56‘ 0.63 ‘ 0.91 ‘ 1.67 ‘ 2.58 ‘ 5.16

Figure 11: Schéma des données caractéristiques d'un modele de micelle sphérique, a téte polaire
sphérique, appliqué au GlcC12

D’autre part, le contraste de diffusion provenant de la variation de densité
électronique entre les constituants de la micelle et le solvant peut étre déterminé par la
modélisation. En effet, la modélisation permet d’accéder aux valeurs de densité électronique
pe ou densité de longueur de diffusion de Thomson p = ro.pe propres a chaque zone de la
micelle. Ces valeurs peuvent étre évaluées en connaissant le volume v, de l'unité de
répétition (ur) dans la phase concernée, la longueur de diffusion de Thomson pour un

électron® (ro = 2.82 10™ cm) et le nombre d’électrons par unité de répétition Z,.
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Equation 4

T0 * Ly
p=TO*Pe="""

Ainsi, les densités de longueur de diffusion de la chaine hydrophobe et celle de la téte
hydrophile du GlcC12 ont été déterminées par le calcul (peeyr = 7.82 X 10™ cm™ et peoquilte =
6.35 X 10™ cm™) et comparées par la suite a celles obtenues par la modélisation. Notons
toutefois que la valeur de pcoquile déterminée par le calcul est inférieure a celle du solvant
(Peau = 9.43 X 10" cm™). Or, dans la littérature®?’ il a été montré que le coeur hydrophobe
possede une densité électronique plus faible que celle de I'eau, et que la téte polaire
posseéde une densité électronique plus forte que I'eau. Les résultats obtenus par cette
méthode de calcul dans le cas d’une téte hydrophile sphérique sont ainsi a prendre avec
précaution. Les valeurs obtenues par la modélisation sont donc probablement plus proches

de la réalité.

Dans le cas général de micelles sphériques ayant un cceur hydrophobe de rayon R, et
une coquille hydrophile de rayon (R + E.), le facteur de forme en SAXS est exprimé par la

relation suivante? :

Equation 5:

M(q' RC' EC' Apll ApZ) = k [K(q, RC + EC' Apz) - K(q' RC' Apl)]z

sin(qR)—qR.cos (qR)
(qR)?

avec K(q,R,Ap) = SmR*.Ap.3

Rc Rayon du cceur

Ec Epaisseur de la coquille

Ap;  Différence de densité de longueur de diffusion (ou densité électronique) entre la
coquille et celle du solvant (eau), Ap2=pcoquille-Psolvant

Ap, Différence de densité de longueur de diffusion (ou densité électronique) entre le
coeur et la coquille Ap1=pcoeur-Peoquille
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La courbe de modélisation correspondante a été tracée d’aprés ce modele, puis elle a
été comparée a la courbe expérimentale au sens des moindres carrés. Cette courbe
expérimentale, a quant a elle été tracée en soustrayant l'intensité diffusée par le capillaire

rempli de solvant (eau) (Figure 12).

3x10° o ®
2x10°

2x10* -

I (unit.arb.)

1x10*

5x10°

Figure 12: Comparaison en coordonnées unitaires de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q pour une solution de GlcC12 a 10 mM et la modélisation par un modele de micelle
sphérique (en rouge).

Les valeurs obtenues par modélisation sont répertoriées dans le tableau suivant (Tableau 2).

Tableau 2: Comparaison des valeurs caractéristiques théoriques et modélisées (ol k = 1.40x107) des
assemblages formés par une solution de GIcC12 a 10 mM

Ec (nm) Rc (nm) Pcoeur (thz) Pcoquille (Cm-z)
Calcul 0.91 1.67 7.82x10%° 6.35x10%°
Modélisation 0.98 1.95 7.59x10%° 10.33x10%°

Comme le montre la Figure 12, le modele sphérique ne permet pas de modéliser
correctement les résultats expérimentaux de la solution de GlcC12, en particulier pour les

-1 A . N
valeurs de q < 0.06 A, méme si le rayon du coeur Rc = 1.95 nm correspond grossiérement au
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modele calculé R. = 1.67 nm. De plus, la valeur de pcoquille (6.35><1O10 cm'z) déterminée par le
calcul pour une téte sphérique est inférieure a celle obtenue par la modélisation

(10.33x 10%° cm'z), alors que les valeurs de pceur SONt proches.

1.2.5.3.2. Modéle de micelle ellipsoidale

Apreés le modele de micelle sphérique, I'utilisation du modéle de micelle ellipsoidale a
été examinée. Dans le cas général de micelle ellipsoidale ayant un cceur hydrophobe de
demi-axe Re et de deux autres demi-axes Ry, et une coquille hydrophile de rayon
(Rea + E) et de deux autres demi-axes (R, + E¢), le facteur de forme est exprimé par la

relation suivante? :

Equation 6:

1

1(q) = (M?(q, 1)) = j [M(q, 112y

0

Ou u = cos(a,q) est le cosinus de I'angle entre I'axe R, et le vecteur de diffusion g.

3j1 (xEc)]

Ec

3j1 (XRe
M(CI: Il) = (pRc - pEc)Vc [%] + (pEc - peau)VEc [

avec  j (x) _ sin(x);azccos(x)

4
Xc = q\[(Rcazﬂz + Rcbz(1 - ﬂz) Ve = gchaRcb2

4
Xt = QN/(Rca + Ec)zﬂz + (Rcb + Ec)z(l - ‘uZ) Ve = gn(Rca + Ec)(Rcb + Ec)z
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La courbe de modélisation correspondante a ce modéle a été tracée (en rouge, Figure
13), puis la courbe expérimentale et la courbe de modélisation ont été comparées au sens

des moindres carrés.

3x10° - &
2x10*

2x10*

I (unit.arb.)

1x10°*

5x10° -

T T T 1
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
-1
q (A"

Figure 13: Comparaison en coordonnées unitaires de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q pour une solution de GlcC12 a 10 mM (en bleu) et la modélisation par un modéle de
micelle ellipsoidale (en rouge).

Comme nous pouvons le constater, le modeéle de micelle ellipsoidale conduit a une meilleure
modélisation des données expérimentales par rapport au modele de micelle sphérique. Les
valeurs des tailles caractéristiques obtenues par cette modélisation sont présentées dans le

Tableau 3.

Tableau 3: Valeurs caractéristiques modélisées des assemblages formés par une solution de GlcC12 a
10 mM (ot k = 2.31x10°®)

EC(nm) ’ Rca (nm) ‘ Rcb(nm) ‘ pcoeur(cm_z) ‘ pcoquille(cm_z)
1.23 ] 1.59 \ 1.65 \ 5.11x10% \ 10.95x10%

D’aprées le Tableau 3, les micelles ellipsoidales auraient un rayon égal a environ 2.90 nm.

Notons qu’il faudrait prendre en compte la distribution en taille des assemblages dans la
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modélisation par SAXS pour mettre en évidence la formation d’objets de taille similaire a

ceux obtenus par MET (entre 10 et 80 nm) et par QELS (95 nm + 25 nm).

A titre de comparaison, les valeurs obtenues pour les tailles caractéristiques de la micelle
ont été comparées a celles d’assemblages formés par des solutions de molécules

amphiphiles a base de lactose’.

Tableau 4: Comparaison en coordonnées unitaires de 'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q et des valeurs caractéristiques obtenues pour une solution de GlcC12 a 10 mM dans cette
étude (a gauche dans le tableau) et pour une solution d’un composé dérivé de lactose (référence’) a
19 mM (a droite dans le tableau).

OH OH on
(o]
OH
HO CH
HO NH\ y 3 HO ~ o OH
oH (CH2)11 NH_
HO (CH)11
OH OH

N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol N-dodécyl-amino-1-désoxy-lactitol
(dans cette étude) (référence?)

I(q)

3x10° » 0 |l
1 25 i
2x10° 4
—~ — 204 "
o) F s I.r".
S ax0t{ - < s \ Il \
M R I AR
= 1x10° i - 104 \ I '\
5x10° " .\--'j \\"'-n. .
0.0 e ——
0 0.05 010 015 0.20 0.25 05 0 15 20 25 30 35 40
B q(nm”)
(A%
Rea 1.59 2.38
(nm)
Reb 1.65 1.31
(nm)
E. 1.23 1.29
(nm)
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Dans ce tableau, on voit que I'épaisseur de la couronne contenant les tétes polaires est
similaire pour les deux molécules amphiphiles comparées. La longueur de la chaine
hydrocarbonée étant identique, la différence de taille des demi-axes peut étre due a la
présence d’une téte plus large dans le cas du composé dérivé de lactose qui modifierait le

rayon de courbure de la micelle.

De plus, les densités de longueur de diffusion (Tableau 3) de la chaine hydrophobe et celle de
la téte hydrophile du GIcC12 obtenues par la modélisation avec le modele de micelle
ellipsoidale ont été comparées a celle évaluées par le calcul pour une téte sphérique (page
156). Les valeurs de pcoquile €t de pceur Obtenues par la modélisation sont différentes de
celles calculées, ce qui laisse envisager que la téte hydrophile ne soit pas sous forme

sphérique.

Grace aux valeurs de densités de longueur de diffusion obtenues par la modélisation, nous

pouvons déduire le profil de diffusion au sein de la micelle ellipsoidale (Figure 14).

e

‘PI:} =1

+p 1010 cm ——— | s

=
-

T

v

Figure 14: Représentation schématique d'une micelle ellipsoidale et de son profil de diffusion p pour
la modélisation d’une solution de GIcC12 (a gauche) et pour une solution d’'un composé a base de
lactose’ (3 droite)
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Le profil de diffusion pour une solution de GIcC12 est similaire au profil de diffusion pour une
solution d’'un composé a base de lactose dans le sens ou Peeeur < Peau < Peoquille: Dans les deux
cas, la variation de densité électronique entre les constituants et le solvant a permis de

mettre en évidence la présence de composés de nature différente au sein de I'assemblage.

I.3. Influence de la longueur de chaine sur la nature des assemblages formés

Dans la littérature, une molécule a été définie comme amphiphile, par Van Doren et

.28 et par Kartha et coll.?’, lorsqu’elle posséde une chaine hydrocarbonée ayant au moins

col
6 atomes de carbone. Dans ce travail, il a été choisi d’étudier le comportement auto-
associatif en solution aqueuse de plusieurs molécules amphiphiles ayant au moins 6 atomes
de carbone au sein de leur partie hydrophobe. Ainsi, le N-hexyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol
(GlcCo), le N-octyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GIcC8), le N-dodécyl-1-amino-1-désoxy-D-
glucitol (GlcC12) et le N-hexadécyl-1-amino-1-désoxy-D-glucitol (GlcC16) ont été examinés.
Leur struture differe donc de celle du GIcC12 uniquement par la longueur de la chaine
alkylamine (Figure 15). Les assemblages formés par ces molécules amphiphiles sont

vraisemblablement des micelles, d’aprés le calcul de leur paraméetre d’empilement (Annexe

7).

OH OH
OH OH
HO CH HO NH CH
HO NAS T HO ~ 00
OH (CHa)s OH (CHa)7
GlcCé GlcC8
oH OH
OH
OH
HO
HO NH_ CHs HO NH_ O
HO N /7 (CH2)15
OH (CH2)11 OH
GlcC12 GlcC16

Figure 15: Structure des molécules amphiphiles GlcC6, GIcC8 (commercial), GIlcC12 et GlcC16
examinés dans ce travail
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I.3.1.Détermination des concentrations d’agrégation critique

La détermination de la concentration a partir de laquelle les molécules amphiphiles
forment des assemblages en solution aqueuse a été déterminée par tensiométrie avec la
méthode de la lame de Wilhelmy précédemment décrite. Les mesures ont été effectuées
avec une concentration initiale en molécule amphiphile pour laquelle celle-ci est soluble en
milieu aqueux a température ambiante (Cgjccs = 275 mg.L'l; Calecs = 25 mg.L'l; Calec12 = 25
mg.L™). Nous avons constaté que la solubilité du GIcC16 était trop faible pour pouvoir le
solubiliser a température ambiante, ce qui a rendu sa caractérisation difficile. Ainsi, les

courbes représentant la tension de surface en fonction du logarithme de la concentration

pour les molécules amphiphiles sont exposées ci-dessous (Figure 16 : GIcC6 (a) ; GIcC8 (b) et

GlcC12 (c)).
.
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Figure 16: Tension de surface en fonction du logarithme de la concentration pour (a) GlcC6; (b)
GlcC8 ; (c) GIcC12 dans I'eau; mesurée par la méthode de la lame de Wilhelmy a 25°C
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Le Tableau 5 suivant regroupe les différentes valeurs de CAC mesurées.

Tableau 5: Valeurs de la CAC molaire et massique obtenues pour les GlcC6, GlcC8, et GlcC12 dans

I'eau
Composé CAC (mM) | CAC (mg/L)
GlcCé6 OH 0.49 129.5
OH
HO NH_ CHs
GlcC8 OH 0.04 10.8
OH
HO
HO NS CHa
OH (CH2)7
GlcC12 OH 0.04 13.5
OH
HO
HO NH_CHs
OH (CH2)11

Ces résultats montrent que I'augmentation de la longueur de la chaine alkyle réduit la valeur
de la CAC. En effet, lorsque la longueur de la chaine alkyle augmente, le composé amphiphile
est moins hydrophile et donc moins soluble. Il va donc avoir tendance a s’auto-associer plus
rapidement de fagon a former des assemblages et ainsi permettre a I'eau de minimiser sa
surface de contact avec I'espece hydrophobe. Ces résultats sont en accord avec la littérature
ou il a été observé que la longueur de la chaine alkyle influait sur la CAC d’un composé
amphiphile (ayant la méme téte polaire) : la CAC diminuait lorsque la longueur de la chaine

3,21,22,30-32

augmentait . En guise de comparaison, le Tableau 6 répertorie les valeurs de CAC

, . . sie s .113.2
obtenues pour des molécules amphiphiles proches de celles synthétisées dans ce travail™>%°.
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Tableau 6: Valeurs de CAC de composés similaires aux molécules amphiphiles synthétisées

Référence Molécules amphiphiles CAC (mM)
Lopez et coll.*? o" 18.0
s 4.2 N HO'%/OW
Mesures réalisées a HO o
o OHO 1.80
En milieu tampon H%MOMW
OH
Méthode de -
o 0.58
I’anneau HO%OW
HO
OH
o 0.18
0
H{}{MO
0OH

Pestman et coll.?° o

OH OH Y 21
Mesures réalisées a N
HO N (CHaicH

40°C OH OH
(o]
Dans I'eau OH OH Y 19
} N
Méthode de la HOW\/ N (CHy)eCHs
goutte o
(o]
on on Y 0.20
N
HO/\H\H\/ \(CH2)11CH3
OH OH

Ces différents exemples confirment que la CAC est dépendante de la longueur de la chaine
alkyle. Pour ces composés, lorsque la longueur de la chaine alkyle augmente de deux atomes
de carbone, la CAC diminue d’un facteur 10. Cependant, comme on peut le voir sur la Figure
17, ce comportement différe quelque peu pour les molécules amphiphiles synthétisées dans

ce travail.
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Figure 17: Evolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine alkyle (avec n. = nombre
d’atomes de carbone) pour les molécules amphiphiles synthétisées GlcC6 et GlcC12 et commerciale
GlcC8

La concentration d’agrégation critique diminue d’un facteur 10 lorsque la longueur de la
chaine alkyle augmente de deux atomes de carbone entre le composé GlcC6 et le composé
GlcC8. Puis cette caractéristique est identique entre le composé GIcC8 et le composé GlcC12.
Néanmoins, il est important de noter que ces analyses n‘ont été réalisées qu’une fois, il
serait donc judicieux de les répéter pour valider ou non cette observation. Ces résultats
préliminaires ont toutefois permis de mettre en évidence que quelle que soit la longueur de
chaine alkyle, les molécules amphiphiles présentaient un comportement tensioactif en

solution aqueuse.

I.3.2.Influence de la longueur de chaine mise en évidence par QELS

L'influence de la longueur de la chaine alkyle sur la taille et la distribution en taille
des assemblages formés par les GlcC6, GIcC8, GlcC12 et GIcC1l6 a été ensuite examinée

(Tableau 7).
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Tableau 7: Comparaison des résultats obtenus par QELS (3 mesures) pour le GlcC6, GIcC8, GlcC12 et
GlcC16 par QELS pour une concentration en molécule amphiphile égale a 1 mM. Les assemblages ont
été observés aprés avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.

Dz (nm) POLY
GlcC6 410 0.50
GlcC8 530 0.69
GlcC12 95 0.26
GlcC16 105 0.25

La valeur élevée de POLY traduit une distribution tres large en agrégats pour les GlcC6 et
GlcC8 et relativement large pour les GlcC12 et GlcC16. Il existe donc une variété importante
d’objets en solution, et il est ainsi difficile de préciser par cette technique l'influence de la

taille de la chaine alkyle sur la taille et la distribution des agrégats en solution.

1.3.3.Influence de la longueur de chaine mise en évidence par MET

La taille et la forme des assemblages formés par le GlcC6, GlcC12 et GlcC16 ont été
observées par MET. Les clichés mettent en évidence trois types de populations d’objets

(Figure 18).
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Figure 18: Clichés obtenus par MET pour les assemblages formés par le (a) GlcC6 ; (b) GlcC12; (c)
GlcC16 pour des grilles préparées a partir de solutions aqueuses en molécules amphiphiles de
concentration égale a 1 mM. L'acétate d’uranyle 2 wt% a été utilisé comme contrastant. Les
assemblages ont été observés apres avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2.
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Dans le cas du GlcC6 (Figure 18a), il est difficile de confirmer la présence
d’assemblages sur le cliché obtenu. Il est possible que les molécules amphiphiles possédant
une chaine alkyle courte a 6 atomes de carbone forment des assemblages trop petits en

solution pour étre vus a ce grossissement.

Quant au GlcC16 (Figure 18c), les clichés montrent la présence de structures plutot
sphériques d’un diameétre compris entre 25 nm et 100 nm (clichés supplémentaires en
Annexe 6). Les molécules amphiphiles sont détectables par I'accumulation de contrastant a
I'extérieur des assemblages. D’apres leur forme et leur taille, ces assemblages pourraient
étre des vésicules. Il semblerait donc que la présence d’une chaine alkyle plus longue au sein
d’un composé de méme téte polaire entraine la formation d’objets de taille plus importante

et de forme moins irréguliere, en comparaison avec le GlcC12 (10 nm < D, < 80 nm).

I.3.4.Influence de la longueur de chaine mise en évidence par SAXS

Selon He et coll.®, la nature des assemblages formés par des composés de structure
proche varie en fonction de la longueur de chaine hydrophobe et aussi de la téte polaire
(Tableau 8). Par exemple, les assemblages formés par le n-octyl-B-maltopyranoside sont des
micelles sphériques (de rayon égal a 23.7 A), ceux formés par le n-dodécyl-B-
maltopyranoside sont des micelles ellipsoidales (de rayon plus grand égal a 34.4 A) et enfin
pour le n-octyl-B-glucopyranoside, les assemblages sont des micelles cylindriques (de

longueur égale 3 96 A et de rayon égal a 12.7 &) ou encore des micelles ellipsoidales®.
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Tableau 8: Comparaison de la structure des micelles formées par le n-octyl-B-glucopyranoside,
le n-octyl-B-maltopyranoside et le n-dodécyl-B-maltopyranoside’

OH
O,
HO
(e} CHjz
HO W\/\/
OH

— micelle cylindrique

n-octyl-B-glucopyranoside ou ellipsoidale

OH
© OH
HO
HO
O,
OH 4
o CHg
HO W\/\/
. OH
n-octyl-B-maltopyranoside . -
— micelle sphérique
OH
O,
HO OH
HO
o)
OH O

o CHs
HO V\/\/\/\/\/

-dodécyl-B-malt id
n-dodécyl-p-maltopyranoside — micelle ellipsoidale

Par ailleurs, Dupuy et coll.? ont mis en évidence la formation de micelles avec des
composés dérivés du lactose ayant une chaine hydrophobe a 8, 9, 10 ou 12 atomes de
carbone. La forme des micelles (ellipsoidales) et la taille moyenne (diametre le plus grand
environ égal a 3 nm) en solution est quasiment similaire pour les dérivés C9, C10 et C12
déduite ici par SAXS. Cependant, dans le cas du dérivé ayant la chaine la plus courte (C8), les
auteurs ont remarqué que la formation de micelles s’"accompagnait de la présence de petits

agrégats, sans plus d’information sur ces derniers.
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Dans ce travail, des mesures par SAXS ont été effectuées sur un seul lot pour chaque
composé GlcC6, GlcC8, GlcC12 et GlcC16 a une concentration égale a 10 mM. D’apres le
calcul de leur paramétre d’empilement (Annexe 7), les assemblages devraient former des
micelles. Les échantillons GlcC6 et GlcC16 n’ont malheureusement pas permis d’obtenir un
signal exploitable lors de cette expérience (signal peu intense). Les résultats pour le GlcC8 et
GlcC12 (le GlcC12 correspond au « lot 3 » du paragraphe 1.2.5.2) cristallisés 24h a 4°C sont

représentés sur la Figure 19.

<—GlcC12
<— GlcC8

1(9) (unit. arb.)

Figure 19: Comparaison en coordonnées logarithmiques représentant l'intensité diffusée | en
fonction du vecteur de diffusion q pour des solutions de GIcC8 (en rouge) et GlcC12 (en bleu) a 10
mM. Les assemblages ont été observés apres avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe 1.2.2..

La courbe I(q) présente un pic de diffraction trés fin présentant son maximum
respectivement & g = 0.19 At et q = 0.16 A pour le GlcC8 et le GlcC12. Les capillaires
contenaient tous les deux un précipité blanc visible a I'ceil nu. La microstructure de cet
échantillon est donc caractérisée par une phase solide avec un pic de diffraction fin présent
entre 0.1 et 0.2 A" (Annexe 8). Le maximum d’intensité peut étre attribué a la longue

période Dihi) = 2TT/dmax, qui est la distance de répétition entre deux feuillets au sein du

cristal.
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Taille théorique du

a (A% D kg (A) composé (A)
GlcC8 0.19 33.1 20.8

GlcC12 0.16 39.3 25.8

D’aprés ces résultats, on constate que la distance de répétition est supérieure a la taille
théorique d’'un composé amphiphile, et que cette distance augmente lorsque le nombre
d’atomes de carbone augmente au sein de la chaine hydrocarbonée. En extrapolant la
courbe tracée (Figure 20) a partir de Dy en fonction du nombre d’atomes de carbone de la
chaine hydrophobe, I'ordonnée a l'origine est censée correspondre a la taille de la téte

polaire, Dm, puisque : Dy =Ic + Dm.

45.0
40.0 393
35.0
30.0
25.0
20.0 20.7
15.0
10.0
5.0
0.0

33.1

Dy (A)

L

Figure 20: Représentation graphique de la distance de répétition en fonction du nombre d’atomes de

carbone au sein de la chaine hydrocarbonée de la molécule amphiphile

La taille extrapolée de la téte polaire serait alors égale a 20.7 A. Toutefois, rappelons que les
tailles théoriques calculées de la molécule entiere de GlcC8 et GlcC12 sont respectivement
de 20.8 A et 25.8 A et les tailles de la chaine hydrocarbonée calculée sont respectivement de
12.4 A et 18.6 A pour le GIcC8 et le GlcC12. Les résultats calculés et extrapolés sont ainsi

éloignés.

173



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

Les mesures relatives a ces molécules amphiphiles ont été réalisées pour un seul lot. Etant
donné la différence d’histoire thermique de ces échantillons par rapport aux échantillons

étudiés dans cette thése, les mesures devront étre reproduites.

I.4. Conclusion

Cette partie a été consacrée a I'étude des assemblages formés en solution aqueuse
par les molécules amphiphiles synthétisées. |l semblerait qu’aucune étude n’ait été réalisée
a ce jour pour déterminer les propriétés physico-chimiques de molécules amphiphiles
identiques a celles que nous avons synthétisées. Les résultats obtenus semblent montrer
gue les composés amphiphiles forment des assemblages en solution aqueuse quelque soit la
longueur de la chaine alkyle. Les principales informations concernant les propriétés
tensioactives, la taille et la distribution en taille ainsi que I'organisation structurale des
assemblages formés sont présentés dans le graphique ci-dessous. L’organisation en solution
est caractérisée par deux domaines de tailles caractéristiques, celui de micelles en solution,

et celui d’agrégats de plus grande taille.
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Etude des propriétés
d’auto-association des molécules amphiphiles

v

Propriétés Taille et distribution en taille Organisation
tensioactives structurale

GlcC12
10< D, (nm) < 95
Distribution en taille élevée

Observation de différentes GleC12
CAC (mM) structures

GlcC6 0.49 Modélisation pour

GlcC8  0.04 Glec16 0.04 < q (A1) < 0.25

GECE 25<D, (nm) <105 _ L
Distribution en taille élevée Micelle ellipsoidale
Observation de structures R~3nm
similaires

Tensiométre QELS & MET SAXS

Figure 21: Graphique illustrant les principales informations concernant les molécules amphiphiles
étudiées
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Il. Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles (GlcC6,
GlcC12 et GlcC16) avec un phospholipide (DPPC)

I1.1. Introduction

L’étude des assemblages formés par des phospholipides en milieu aqueux est bien
décrite dans la littérature, notamment car les vésicules composées d’'une ou de plusieurs

303337 parmi ces

bicouches lipidiques peuvent permettre la vectorisation de principes actifs
phospholipides, la 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DPPC), peut étre considérée

comme un phospholipide modéle puisque sa structure auto-associative de type vésiculaire a

38,39 I’ 33,40

été tres étudiée impliquant ainsi dans de nombreuses applications biomédicales

Cette these s’inscrit dans une thématique générale de recherche visant a synthétiser
des vecteurs a haute valeur ajoutée en utilisant des molécules amphiphiles bioactives. Le
composé amphiphile est alors le propre acteur de sa formulation de par ses propriétés
d’auto-association et de bioactivité (concept « d’économie moléculaire »). Dans ce contexte,
le but de ce travail est de montrer la faisabilité de ces systémes associant un phospholipide
modele (DPPC), et un composé amphiphile modeéle synthétisé dans la premiere partie de ce

travail (GlcC6, Glc12 ou GlcC16).

L'impact de I'ajout d’une molécule amphiphile telle que le GIcC12 sur I’évolution de la

nature et de la taille des vésicules de DPPC en milieu aqueux n’a pas été étudié

. ont mis en évidence

précédemment dans la littérature. Notons toutefois que Dahbi et col
qgue l'ajout d’'une molécule amphiphile proche de celle étudiée (de type décylglucoside)
perturbait la structure des assemblages formés par un phospholipide (DLPC). Ces auteurs ont
montré par SAXS que la distance de répétition entre les bicouches au sein de vésicules
multilamellaires diminuait de 61 A & 59 A lorsque la fraction molaire de décylglucoside
augmentait de 0 % a 35 %. De facon plus générale, plusieurs groupes de recherche ont mis

42-44
. P

en évidence l'intérét de I'addition des molécules amphiphiles sur les membranes ar

. et Caussanel et coll.*® ont montré gu’il était possible d’extraire

exemple, Hildreth et col
des protéines membranaires au sein de micelles mixtes en ajoutant des molécules

amphiphiles a des membranes biologiques. lls ont montré que la nature de la téte polaire du
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composeé ainsi que celle de la liaison entre la téte polaire et la chaine alkyle influait de fagon

significative sur I'efficacité de la solubilisation des membranes.

Dans cette these, il a été choisi de développer une étude sur les mélanges de DPPC
avec le GlcC12, et d’étudier de fagon préliminaire I'influence de la longueur de la chaine sur

la taille et la morphologie des assemblages formés en solution.

Différentes proportions molaires DPPC/GIcC12 ont été préparées (100/0; 99/1;
95/5; 90/10; 50/50; 10/90; 0/100) et examinées de fagcon a mettre en évidence une
éventuelle influence du pourcentage de molécule amphiphile sur la structure des
assemblages. Comme précédemment (Figure 5), les assemblages ont été préparés par la

méthode d’hydratation de film lipidique a une concentration de 10 mM en milieu aqueux.

Dans le but de prédire la nature des assemblages formés par les différents mélanges,
le paramétre d’empilement pour les sept fractions de DPPC/GIcC12 a été évalué. En effet, ce

calcul peut étre réalisé sur des mélanges de molécules amphiphiles en tenant compte de la

47,48

proportion molaire de chaque constituant (Equation 7).

Equation 7: Paramétre d'empilement pour les assemblages de DPPC/GlcC12

Vi V
p— DPPC Xpppc + GleC12

lepppc X Qo pppc

] Xeicc12
¢,Glec12 X Qo Glec12

avec

X; fraction molaire de la molécule amphiphile dans I'assemblage

Vi volume occupé par la chaine hydrocarbonée?® (V=27.4+26.9.n.) (nm>)
Ic; longueur de la chaine hydrocarbonée®® (I.=1.54+1.265.nc) (nm)

ao aire occupée a l'interface par la téte polaire (nm?)

La valeur de ag a été extraite de la littérature pour la DPPC (ap = 52.3 A2 3 25°C 39) et calculée

pour le GlcC12 (ag = 62.8 A?) page 156.

4TR?
ao = N
a
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Ce calcul prend donc en compte la longueur de la chaine hydrocarbonée26 (I) et le nombre

d’agrégation.

Tableau 9 : Paramétre d'empilement P pour les différents assemblages de DPPC (V=861.8 A®, [c=20.5
A, a;=52.3 A2, n.=15) et de GlcC12 ((V=350.2 A%, 1.=16.8 A, a,=62.8 A2, n.=12).

DPPC/GlcC12 (% mol.) ‘ 100/0 ‘ 99/1 ‘ 95/5 ‘90/10 ‘ 50/50 ‘ 10/0 ‘ 0/100
P ’ 0.80 ’ 0.80 ‘ 0.78 ‘ 0.75 ‘ 0.57 ‘0.38‘ 0.33

Les valeurs de P pour les assemblages de DPPC/GIcC12 sont comprises entre 0.33 < P < 0.8.
Ainsi, d’aprés ce calcul, les assemblages de DPPC/GIcC12 ayant une fraction de DPPC
comprise entre 0.9 et 1 auraient plutot une géométrie de vésicule alors que les assemblages
ayant une fraction de DPPC comprise entre 0 et 0.1 présenteraient plutét une structure
micellaire. Il semblerait donc que I'ajout de 10 % (mol.) de GIcC12 pourrait entrainer la
solubilisation des vésicules formées par la DPPC. Ceci sera vérifié expérimentalement dans la
suite de cette étude. En effet, le calcul du parametre d’empilement tient uniquement
compte de la chaine hydrocarbonée dans son état étiré et il se peut que les lipides soient
inclinés dans les bicouches des vésicules ou encore que les chaines hydrocarbonées soient

enchevétrées. Il convient donc de rester critique vis-a-vis de ce calcul.

[1.2. Evolution de la taille des assemblages de DPPC/GlcC12 par QELS

Le diamétre hydrodynamique moyen obtenu pour le GIcC12 seul a été comparé a
ceux obtenus pour les mélanges DPPC/GIcC12. Les mesures ont été répétées au moins trois

fois (Figure 22).
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Figure 22: Représentation par histogramme de la taille (en bleu) des assemblages de DPPC/GIcC12 a
une concentration de 1mM pour des ratios de DPPC/GIcC12 égaux a 100/0; 99/1; 95/5; 90/10;

50/50 ; 10/90; 0/100.

Dans les formulations, I'ajout de GlcC12 fait évoluer la taille des assemblages a |'échelle de la
centaine de nanometres formés par la DPPC puisque dés 1 %, le diamétre des assemblages
diminue. A partir de 10 % de GIlcC12 on remarque que la taille des assemblages reste
relativement constante (sauf pour 50%). Pour toutes les fractions, les valeurs de POLY sont
de I'ordre de 0.37 £ 0.08 et dénotent d’une distribution en taille relativement large. Sur le
cliché représentant les suspensions de mélanges de DPPC/GIcC12 (Figure 23), on peut
remarquer que l'aspect visuel opaque blanc du mélange 50/50 est similaire a celui de la

DPPC, ce qui pourrait confirmer la présence d’objets de taille élevée en solution dans ce cas-

la.
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100/0 99/1 95/5 90/10 10/90  0/100

Figure 23: Photographies des suspensions des mélanges de DPPC/GIcC12 a 100/0; 99/1; 95/5;
90/10; 50/50 ; 10/90 ; 0/100 a une concentration de 1 mM dans I'eau.

La stabilité des assemblages formés a été étudiée apres une conservation a 4°C a une
concentration de 10 mM au bout de 7 jours. La taille des assemblages de DPPC /GlcC12 a
100/0; 99/1; 95/5 et 50/50 a respectivement augmenté de 75%, 70%, 30% et 35%. La taille
des autres assemblages de DPPC/GIcC12 90/10; 10/90 et 0/100 n’a pas évolué
significativement. Il semblerait donc qu’a partir de 10% de composé amphiphile introduit, la
taille des objets soit stable sur ce laps de temps (mis a part I’assemblage 50/50 qui présente
un comportement ne s’inscrivant pas dans la tendance générale). Les organisations
supramoléculaires en solution a I’échelle de la centaine de nanometres et au-dela, formés

par les composés amphiphiles seraient ainsi plus stables que ceux formés par la DPPC.

11.3. Etude de la morphologie des assemblages de DPPC/GIcC12 par MET

L’évolution de la morphologie des assemblages de DPPC/GIcC12, avec le pourcentage
de molécule amphiphile ajouté, a été confirmée par des observations en microscopie

électronique en transmission (Figure 24).

180



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

181



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

Figure 24: Clichés obtenus par MET représentant I’évolution de la taille des assemblages formés par
les mélanges DPPC/GIcC12 : (a) 100/0 (et Annexe 9); (b) 99/1; (c) 95/5 ; (d) 90/10 ; (e) 50/50; (f)
10/90 ; (g) 0/100 de concentration de 1 mM. L'acétate d’uranyle 2 wt% a été utilisé comme
contrastant. Les assemblages ont été observés apres avoir réalisé le protocole décrit en paragraphe
1.2.2.

Sur les clichés de microscopie, la taille des assemblages diminue avec I'ajout de GlcC12. Dés
I'ajout de 5 % mol. de molécule amphiphile (Figure 24c), les vésicules multilamellaires
formées semblent disparaitre au profit d’objets de taille plus faible, de type vésicules plutot
unilamellaires ou de micelles. Les observations ont été répétées plusieurs fois mais il
convient de rester critique vis-a-vis des résultats étant donné la difficulté a obtenir des

clichés toujours reproductibles.

[1.4. Etude de la structure des assemblages de DPPC/GlcC12 par SAXS

La superposition des courbes d’intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion g a une concentration de 10 mM pour les mélanges de DPPC/GIcC12 (100/0 ; 99/1 ;
95/5;90/10; 50/50 10/90 ; et 0/100) est présentée en Figure 25.
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Figure 25: Comparaison en coordonnées logarithmiques de l'intensité diffusée I en fonction du
vecteur de diffusion q pour des solutions de mélanges de DPPC/GIcC12 a une concentration de 10
mM dans I'eau et préparés selon le protocole décrit en 1.2.2.. Mise en évidence de deux tendances
(a)100/0;99/1;95/5;90/10 ; 50/50 et (b) 10/90 ; 0/100.
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D’aprés cette représentation graphique, toutes les courbes présentent un comportement
comparable aux petits angles (q < 0.05 AY). Cependant, le comportement aux plus grands q
(q > 0.05 A') dépend de la fraction DPPC/GIcC12 au sein de la solution. En effet, pour les
fractions 100/0 ; 99/1 ; 95/5 ; 90/10 ; 50/50 (Figure 25a), on observe un pic assez large vers q
=0.10 At suivi d’un épaulement aux plus grands q, alors que pour les fractions 10/90 ; 0/100

(Figure 25b), on observe un maximum plus diffus pour les hautes valeurs de g ~ 0.11 A™,

11.4.1. Modélisation des résultats obtenus

La modélisation des résultats obtenus semble délicate en regard du choix du modéle
a utiliser étant donné que les assemblages sont formés par des mélanges de composés. Deux
stratégies ont été comparées. Dans un premier temps nous avons modélisé les résultats de
la DPPC par un modele de vésicule, puis observé l'influence de I'ajout du composé
amphiphile sur ce modele. Dans un second temps, nous sommes partis de la modélisation du
GlcC12 par le modele de micelle sphérique et elliptique décrit précédemment, puis nous

avons observé l'influence de I'ajout de DPPC sur les résultats obtenus.

1.4.1.1. Modélisation selon le modéle de vésicule

Dans la littérature, le comportement des assemblages constitués de DPPC est
généralement modélisé par un modele de vésicule unilamellaire?” ou multilamellaire®®*.
Nous avons choisi de modéliser les assemblages formés par la DPPC d’aprées le modeéle de

vésicule unilamellaire décrit par Hirai et coll.”’

. Cette modélisation tient compte des
différentes couches de densité électroniques différentes présentes au sein de la vésicule
unilamellaire et de la distribution des vésicules dans la solution. La vésicule est alors
constituée de quatre couches : la région du cceur remplie d’eau, et la bicouche constituée de
trois parties qui sont une région hydrophobe (chaines hydrocarbonées de la DPPC)
enveloppées par deux régions hydrophiles (les tétes polaires de la DPPC). L'intérieur d’'une
vésicule étant aqueux, les parametres de modélisation sont les épaisseurs et la densité

électronique des couches hydrophiles et hydrophobes. Le facteur de forme est exprimé par

la relation suivante (Equation 8):
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Equation 8: Facteur de forme du modele décrit par Hirai et coll.”’

n 2
Vij1(qR - — P )Vij1 (qR;
15(q, Ry, Ry, Ry e, Ry) =9{p1 20 1)+Z(p‘ pi-n)Viii(aRy)
1 i=2

qR (qR:)
Avec
j1(x) — sixnzx _ coxsx
4 3
Vi = §T[Ri

En tenant compte de la distribution des vésicules dans la solution, I'expression de I'intensité

diffusée devient (Equation 9):

Equation 9: Fonction de I'intensité diffusée pour le modéle décrit par Hirai et coll.

o

1(q) = f I15(q, ROD(RdR;

Rmin

{_ (R—Rmoy)}

1
avec D(R) = T eXD P

NoTT

Dans un premier temps, la courbe expérimentale de l'intensité diffusée | par rapport au

27
l.

vecteur de diffusion q pour la DPPC a été comparée a celle obtenue par Hirai et coll.”” (Figure

26).
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Figure 26: Comparaison en coordonnées linéaires de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q pour la DPPC d’apres Hirai et coll.”’ (a) et d’aprés nos résultats (b).

La Figure 26 met en évidence une différence d’organisation des résultats puisque dans le cas
(a) on observe un maximum diffus vers q = 0.1 A, alors que dans le cas (b), on observe un
pic vers g = 0.1 A suivi d’un épaulement aux plus grands q. Ceci pourrait &tre di a la
présence de vésicules multilamellaires au sein de notre échantillon de DPPC, par opposition
a celui de Hirai et coll.”’ ou la présence de vésicules unilamellaire est caractérisée par la
présence d’'un maximum diffus. Dans le cas de I'étude d’Hirai, la préparation des vésicules
comporte des étapes supplémentaires de filtration a travers des membranes de pores de 0.1

pm et une analyse quasiment extemporanée (tanalyse = tpréparation + 24h).

Les données expérimentales des différentes fractions obtenues dans ce travail ont été
modélisées d’apres le modele d’Hirai. Un exemple de cette modélisation est représenté ci-

dessous (Figure 27).
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Figure 27 : Intensité diffusée | en fonction du vecteur de diffusion q en coordonnées linéaires des
vésicules de DPPC a une concentration en DPPC de 10 mM dans I'eau (en noir) et modélisation des
résultats par le modéle d’Hirai et coll.”’ (en rouge).

La présence des vésicules multilamellaires de différentes tailles semble jouer un réle sensible
sur le diagramme de diffusion. D’aprés les résultats expérimentaux obtenus ici, il semblerait
qu’un pic fin soit présent vers q ~ 0.1 A™ et soit représentatif de la contribution des vésicules
multilamellaires. Les fractions de DPPC/GIcC12 a 99/1; 95/5; 90/10 et 50/50 présentent
toutes une allure proche et aucune des fractions n’a été correctement modélisée par le
modele d’Hirai et coll.?’. De ce fait, il a été mis en évidence gue l'utilisation du modele

d’Hirai et coll.”” ne s’applique pas aux vésicules multilamellaires de DPPC.

Les données expérimentales ont permis de déterminer la distance de répétition D
entre deux lamelles au sein de I’assemblageso. Celle-ci est similaire pour les fractions 100/0,

99/1, et 95/5.

DPPC/GlcC12 ‘ 100/0 ’ 99/1 ‘ 95/5 ‘ 90/10 ‘ 50/50
Din (A) ‘ 62.8 ‘ 62.8 ‘ 63.3 ‘ / ‘ 62.8

Ainsi, la distance de répétition n’est pas significativement influencée par I'ajout de GlcC12

jusqu’a une composition de 50/50%.
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11.4.1.2. Modélisation selon le modéle de micelle sphérique ou ellipsoidale

Précédemment, nous avons montré que la modélisation du GlcC12 en solution
aqueuse avec un modele de micelle de type ellipsoidale donnait des résultats corrects. C'est
pourquoi nous avons choisi d’observer |’évolution de I'ajout de DPPC aux mélanges
DPPC/GIcC12 au travers de ce modele. En outre, la MET a permis de mettre en évidence que
les assemblages présentaient une variété de forme importante dans la gamme de tailles
caractéristiques supérieure a 100 nm, ce qui ne sera pas abordé ici. De ce fait, nous avons
effectué une convolution a partir des modeles de micelle sphérique et ellipsoidale. Les
résultats sont présentés uniquement pour les fractions 90/10 ; 50/50 ; 10/90 étant donné

que les assemblages 100/0 ; 99/1 et 95/5 semblent étre plutét de type vésiculaire.

1x10° 7
(a)

8x10°

6x10°

I (unit.arb.)

4x10°

2x10°

(c)

1x10° 4

(b)

7x10° A

7x10°

I (unit.arb.)
I (unit.arb.)

T T
0.00 0.08 0.16 0.24 0.00 0.08 0.16 0.24

q (A" q (A"

Figure 28 : Comparaison en coordonnées linéaires de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de
diffusion q pour les mélanges de DPPC/GIcC12 a une concentration de 10 mM (en noir) et
modélisation des résultats par le modele de micelle sphérique (en rouge) et ellipsoidale (en bleu). Les
mélanges sont (a) 90/10 ; (b) 50/50 ; (c) 10/90 dans I'eau.
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Ces représentations graphiques mettent en évidence I'impact du pourcentage de molécule
amphiphile et de DPPC sur la nature des assemblages formés en solution. Les résultats des

modélisations pour les mélanges de DPPC/GIcC12 sont listés dans le Tableau 10.

Tableau 10: Résultats de la modélisation des mélanges de DPCC/GlcC12

DPPC/Glcc12

(mol./mol.) 0/100 10/90 50/50 90/10
Modeéle de micelle sphérique

R¢ (nm) - 1.89 2.11 1.96

E. (nm) - 1.11 1.21 1.18
Modeéle de micelle ellipsoidale

Rea (nm) 1.59 241 2.37 2.69

Re (M) 1.65 3.09 4.28 3.37

Reo/Rea 1.03 1.28 1.81 1.25

E. 1.23 1.21 1.20 1.20

Mis a part pour le mélange 50/50, les résultats semblent révéler une tendance a
I'augmentation du rayon du cceur de I'assemblage avec I'ajout de DPPC. De plus, I’évolution
du facteur Rep/Rc, correspondrait a un allongement de la forme de la micelle par rapport a la
distance Rq. Il est possible que les assemblages soient formés de micelles sphériques et
ellipsoidales pour les fractions 90/10 et 10/90. Cependant, pour la fraction 50/50 (Figure
28b), la présence de vésicules caractérisées par un pic fin vers g ~ 0.1 A indique que le

modéle de micelles n’est pas représentatif de I'ensemble de I’échantillon.

11.4.2. Effet de la température sur les assemblages

Les courbes représentatives des échantillons mesurés a différentes températures
pour quatre fractions DPPC/GIcC12 (100/0 ; 90/10; 10/90 ; 0/100) sont représentées sur la

Figure 29.
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Figure 29: Dépendance des courbes de I'intensité diffusée | en fonction du vecteur de diffusion q par

rapport a la température pour DPPC/GIcC12 (a) 100/0; (b) 90/10 ; (c) 10/90 ; (d) 0/100. Les courbes
ont toutes été décalées avec un terme additif pour une meilleure lisibilité.

Concernant les résultats obtenus pour la DPPC (Figure 29a), on a obtenu des résultats
similaires a ceux de Denisov et coll.>®. A savoir que, lorsque la température augmente, la
position du premier maximum se décale vers les plus petits angles et I'intensité aux petits
angles diminue. Les courbes représentatives des assemblages de GlcC12 (Figure 29d) et de
DPPC/GIcC12 10/90 (Figure 29c) ne semblent pas évoluer avec I'augmentation de la
température, et sont parfaitement superposables pour les grands gq. Concernant le mélange
DPPC/GIcC12 a 90/10 (Figure 29b), il semblerait qu’une transition structurale soit présente
entre 35°C et 40°C qui entrainerait la disparition de vésicule au profit de micelles. Deux
transitions sont observées pour la DPPC pure entre 35°C et 40°C et entre 40°C et 45°C. Dans
la littérature, il a été montré que ces transitions (t; = 35.3°C et t, = 40.7°C) sont

caractéristiques de changement de phase pour la DPPC multilamellaire?.
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[1.5. Influence de la longueur de chaine de la molécule amphiphile dans les

mélanges avec la DPPC

11.5.1. Mélange avec le N-hexyl-1-amino-désoxy-D-glucitol (GlcC6)

La Figure 30 représente I'évolution de la distribution de taille des assemblages de

mélanges de DPPC/GIcC6 a 100/0 ; 90/10 ; 50/50 ; 0/100 ; mesurée par QELS.

600 1
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Dz (nm) (en bleu)
POLY (en rouge)
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100

100/0 90/10 50/50 0/100

% de DPPC/GIcC6 (mol./mol.)

Figure 30: Représentation par histogramme de la taille (en bleu) des assemblages de DPPC/GIcC6 a
une concentration de 1mM dans I’eau pour des ratios de DPPC/GlcC6 égaux a 100/0; 50/50; 10/90;

0/100.

La encore, les résultats montrent que I'ajout de GlcC6 a la DPPC entraine une modification
de la taille des assemblages formés dans une gamme de tailles caractéristiques de I'ordre de
50 nm et au-dela. Il est en effet possible que la structure vésiculaire des assemblages formés
par la DPPC soit aussi altérée par la présence de ces molécules amphiphiles. Ces résultats
sont a prendre avec précaution étant donné la valeur de POLY élevée, en particulier pour le
GlcC6 100/0. Ces observations ont été complétées par les clichés de microscopie

électronique en transmission (Figure 31).
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Figure 31 : Clichés obtenus par MET pour les assemblages formés par les mélanges de DPPC/GlcC6:
(a) 100/0; (b) 90/10; (c) 50/50; (d) 0/100, pour des grilles préparées a partir de solutions aqueuses
en molécules amphiphiles de concentration de 10 mM. L'acétate d’uranyle 2 wt% a été utilisé
comme contrastant.

Par comparaison avec le cliché représentant les assemblages de DPPC, il est délicat de
mettre en évidence une évolution systématique du systeme en fonction de I'ajout de GlcC6.
Pour une fraction de 50/50 (mol./mol.) (Figure 31c), la présence d’objet de taille plus faible

est observée, de type sphériques. Aucune conclusion n’a cependant pu étre obtenue pour
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les autres fractions. Ces mesures devront étre répétées par la suite afin de pouvoir confirmer

ces résultats préliminaires.

[1.5.2. Mélange avec le N-hexadécyl-1-amino-désoxy-D-glucitol (GlcC16)

La Figure 32 représente |I’évolution de la distribution de taille des assemblages de

mélanges de DPPC/GIlcC16 mesurée par QELS.
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Figure 32: Représentation par histogramme de la taille (en bleu) des assemblages de DPPC/GIcC16 a
une concentration de 1 mM dans I'eau pour des ratios de DPPC/GIcC16 égaux a 100/0; 90/10 ; 50/50;

10/90; 0/100.

L'ajout de GlcC16 dans la formulation DPPC entraine une faible diminution de la taille
des assemblages formés. Il est possible que la structure vésiculaire des assemblages formés
par la DPPC, possédant deux chaines hydrophobes a 16 atomes de carbone, ne soit que
faiblement altérée par la présence de molécules amphiphiles dont la partie hydrophobe est
une chaine contenant 16 atomes de carbone. Cependant, les valeurs de POLY allant jusque
0.5 dénotent d’une distribution en taille relativement large pour toutes les fractions. Les
résultats sont donc a interpréter de nouveau avec précaution. La stabilité des assemblages
formés a été étudiée apres une conservation a 4°C a une concentration de 10mM au bout de
7 jours. La taille des assemblages de DPPC /GlcC16 a 50/50 a augmenté de 75 %. La taille des
autres assemblages de DPPC/GIcC16 90/10 ; 10/90 et 0/100 n’a pas évolué significativement.
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Tout comme pour les assemblages de GlcC12, les assemblages formés par les molécules
amphiphiles GIC16 seraient plus stables que ceux formés par la DPPC. De plus, I'évolution de
la morphologie des assemblages avec DPPC/GIcC16 a été partiellement confirmée par les

clichés de microscopie électronique en transmission (Figure 33).
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Figure 33: Clichés obtenus par MET pour les assemblages formés par les mélanges de DPPC/GlcC16:
(a) 100/0; (b) 90/10; (c) 50/50; (d) 10/90 ; (e) 0/100, pour des grilles préparées a partir de solutions
aqueuses en molécules amphiphiles de concentration de 10 mM. L'acétate d’uranyle 2 wt% a été
utilisé comme contrastant.
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La plupart des assemblages semblent conserver une structure vésiculaire avec I'addition de
GlcC16. Notons toutefois que le cliché représentant I'assemblage de DPPC/GIcC16 a 50/50
(Figure 33c) présente des objets de forme variée et assez différente de celles rencontrées

pour les autres assemblages.

I1.6. Conclusion

Dans cette partie, I'étude de linfluence du pourcentage molaire de molécule
amphiphile sur la formation d’assemblages de DPPC/molécule amphiphile a été étudiée.
Méme si la compréhension de I'organisation a différentes échelles de taille est délicate, une
tendance générale a été mise en évidence. Il a été montré que I'ajout de la molécule
amphiphile dans les mélanges DPPC/molécule amphiphile entrainait une diminution de la
taille des assemblages formés dans la gamme de tailles de I'ordre de 100 nm, et cela pour les
trois longueurs de chaine. A partir de 10% (mol.), la taille des assemblages reste
relativement constante. De plus, un comportement particulier a été mis en évidence pour la
fraction 50/50 pour laquelle les assemblages sont de taille trés élevée. Ces observations sont
a considérer en se rappelant que la distribution des systémes est relativement large tant au

niveau de la taille que parfois au niveau de la forme.
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Conclusion

Ce troisiéme chapitre a été consacré a I'étude des propriétés d’auto-association des

molécules amphiphiles dont le travail de synthese a été présenté dans le chapitre précédent.

Dans la premiére partie de ce chapitre, I'étude des propriétés physico-chimiques du
GlcC12 synthétisé a été réalisée. Son comportement tensioactif a été mis en évidence par
des mesures en tensiométrie. L'utilisation de la MET a permis d’observer la présence
d’assemblages de taille d’environ 100 nm, avec une distribution en taille relativement large
et une variété de forme. La modélisation des données expérimentales en SAXS a complété
cette observation et il semblerait que les assemblages formés en solution comprennent
également des micelles de type ellipsoidales de taille d’environ 3 nm de rayon. Une des
perspectives de ce travail est de complexifier la modélisation en SAXS en introduisant la
distribution en taille des assemblages micellaires et d’ajouter la contribution des objets de
plus grande taille visibles en QELS. Ainsi, il serait possible de prendre en compte
I'organisation a différentes échelles avec des objets de grande taille qui ont été observés par
MET. Par ailleurs, une étude préliminaire a été effectuée afin de constater I'influence de la
longueur de chaine de la molécule amphiphile sur la nature des assemblages formés en
solution aqueuse. A la différence du GlcC12, les assemblages formés par le GlcC16 seraient
de taille plus élevée (entre 25 nm et 100 nm) et de forme moins variée. Aucune certitude n’a

pu étre établie quant a la nature des assemblages réalisés par le GlcC6 et le GlcC8.

Dans la seconde partie de ce chapitre, I'impact de la formulation du GlcC12 avec un
phospholipide modele (la DPPC) a été examiné. Il semblerait que I'ajout de ce composé
amphiphile permette de solubiliser les vésicules multilamellaires formées par la DPPC pure,
et ce dés une fraction molaire de 10 % (mol.). La QELS a permis de mettre en évidence la
diminution de la taille des assemblages formés tout en considérant la distribution en taille
élevée des assemblages. La MET a quant a elle permit de confirmer la présence de vésicules
multilamellaires pour des assemblages de DPPC/GIcC12 a 100/0 et 99/1 et d’assemblages de
nature différente pour les autres fractions. Par SAXS, il a été constaté que l'ajout de
molécule amphiphile au sein de la DPPC semble engendrer une diminution de la taille des
assemblages micellaires. Graphiquement il a été possible d’observer la solubilisation des

, . . . n N . . . -1
vésicules multilamellaires par le GlcC12 grace a la disparition du maximum vers g =0.1 A™, et
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a I'apparition d’un maximum plus diffus vers q = 0.11 A™. En outre, il a été montré par toutes
les techniques de caractérisation que les assemblages formés a partir d’'un mélange

équimolaire des deux constituants possédaient un comportement particulier.

Cette partie a permis de montrer la possibilité d’auto-association de systémes
moléculaires organisés en milieu aqueux pour les molécules amphiphiles seules ou en

mélange avec la DPPC.

Eal Systéme Y
x% + v% _— Moléculaire \
Organisé
Glycolipide Phospholipide
(GleC6, BleC12 ou GleC16) (DPPC)

Cet objectif étant atteint, il est maintenant nécessaire d’approfondir la connaissance

de ces assemblages, notamment en reproduisant les résultats obtenus.
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Partie expérimentale

A. Produits commerciaux utilisés

Les solvants proviennent de chez Sigma Aldrich. Ils ont été utilisés sans purification

supplémentaire.

La 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DPPC) est fournie par Sigma Aldrich
(CAS : 63-89-8, pureté environ 99%). Le 1-désoxy-1-(octylamino)-pD-glucitol (appelé GIcC8
dans ce document) provient de Sigma Aldrich (CAS : 23323-37-7, pureté 98 %).

B. Réalisation des mélanges des molécules amphiphiles synthétisées

Les pesées sont effectuées sur une balance de précision Mettler Toledo® AB135-S, dont la

capacité maximale est de 31 g (+ 0.01 mg) ou de 120 g (+0.1 mg).

Une solution meére de DPPC (M = 734.00 g/mol) a 5 g/L dans le chloroforme et une solution
mere de molécule amphiphile (Mgcs = 265.35 g/mol; Mgiccs = 293.40 g/mol; Mgicciz =
349.51 g/mol ; Mgicci6 = 405.61 g/mol) a 5 g/L dans le méthanol sont réalisées. En fonction
du mélange réalisé, x mL de la solution de DPPC et y mL de la solution de molécule
amphiphile sont mis dans un ballon de 50 ml. Les solvants sont évaporés sous pression
réduite pendant 30 minutes a une température de 70°C. Le film formé sur les parois du
ballon est alors hydraté par ajout de 1 ml d’eau pure (Versol ®) et le ballon est agité pendant
10 minutes a 70°C. Ensuite, la solution est mise dans un bain a ultrasons pendant 20 minutes
a 69°C puis refroidie. Ainsi, un échantillon comportant une concentration totale de 10 mM

est préparé.

C. Techniques de caractérisation physico-chimique

= Mesure de tension de surface

Les mesures de tension de surface ont été réalisées avec un tensiometre KRUSS K100 par la

méthode de la lame de Wilhelmy. La méthode de mesure « CAC étendue » a été utilisée car
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elle permet de rester a volume constant tout au long de la mesure, ce qui permet
d’augmenter la gamme de concentration lors de la dilution. Les différentes concentrations
sont automatiquement générées avec un systeme de dosage Dosimat contrblé par
ordinateur. Aprés la mesure, la CAC a été déterminée en utilisant le module « CMC » du

logiciel Labdesk.

Les solutions ont été préparées par dissolution dans de I'eau ultra-pure de la molécule
amphiphile a température ambiante sous agitation pendant 48 heures. Les mesures ont été
effectuées dans un cristallisoir de 50 mL a 25°C et la concentration initiale a été différente
selon la solubilité du molécule amphiphile a cette température (cgiecs = 1 MM ; Cgiccs = 1 MM,

Cglecc12 = 0.07 mM)

= Diffusion quasi-élastique de la lumiére (QELS)

Les études de diffusion quasi-élastique de la lumiere ont été réalisées avec un appareil
ZetaSizer NanoSeries de Malvern a un angle de 173°. L'appareil dispose d’un laser He-Ne
dont la longueur d’onde est de 633 nm. La gamme de taille pouvant étre mesurée par cet

appareil est d’apres Malvern® de 0.3 nm a 10 um.

Les mesures ont été réalisées a 25°C, pour une concentration de 1 mM (eau préalablement
filtrée sur 0.22 um), et la stabilité des échantillons a été étudiée avec une conservation a 4°C
a une concentration de 10 mM. Les résultats ne sont pris en compte que si les criteres de

validité fournis par Malvern® sont atteints (« expert advice »).

= Microscopie électroniqgue en transmission (MET)

Les études ont été réalisées au Centre Technologique des Microstructures (CTu) de
I’'Université Claude Bernard Lyon 1, avec un microscope Philips CM120 a 80 kV, possédant les
caméras GATAN Orius200 2Kx2K et ULTRASCAN 1000 2Kx2K. La résolution théorique

maximale est de 0.34 nm en mode point.

200



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

Les suspensions de molécules amphiphiles ont été préparées a une concentration de 10 mM.
Concernant la méthode de préparation, la solution a observer (5 pL) a été déposée sur une
grille de cuivre (200 mesh) recouverte d’un film de carbone appelée « Formvar » (fournie par
SPI supplies, USA). Apres 5 minutes de pose, I'excédent de solution est absorbé par
capillarité par un papier filtre. Ensuite, la grille est mise en contact avec une goutte de
contrastant (acétate d’uranyle 2 wt%, filtré a 0.22 um) pendant 20 secondes. L'excédent de
contrastant est de nouveau absorbé par capillarité par un papier filtre, puis la grille est
séchée a l'air libre. Les observations ont été répétées au moins deux fois pour chaque

échantillon.

= Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

Les mesures de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ont été réalisées a I'ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility) de Grenoble (France), avec une énergie de 16 et
18 keV (A = 0.6889 A). La ligne de lumiére utilisée a été BM-02 D2AM. Le détecteur CCD-2D
(Ropper Scientific) est placé a environ 1.60 m de I’échantillon. L'appareil est étalonné avec
les valeurs de diffusion du béhénate d’argent dont le vecteur d’onde q = 0.1076 A™. Les

diagrammes sont obtenus apres soustraction de la cellule remplie d’eau.

Les mesures ont été répétées au moins deux fois pour chaque échantillon de molécule
amphiphile pour une concentration de 1mM, 4 mM et 10 mM. Les échantillons ont été
conservés a 4°C pendant 5 a 6 jours avant observation. La température de mesure a évoluée

entre 25°C et 55°C.

201



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

Références

1.

10.

11.

12.

Warwel, S.; Bruse, F.; Schier, H. Glucamine-based gemini surfactants |: Gemini surfactants from
long-chain N-alkyl glucamines and o, w-diepoxides. Journal of Surfactants and
Detergents 2004, 7 (2), 181-186.

Dupuy, C.; Auvray, X.; Petipas, C.; Anthore, R. Small angle X-ray and neutron scattering study of
the micellization of (N-alkylamino)-1-deoxylactitols in water. Langmuir 1996, 12 (13),
3162-3172.

Hill, K.; Von Rybinski, W. Alkyl polyglycosides - Properties and applications of a new class of
surfactants. Angew. Chem. , Int. Ed. 1998, 37 (10), 1328.

Abdelrahim, A. S.; Ziora, Z. M.; Bergeon, J. A.; Moss, A. R.; Toth, |. Design and synthesis of a
series of novel, cationic liposaccharide derivatives as potential penetration enhancers
for oral drug delivery. Tetrahedron 2009, 65 (45), 9436-9442.

Ross, B. P.; Braddy, A. C.; McGeary, R. P.; Blanchfield, J. T.; Prokai, L.; Toth, |. Micellar
Aggregation and Membrane Partitioning of Bile Salts, Fatty Acids, Sodium Dodecyl
Sulfate, and Sugar-Conjugated Fatty Acids: Correlation with Hemolytic Potency and
Implications for Drug Delivery. Mol. Pharmaceutics 2004, 1 (3), 233-245.

Soussan, E.; Mille, C.; Blanzat, M.; Bordat, P.; Rico-Lattes, |. Sugar-derived tricatenar catanionic
surfactant: Synthesis, self-assembly properties, and hydrophilic probe encapsulation by
vesicles. Langmuir 2008, 24 (6), 2326-2330.

Pasc-Banu, A.; Stan, R.; Blanzat, M.; Perez, E.; Rico-Lattes, |.; Lattes, A.; Labrot, T.; Oda, R.
Microstructures in aqueous solutions of hybrid fluorocarbon/hydrocarbon catanionic
surfactants. Colloids and Surfaces A-Physicochemical and Engineering Aspects 2004,
242 (1-3), 195-201.

Consola, S.; Blanzat, M.; Perez, E.; Garrigues, J. C.; Bordat, P.; Rico-Lattes, |. Design of original
bioactive formulations based on sugar-surfactant/non-steroidal anti-inflammatory
catanionic self-assemblies: A new way of dermal drug delivery. Chemistry-A European
Journal 2007, 13 (11), 3039-3047.

He, L.; Garamus, V.; Funari, S.; Malfois, M.; Willumeit, R.; Niemeyer, B. Comparison of Small-
Angle Scattering Methods for the Structural Analysis of Octyl-beta-maltopyranoside
Micelles. The Journal of Physical Chemistry B 2002, 106 (31), 7596-7604.

Nilsson, F.; Soderman, O.; Johansson, I. Physical-Chemical Properties of the n-Octyl B-d-
Glucoside/Water System. A Phase Diagram, Self-Diffusion NMR, and SAXS Study.
Langmuir 1996, 12 (4), 902-908.

He, L. Z.; Garamus, V.; Niemeyer, B.; Helmholz, H.; Willumeit, R. Determination of micelle
structure of octyl-B-glucoside in aqueous solution by small angel neutron scattering
and geometric analysis. Journal of Molecular Liquids 2000, 89 (1-3), 239-249.

Moller, A.; Lang, P.; Findenegg, G. H.; Keiderling, U. Location of Butanol in Mixed Micelles with
Alkyl Glucosides Studied by SANS. The Journal of Physical Chemistry B 1998, 102 (45),
8958-8964.

202



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Lopez, O.; Cocera, M.; Parra, JL.; De la Maza, A. Influence of the alkyl chain length of alkyl
glucosides on their ability to solubilize phosphatidylcholine liposomes. Colloids and
Surfaces A 2001, 193, 221-229.

Rosen, M. J.; Cohen, A. W.; Dahanayake, M.; Hua, X. Y. Relationship of structure to properties
in surfactants. 10. Surface and thermodynamic properties of 2-
dodecyloxypoly(ethenoxyethanol)s, C12H25(0C2H4)x0OH, in aqueous solution. J. Phys.
Chem. 1982, 86 (4), 541-545.

Matsumura, S.; Kawamura, Y.; Yoshikawa, S.; Kawada, K.; Uchibori, T. Surface activities,
biodegradability and antimicrobial properties of glucosamine derivatives containing
alkyl chains. Journal of the American Oil Chemists' Society 1993, 70 (1), 17-22.

Abla, M.; Durand, G.; Pucci, B. Glucose-Based Surfactants with Hydrogenated, Fluorinated, or
Hemifluorinated Tails: Synthesis and Comparative Physical-Chemical Characterization.
The Journal of Organic Chemistry 2008, 73 (21), 8142-8153.

Kruss The plate method. Kruss website 2011.
Le Neindre, B. Tensions superficielles et interfaciales. Techniques de l'ingénieur 2011.
Kruss Surface tension. Kruss website 2012.

Pestman, M. Carbohydrate-derived surfactants containing an N-acylated amine functionality:
fundamental aspects and practical applications; Rijksuniversiteit Groningen ed.; 1998.

Latge, P.; Rico, |.; Garelli, R.; Lattes, A. Synthesis of Long-Chain N-Alkyllactylamines from
Unprotected Lactose A New Series of Nonionic Surfactants. Journal of Dispersion
Science and Technology 1991, 12 (3-4), 227-237.

Rico-Lattes, I.; Lattes, A. Synthesis of new sugar-based surfactants having biological
applications: key role of their self-association. Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects 1997, 123-124, 37-48.

Bangham, AD.; Standish, MM.; Watkins, JC. D i ffusion of univalent ions across the lamellae of
swollen phospholipids. Journal of Molecular Biology 1965, 13, 238-252.

Pedersen, J. S. Analysis of small-angle scattering data from colloids and polymer solutions:
modeling and least-squares fitting. Advances in Colloid and Interface Science 1997, 70,
171-210.

Konidala, P.; He, L.; Niemeyer, B. Molecular dynamics characterization of n-octyl-B-d-
glucopyranoside micelle structure in aqueous solution. Journal of Molecular Graphics
and Modelling 2006, 25 (1), 77-86.

Tanford, C. The Hydrophobic Effect: Formation of Micelles and Biological Membranes; Wiley-
Interscience: 1973.

Hirai, M.; Iwase, H.; Hayakawa, T.; Koizumi, M.; Takahashi, H. Determination of Asymmetric
Structure of Ganglioside-DPPC Mixed Vesicle Using SANS, SAXS, and DLS. Biophysical
Journal 2003, 85 (3), 1600-1610.

203



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Van Doren, H. A.; Terpstra, K. R. Structure-Property relationships in D-glucitol derivatives with
two geminal hydrocarbon chains. J. Mater. Chem. 1995, 5 (12), 2153-2160.

Kartha, K. P. R.; Jennings, H. J. A Simplified, One-Pot Preparation of Acetobromosugars from
Reducing Sugars. J. Carbohydr. Chem. 1990, 9 (5), 777.

Faivre, V.; Rosilio, V. Interest of glycolipids in drug delivery: from physicochemical properties to
drug targeting. Expert Opin Drug Deliv 2010, 1031-1048.

Queneau, Y.; Chambert, S.; Besset, C.; Cheaib, R. Recent progress in the synthesis of
carbohydrate-based amphiphilic materials: the examples of sucrose and isomaltulose.
Carbohydrate Research 2008, 343 (12), 1999-20009.

Castro, M. J. L.; Kovensky, J.; Fernandez, C. Ecologically safe alkyl glucoside-based gemini
surfactants. Arkivoc 2005, (12), 253-267.

Lorin, A.; Flore, C.; Thimas, A.; Brasseur, R. Les liposomes : description, fabrication et
applications. Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2004, 8 (3), 163-176.

Balazs, D. A.; Godbey, WT. Liposomes for use in gene delivery. Journal of drug delivery 2011,
2011.

Ulrich, A. S. Biophysical Aspects of Using Liposomes as Delivery Vehicles. Bioscience Reports
2002, 22 (2), 129-150.

Drummond, D. C.; Zignani, M.; Leroux, J. C. Current status of pH-sensitive liposomes in drug
delivery. Progress in Lipid Research 2000, 39 (5), 409-460.

Langner, M. Effect of liposome molecular composition on its ability to carry drugs. Pol J
Pharmacology 2000, 52 (1), 3-14.

McManus, J.; Radler, J. O.; Dawson, K. A. Phase Behavior of DPPC in a in a DNA-Calcium-
Zwitterionic Lipid Complex Studied by Small-Angle X-ray Scattering. Langmuir 2003, 19
(23), 9630-9637.

Cinelli, S.; Onori, G.; Zuzzi, S.; Bordi, F.; Cametti, C.; Sennato, S.; Diociaiuti, M. Properties of
Mixed DOTAP/DPPC Bilayer Membranes as Reported by Differential Scanning
Calorimetry and Dynamic Light Scattering Measurements. The Journal of Physical
Chemistry B 2007, 111 (33), 10032-10039.

Takeda, K.; Sano, Y.; Ichikawa, S.; Hirata, Y.; Matsuki, H.; Kaneshina, S. Effect of a Local
Anesthetic Lidocaine Hydrochloride on the Bilayer Structure of Phospholipids. Journal
of Oleo Science 2009, 58 (7), 369-377.

Dahbi, L.; Arbel-Haddad, M.; Lesieur, P.; Bourgaux, C.; Ollivon, M. A long ripple phase in DLPC-
decylglucoside mixture evidenced by synchrotron SAXS coupled to DSC. Chemistry and
Physics of Lipids 2006, 139 (1), 43-53.

Balgavy, P.; Uhrikova, D.; Karlovska, J.; Dubnickova, M. X-ray diffraction and neutron scattering
studies of amphiphile-lipid bilayer organization. Cellular & molecular biology letters
2001, 6, 283-290.

204



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Przestalski, S.; Sarapuk, J.; Kleszczynska, H. Influence of amphiphilic compounds on
membranes. Acta Biochim. Pol. 2000, 47, 627-638.

Kleszczynska, H.; Sarapuk, J.; Rozycka-Roszak, B. Modification of mechanical properties of
model membranes by some bifunctional surfactants. Cellular & molecular biology
letters 2000, 5, 67-73.

Hildreth, J. E. K. N-d-Gluco-N-methylalkanamide compounds, a new class of non-ionic
detergents for membrane biochemistry. Biochem. J. 1982, 207, 363-366.

Caussanel, F.; Andre-Barres, C.; Lesieur, S.; Rico-Lattes, I. A comparative study of sugar-based
surfactants for the solubilization of phosphatidylcholine vesicles. Colloids and Surfaces
B-Biointerfaces 2001, 22 (3), 193-203.

Kumar, V. V. Complementary molecular shapes and additivity of the packing parameter of
lipids. Proc. Natl. Acd. Sci. USA 1991, 88, 444-448.

Rosen, MJ.; Wang, H.; Shen, P.; Zhu, Y. Ultralow Interfacial Tension for Enhanced Oil Recovery
at Very Low Surfactant Concentrations. Langmuir 2005, 21, 3749.

Bota, A.; Varga, Z.; Goerigk, G. Biological systems as nanoreactors: anomalous small-angle
scatterind stydy of the CdS nanoparticle formation in multilamellar vesicles. The
Journal of Physical Chemistry B 2007, 111, 1911-1915.

Nagle, J.; Tristram Nagle, S. Structure of lipid bilayers. Biochimica et Biophysica Acta 2000,
1469, 159-195.

Denisov, I. G.; Mclean, M. A.; Shaw, A. W.; Grinkova, Y. V.; Sligar, S. G. Thermotropic phase
transition in soluble nanoscale lipid bilayers. Journal of Physical Chemistry B 2005, 109
(32), 15580-15588.

Oszlanczi, A.; Bota, A.; Czabai, G.; Klumpp, E. Structural and calorimetrical studies of the effect
of different aminoglycosides on DPPC liposomes. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces
2009, 69 (1), 116-121.

205



Chapitre Il : Etude des propriétés d’auto-association des molécules amphiphiles
dérivées de D-glucose, seules, ou en mélange avec un phospholipide

206



CONCLUSION GENERALE







Conclusion générale

Ce travail de thése a porté sur I'étude de systémes moléculaires organisés modeles
dont les molécules amphiphiles sont constituées d’une téte polaire dérivée d’un
monosaccharide, le D-glucose ou la N-acétyl-D-glucosamine, et d’une queue hydrophobe
possédant une chaine hydrocarbonée de longueur variable (6, 12 ou 16 atomes de carbone).
Le travail entrepris a tout d’abord consisté en la synthese des molécules amphiphiles par la
réaction d’amination réductrice d’'une alkylamine sur un monosaccharide, avant de les
formuler avec un phospholipide modeéle afin d’obtenir des systemes moléculaires organisés

de structure variable.

Dans une premiere partie, la synthése de molécules amphiphiles possédant une téte
polaire a base de monosaccharides a été réalisée. Au cours de cette synthése, la présence de
la fonction aldéhyde en position anomere des monosaccharides réducteurs utilisés a été
mise a profit pour le greffage par réaction d’amination réductrice d’alkylamines de
différentes longueurs de chaines hydrocarbonées (6, 12 ou 16 atomes de carbones). Cette
méthode de greffage a l'avantage d’étre régiosélective et, par conséquent de ne pas
nécessiter de réactions multi-étapes de protection/déprotection. L’amination réductrice est
réalisée en présence de l'agent réducteur NaBH4;, qui permet d’obtenir les composés
attendus. Un traitement en milieu acide est utilisé pour éliminer les résidus de bore,
entrainant la formation des composés isolés sous forme chlorhydrate, puis une
neutralisation du milieu permet d’obtenir les molécules amphiphiles sous forme neutre. Les
conditions expérimentales de synthése ont été adaptées de celles décrites précédemment

dans la littérature par Tokuda et coll.! pour la synthése de composés analogues.

Indépendamment de la longueur de la chaine alkyle, il a été montré que ces

conditions de réaction d’amination réductrice permettaient d’obtenir des molécules
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amphiphiles a base de de p-glucose avec des rendements satisfaisants (60% pour le composé
GlcC6 a 6 atomes de carbone, 70% pour le composé GlcC12 a 12 atomes de carbone et 65%
pour le composé GlcC16 a 16 atomes de carbone), supérieurs a celui obtenu par Tokuda et
coll.! pour le composé a 12 atomes de carbone (52%). La caractérisation structurale des
composés synthétisés par spectroscopie RMN (*H, *C et corrélation proton/carbone) a
permis d’attribuer précisément les différents signaux correspondant a la partie

saccharidique et au groupe alkyle.

Cette méthode de synthese par amination réductrice d’une alkylamine sur un
saccharide a également été employée pour accéder aux molécules amphiphiles dérivées de
N-acétyl-D-glucosamine. Les composés ont été obtenus sous forme de bruts réactionnels. En
effet, le traitement en milieu acide suivi d’une neutralisation utilisé pour obtenir les
molécules amphiphiles dérivées de D-glucose n’est pas envisageable pour les dérivés de N-
acétyl-D-glucosamine. Par exemple, I'essai du traitement acide réalisé sur le composé
possédant une chaine alkyle a 12 atomes de carbone a engendré la N-désacétylation du
composé, formant le 1-N-dodécyl-1,2-diamino-1,2-didésoxy-D-glucitol a la place du N-
dodécyl-1-amino-1-désoxy-2-acétamido-2-désoxy-D-glucitol.  Afin  d’éviter cette N-
désacétylation, il serait envisageable d’utiliser une voie de synthése par réaction d’amination
réductrice en utilisant cette fois une hydrogénation catalytique comme méthode de
réduction. Ainsi, le traitement en milieu acide ne serait pas nécessaire pour obtenir des

COmMpOosés purs.

Dans une seconde partie, les propriétés d’auto-association des molécules
amphiphiles dérivées de D-glucose, seules, puis formulées avec un phospholipide modeéle
ont été étudiées. Différents ratios molaires phospholipide/molécule amphiphile ont été
utilisés afin de déterminer la nature des systemes moléculaires organisés obtenus en milieu
aqueux. La caractérisation des ces systemes a été possible par une utilisation conjointe de

techniques de diffusion quasi-élastique de la lumiere (QELS), microscopie électronique en
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transmission (MET) et de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Cette derniére a
notamment permis de mettre en évidence que les assemblages formés par les molécules
amphiphiles a 12 atomes de carbone étaient plutét des micelles de type ellipsoidal (~3nm de
rayon) grace a la modélisation des données expérimentales. En outre, une tendance
générale a été mise en évidence: 'ajout de la molécule amphiphile dans les mélanges
DPPC/molécule amphiphile a entrainé une diminution de la taille des assemblages formés, et
cela pour les trois longueurs de chaine, par rapport aux assemblages formés par la DPPC
seule. De plus, a partir de 10% molaire en molécule amphiphile, la taille des systemes
moléculaires organisés formés reste relativement constante mis a part pour les assemblages
pour la fraction 50/50 qui présentent un comportement singulier non encore élucidé a ce
jour. Toutefois, la distribution des systémes est relativement large tant au niveau de la taille
gue parfois au niveau de la forme, ce qui rend la mise en évidence de tendance relativement
délicate. Cette étude a toutefois permis de montrer la possibilité d’auto-association des
molécules amphiphiles dérivées de D-glucose seules ou en mélange avec la DPPC. En
perspectives, il est envisagé de reproduire cette série d’analyse pour les molécules
amphiphiles dérivées de N-acétyl-D-glucosamine, afin de connaitre la nature des systémes
moléculaires organisés seuls ou en mélange avec la DPPC, et d’évaluer ainsi I'impact d’une

modification de la téte polaire.

L’'ensemble de ce travail a ainsi démontré que la stratégie d’amination réductrice
d’une alkylamine sur un monosaccharide permettait d’obtenir des molécules amphiphiles
ayant une longueur de chaine ajustable. Celles-ci ont pu étre formulées avec un
phospholipide afin d’étudier les propriétés d’auto-association de ces molécules en milieu
aqueux. Ce modele validé, il serait intéressant d’appliquer cette méthodologie pour la
synthése de molécules amphiphiles dont la téte polaire serait dérivée d’oligomeres de
glycosaminoglycanes et d’étudier la capacité d’auto-association ainsi que les propriétés

biologiques de tels systemes.
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Annexe 1 : Spectre RMN *H de la dodécylamine
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Annexe 2 : Comparaison des méthodes de I’'anneau de DuNoiiy et de la lame
de Wilhelmy

Référence’

Les méthodes de I'anneau de DuNoly et de la lame de Wilhelmy permettent
d’étudier le comportement de la surface d’un liquide en fonction de la quantité de

molécules amphiphiles présentes en solution.

(a) (b)

TForce

Anneau Lame

N N

T Force

Liquide Liquide

Schéma de la méthode de I'anneau de DuNoliiy (a) et de la lame de Wilhelmy (b)

La méthode de I'anneau présente I'avantage d’avoir une meilleure sensibilité de mesure
étant donné le grand périmetre de mouillage (3 fois plus grand que celui de la lame).
Cependant, contrairement a la méthode de I'anneau, la méthode de la lame ne nécessite
pas de connaitre la densité des liquides. De plus, la méthode de la lame étant une mesure
statique, aucune source d’erreur n’est possible lors de la mesure. En effet, la lame ne se
déplace plus apres avoir détecté la surface alors que dans le cas de I'anneau, celui-ci reste en
mouvement pendant la mesure (ce qui entraine un renouvellement permanent de la surface
de mesure). En outre, les mesures réalisées par la méthode de I'anneau vont nécessiter des
corrections inhérentes a sa forme. La premiere est liée au poids du volume de liquide
soulevé au dessus de I'anneau qui doit étre déduit de la force maximale étant donné qu’il est
aussi mesuré par la balance. La seconde est directement liée au rayon de courbure du
ménisque qui est plus important a l'intérieur de I'anneau qu’a I'extérieur. Ainsi, la force
maximale mesurée ne correspond exactement a la valeur réelle. Les méthodes de

corrections sont a appliquer au logiciel lors des mesures.
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Annexe 3 : Technigue de la goutte pendante

Référence’

Cette technique permet de déterminer la tension superficielle d’'une solution en fonction de
sa concentration et ainsi d’accéder graphiquement a la valeur de sa CAC. Une goutte
pendante est crée avec une seringue positionnée a la verticale, puis une caméra et un
systeme d’acquisition enregistrent le profil de la goutte (angle, volume, diamétre) et

calculent a partir de ces grandeurs caractéristiques la tension superficielle de la solution.

Nat
\Fy 1
Plan d'inflexion P.___

77778

F, est la résultante des forces de tension superficielles dF; agissant sur le contour du plan P (dF1 est
la force de tension superficielle agissant sur I'élément infinitésimal de contour du plan P). F1 =
(2.7.r).y. sin ¢ (avecr: rayon de la goutte au point d’inflexion ; ¢ : Angle entre I'horizontale et la
tangente au point d’inflexion).

F, : Résultante des forces de pression agissant sur le plan P. F, = 1. r. y. sin @

P : Poids de la partie de la goutte située sous le plan d’inflexion. P =m. g = V. Ap. G (avec V : volume
de la goutte sous le plan d’inflexion ; Ap : différence de masse volumique entre le liquide et I'air ; g =
intensité de la pesanteur 9.81 m.s™).

A I’équilibre statique, la somme des forces agissant sur le plan P est nulle (Fy = F, +P). Ainsi,

la tension superficielle y est égale a :

VX Apxg

¥= .
T XT X Sing

Cette méthode présente I'avantage d’utiliser une trés petite quantité de solution et de

pouvoir mesurer des tensions superficielles faibles.
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Annexe 4 : Cliché d’une grille nue par MET

Cliché obtenus en microscopie électronique en transmission, d’une grille de Formvar avec
contrastant (acétate d’uranyle 2 wt%), sans échantillon a analyser.

Trou dans
le film

-
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Annexe 5 : SAXS

Présentation de I'ESRF (Référence’)

L'ESRF (European Synchrotron Research Facility, a Grenoble) est un accélérateur circulaire
d'électrons qui crée des rayons X extrémement intenses, utilisés dans divers domaines
(physique, chimie, biologie, géologie...) pour observer et tenter de comprendre les

propriétés de la matiere.

Photo aérienne de I’ESRF de Grenoble

Des paquets d’électrons sont accélérés progressivement dans un accélérateur linéaire (linac)
puis dans un accélérateur circulaire (booster synchrotron) jusqu’a une énergie de 6 giga
électronvolts (6 GeV). lls sont alors transférés dans un anneau de stockage ou ils circulent
pendant des heures a énergie constante. lls produisent alors des faisceaux de lumiere
synchrotron, trés intenses, qui alimentent environ 40 lignes de lumiére dans le hall

d’expériences.
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— — = ligne de
— lumigre

>,

Accélérateur

" circulaire
Accélérateur —~

linéaire

Anneau de stockage

Y

Schéma du synchrotron de I'ESRF

Les lignes de lumiéere sont les stations d’expériences ou travaillent les équipes de chercheurs
invitées a I'ESRF. Il y une quarantaine de lignes de lumiéere au total, spécialisées soit dans un
domaine de recherche, soit dans une technique particuliere. Aprés traitement par des
instruments d’optique (miroirs, monochromateurs) dans la cabine optique, la lumiere
synchrotron éclaire I'échantillon de matiere a étudier, positionné dans la cabine
d’expérience. Un détecteur recueille les données au cours de I'expérience. Les lignes de
lumiere fonctionnent 24 heures sur 24, 7 jours sur 7, sauf pendant les périodes d’arrét

prévues pour la maintenance de I'’équipement.

Schéma d’une ligne de lumiére a I'ESRF

219



- Annexes -

A I'ESRF, la lumiére synchrotron couvre un spectre d’énergies tres large, allant des micro-
ondes jusqu’aux rayons gamma. L’ESRF est spécialisé dans la production de rayons X dits tres
durs, dont I'énergie s’étend de 10 a 100 keV. La longueur d’onde associée est de I'ordre du
dixieme de nanometre, ce qui correspond a la taille des atomes. Les rayons X sont donc un
excellent outil d’investigation de la matiere a I’échelle des atomes et des molécules. De plus
la lumiere synchrotron est extrémement brillante (dix mille milliards de fois plus intense que
les rayons X a I'hopital), ce qui ouvre la voie a des expériences inaccessibles par d’autres

techniques.

Lumsbre vinible
10° 10 10! 103 10° 107 107 10" 101 105
Wavelength ecranbis g Wicro-ondes Infratouge Ukiwichets  RayonsX Rayoes gamma
(metre/ 1 | 1 1 | | | !

Q
Q
S5,
i}ﬁ % &
homme algullle cellule molécule atome noyau atomique

oeil 4 microscope Ef % synchrotron accélérateur des ‘ .
particules

Schéma du spectre d’énergie des micro-ondes aux rayons gamma

Principe d’une analyse SAXS (Référence?)

La diffusion des rayons X aux petits angles permet I'étude de la nanostructure des matériaux
dans une gamme typique de 10 a 500 A. L’échantillon a analyser est soumis au rayonnement
synchrotron au sein de la cabine expérimentale. Par exemple, dans notre étude, chaque

échantillon liquide a été placé dans un capillaire sur un porte-échantillon.

Porte échantillons

Photographie du montage de SAXS dans notre étude réalisé a I’'ESRF
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Les rayons X qui atteignent I'échantillon sont alors transmis, absorbés ou encore ré-émis
dans une direction différente de la direction incidente, c'est-a-dire diffusé, soit sans
changement de longueur d'onde (diffusion élastique) ou avec changement de longueur
d'onde (diffusion inélastique). Dans le cas de la diffusion élastique, les rayonnements
permettent d’avoir des informations sur la structure de I’échantillon dans une gamme de

taille dépendamment de la longueur d’onde incidente et de I'angle de diffusion.

d ~ A/2sin(6)

Avec : d la taille caractéristique ; A la longueur d’onde incidente ; 20 I'angle de diffusion

L'expérience de diffusion élastique de rayonnement permet de mesurer l'intensité diffusée |

en fonction du vecteur de diffusion q.

qg=4rsin(6)/ A

En fonction de la concentration de I'échantillon, le systéme peut étre classé en deux
catégories. D’une part, les systéemes « non corrélées », qui sont formés de particules
éloignées les unes des autres, incluses dans une matrice par ailleurs homogéne. D’autre part,
les systemes « denses ou corrélés », dans lesquels les particules sont en contact ou proches
les unes des autres. La distance entre particules diffusantes (diner) est estimée par la relation

suivante lorsque la loi /(g) passe par un maximum :

dinter = 27[/ Amax

avec gmaex correspondant a la valeur du vecteur de diffusion g au maximum du pic ou de la

bosse de corrélation.
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Annexe 6 : Clichés supplémentaires du GlcC16 par MET

Clichés obtenu par MET pour une grille préparée a partir d’'une solution aqueuse en GIcC16 de
concentration égale a 1 mM. L'acétate d’'uranyle 2 wt% a été utilisé comme contrastant. Les
assemblages ont été observés apres avoir réalisé le protocole décrit au chapitre 3 dans le paragraphe

1.2.2.
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Annexe 7 : Parameétre d’empilement des molécules amphiphiles

Pour rappel, le calcul du paramétre d’empilement® s’effectue par la formule suivante :

p_ Vercex
leiecx X Qoglecx
avec
X 6, 8, 12 ou 16 atomes de carbone (n¢) au sein de la chaine hydrophobe
Y% volume occupé par la chaine hydrocarbonée® (V= 27.4+26.9.n.) (nm°)
Ic longueur de la chaine hydrocarbonée® (I.=1.54+1.265.n.) (hm)
Ao aire occupée a l'interface par la téte polaire (nmz)

D’aprés le calcul du parametre d’empilement, les molécules amphiphiles sont attendues
sous forme de micelles, quelle que soit le nombre d’atomes de carbone au sein de la chaine

V (nm?3) Ic (hm) ao (nm?) P
GlcC6 0.189 0.92 0.62 0.33
GlcC8 0.243 1.17 0.62 0.33
GlcC12 0.351 1.68 0.63 0.33
GlcC16 0.459 2.19 0.63 0.33

hydrocarbonée.
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Annexe 8 : Notions sur les phases cristallines

Les assemblages de type micelles ou vésicules se forment a des concentrations en molécules
amphiphiles relativement faibles en solution. A plus haute concentration, il se forme des
phases cristal liquide lyotropes qui sont sensibles & la concentration et a la température’*°
Quatre phases sont couramment décrites : lamellaire (a) ; hexagonale (b); cubique (c) et

nématique (d).

(,,g.rmmrf”rxi‘ :“g’“‘
i 1“ gy«@%
frmmmpl "é\?&
um 4y b g
&
/[

&
&

c d

Représentation d’une phase lamellaire (a); d’une phase hexagonale (b); d’une phase cubique (c) et
d’une phase nématique (d)

Lors d’analyse de solutions concentrées par SAXS, la présence de ces phases induit
I"apparition d’un pic fin pour les hautes valeurs de g. Le maximum d’intensité de ce pic peut
étre attribué a la longue période D) = 2TT/dmax, qui est la distance de répétition entre deux

feuillets au sein du cristal.

Représentation de Dy dans une phase lamellaire
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Annexe 9 : Clichés supplémentaires de la DPPC par MET

Observation de vésicules multilamellaires :

Clichés obtenu par MET pour une grille préparée a partir d’'une solution aqueuse en DPPC de
concentration égale a 1 mM. L'acétate d’'uranyle 2 wt% a été utilisé comme contrastant. Les
assemblages ont été observés apres avoir réalisé le protocole décrit au chapitre 3 dans le paragraphe
1.2.2.
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Synthése et étude des propriétés d’auto-association de molécules amphiphiles dérivées
de D-glucose

Cette thése s’inscrit dans une thématique de recherche visant a synthétiser des molécules
amphiphiles présentant des propriétés bioactives, pouvant étre mises a profit dans diverses
applications biomédicales ou encore dans le domaine de 1’agrochimie. Les molécules amphiphiles
sont alors les propres actrices de leur formulation de par leurs propriétés d’auto-association et de
bioactivité (concept dit « d’économie moléculaire »). Dans ce contexte, la premiere partie de ce
travail a été consacrée a la synthese de molécules amphiphiles modéles dérivées de D-glucose et
de N-acétyl-D-glucosamine. La voie de synthese choisie pour les obtenir a été une amination
réductrice régiosélective a partir de chaines alkylamine de différentes longueurs (6, 12 et 16
atomes de carbone). Leur caractérisation a été réalisée par RMN et spectrométrie de masse. La
deuxiéme partie de ce travail a été orientée vers 1’étude du comportement auto-associatif des
molécules a base de D-glucose en solution aqueuse, seules, ou en mélange avec un phospholipide
modele. Une organisation a différentes échelles de taille a été mise en évidence par les techniques
de diffusion de la lumiere, microscopie électronique en transmission et grace a la modélisation de
données expérimentales obtenues en diffusion des rayons X aux petits angles.

Synthesis and study of the self-assembly properties of amphiphilic molecules based on
D-glucose

This work is part of a research program on the synthesis of amphiphilic molecules having
bioactive properties, which could be used in biomedical applications or in agrochemistry.
Amphiphilic molecules could be the own actor of their formulation because of the dual property
of bioactivity and self-assembly. In this context, the first part of this work concerns the synthesis
of model amphiphilic molecules derived from D-glucose and N-acetyl-D-glucosamine. The chosen
way to synthesize these molecules was a regioselective reductive amination from alkylamine
chains of different lengths (6, 12 and 16 carbon atoms). Compounds were characterized by NMR
and Mass Spectrometry. The second part of this work was oriented towards the study of the self-
assembly properties of molecules derived from D-glucose in an aqueous solution, alone, or mixed
with a model phospholipid. An organization with different sizes was shown with several
techniques: light diffusion, transmission electronic microscopy, and thanks to the establishment of
a model from experimental small-angle X-ray scattering data. When the amphiphilic molecule
with 12 atoms of carbon on this hydrocarbonated chain is studied alone in a solution, ellipsoidal
micelles seem to be present, mixed with bigger aggregates (~100 nm). However, when this same
amphiphilic molecule is used in a mix with a model phospholipid, a size diminution of the
assembly was observed with the increase of amphiphilic molecules in the formulations.
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