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Introduction générale







Les informations numériques sont actuellement principalement stockées sur des disques durs. A
I’échelle planétaire, les données sont réparties sur plus de 2000 centres de données distribués a travers
le monde, chacun de ces centres pouvant contenir jusqu’a 1200 serveurs. La quantité de données
digitales émises par I’'Homme ne cessant de croitre - 5 exabits (10" bits) en 2003 contre 160 en 2016 -,
ces centres de données occupent aujourd’hui plusieurs millions de kilometres carrés, occasionnant ainsi
une perte de place d’une part, et une grande consommation d’énergie pour l'alimentation et le
refroidissement des serveurs d’autre part.“’ 2 Cest pourquoi de nombreuses recherches ont été menées
ces derniéres années dans différents domaines afin d’optimiser la fagon de stocker ces données. La

eme

découverte majeure du XX
t[3]

siecle dans ce domaine fut la résistance magnétique géante (GMR) en
1988, pour laquelle Fert™ et GrUnberg”] recurent le prix Nobel de physique en 2007. Cette avancée a
permis la miniaturisation des mémoires actuellement présentes dans nos ordinateurs, car elle permet
de détecter un champ magnétique trés faible, et donc de lire des données a petite échelle. De plus, des
recherches sur la microscopie a effet tunnel ont été menées depuis plusieurs décennies,” et les

By

avancées récentes dans ce domaine permettent aujourd’hui de coder a I'échelle de I'atome par

exemple, jusqu’a un kilooctet sur une surface de cuivre.®

Par ailleurs, le codage de I'information est également possible sur des macromolécules.”’ La
nature offre en effet des exemples de polymeéres contenant de l'information. L'ADN posséde une
structure primaire controlée présentant un enchainement de 4 bases: la guanine, la thymine, la
cytosine et I'adénine. La séquence spécifique de ces bases contient I'information génétique et s’organise
en double hélice. De méme, aprés transcription en ARN et traduction en protéine, la séquence
spécifique d’acides aminés contenue par cette derniére induira ses structures secondaires et tertiaires
ainsi que ses fonctions propres. L'importance de contrdler la séquence est ainsi montrée Figure 1. Les
recherches sur la synthese et le séquencage de I’ADN se sont d’ailleurs énormément développées ces
dernieres décennies.”® Les technologies actuelles permettent désormais d’encoder et de décoder de
I'information portée par I’ADN, comme I'ont récemment prouvé Church et Goldman, indépendamment.
Le premier a en effet encodé un livre en ADN,” tandis que le second a synthétisé des fichiers
informatiques contenant 739 kilooctets d’informations."™® Encore plus récemment, Erlich a encodé plus

de 2 mégaoctets d’informations grace a I'utilisation de « fontaines d’ADN ».*"
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Figure 1: Importance de la structure primaire en biologie. La séquence de nucléotides induit une double hélice d’ADN
contenant l'information génétique. Aprés transcription et traduction de I'ARN, la séquence d’acides aminés induit la
structure et ainsi la fonction de la protéine.

Bien qu’il ait été prouvé que les biopolymeres sont de bons candidats pour le stockage de
données, leur structure moléculaire n’est pas forcément optimale pour des applications non-
biologiques. Ils demeurent cependant une source d’inspiration pour la synthése de polymeres
synthétiques. De la méme fagon, ceux-ci permettraient effectivement le stockage d’informations, en
imposant simplement qu’un comonomere code pour 1 et un second pour 0 dans le cas d’'un codage
binaire.””! Cela nécessite alors un contrdle parfait de I'ordre des monoméres, codant pour 0 ou pour 1, le
long de la chaine. Ces derniéres décennies, de nouvelles techniques de polymérisations controlées ont
été développées. Ces outils peuvent étre classifiés en 3 grandes catégories (i) les polymérisations par
étapes, (i) les polymérisations en chaine, et (iii) les synthéses multi-étapes.'” Les polymérisations en
chaine et par étapes conventionnelles engendrent la plupart du temps des polymeéres aux indices de

polymolécularité élevés présentant des structures peu définies.!®!

Le développement des
polymérisations en chaine ioniques vivantes a par ailleurs permis d’accéder a des polymeres de
polymolécularité inférieure a 1,1. Le contrdle induit des bouts de chaine en a fait, par exemple, une

technique adéquate pour la synthése de copolyméres a blocs.™

Les polymérisations ioniques
requiérent toutefois une grande pureté des réactifs mis en jeu. Par ailleurs, différentes techniques de
polymérisations radicalaires contrélées (CRP), plus faciles a mettre en ceuvre, ont été développées. La
NMP (Nitroxide-Mediated Ponmérization),[ls] I’ATRP (Atom-Transfer radical ponmerization),”G’ 7l et la
RAFT (Reversible Addition-Fragmentation chain-Transfer polymerization),“sl permettent ainsi d’obtenir
des polymeres aux structures variées et aux architectures contrdlées.™? Ces techniques n’engendrent
cependant pas un controle de la séquence, monomere par monomere.

En revanche, la synthese multi-étape offre un contréle absolu de la structure primaire grace a la
synthese itérative, qui consiste a attacher les monomeéres un a un sur une chaine en croissance.™ En

1963, Merrifield a développé la synthese sur support solide pour la synthese peptidique.[zol Cette



technique de synthése itérative, permettant I'ajout d’acides aminés dans |'ordre désiré, peut s’adapter a
la synthése de polyméres non naturels a conditions de choisir des comonomeéres pouvant réagir entre
eux, et non homopolymérisables. Ainsi, cette stratégie de synthése s’est avérée intéressante a explorer
pour la synthése de polymeres contenant de I'information digitale. La synthése itérative permet en effet
d’ajouter les comonomeres codants dans un ordre désiré.

Une grande variété de réactions chimiques s’offre a I'expérimentateur pour synthétiser un
polymére a séquence contrblée par voie itérative. Pour synthétiser un tel polymere encodé
digitalement, un monomere codant pour 0 et un second codant pour 1 sont requis. Dans le but de
s’affranchir des étapes de protection et de déprotection, chronophages dans le cadre d’une synthése
peptidique, une chimie orthogonale peut étre mise en jeu. L'approche « AB+CD », expliquée Figure 2 et
basée sur la chimiosélectivité, est étudiée et développée dans cette thése. Dans celle-ci, deux types de
monomeres sont utilisés et sont impliqués dans deux types de réaction différents. La fonction A du
premier monomere ne peut réagir qu’avec la fonction C du second, tandis que les fonctions B et D des
premier et second respectivement ne peuvent réagir qu’entre elles. Afin de pouvoir mettre en place
cette chimie orthogonale, deux types de comonomeéres sont utilisés dans cette these lors des synthéses
de polymeéres séquencés : le comonomere codant —pour 0 ou pour 1 selon son substituant- ainsi qu’un
espaceur. Les ajouts successifs d’unités codantes et d’espaceurs s’alternent donc tout au long de la
synthese.

Dans le cadre de cette theése, différentes combinaisons de chimies orthogonales ont été
étudiées ; le premier type de structure étudié met en jeu une amidification et un couplage radicalaire,
tandis que le second implique une SpAAC (Strain-promoted Alkyne-Azide Cycloaddition) et ce méme
couplage. Dans chaque cas, 'ajout itératif des deux comonomeres utilisés, a permis I'obtention de
polymeres séquencés encodés digitalement. De plus, chacune des structures étudiées présente des
liaisons alcoxyamines, ce qui est un atout majeur pour la lecture du code. En effet, la labilité de ces
liaisons permet de prévoir un chemin de fragmentation lors d’un séquencage par spectrométrie de
masse tandem, permettant ensuite de recouvrer le code incrémenté le long de la chaine grace aux
masses caractéristiques des unités codantes.

Cette theése est organisée en 4 chapitres. Afin de permettre au lecteur de découvrir le contexte
dans lequel s’inscrit cette derniere, le chapitre | est une introduction bibliographique aux polymeres a
séquences controlées. Dans un premier temps, les biopolymeéres et leurs applications dans I’'encodage
de données sont décrits brievement. Puis, les différentes techniques de polymérisation a séquences
contrdlées sont détaillées, avec un intérét particulier pour la synthése multi-étape étudiée dans cette
these. Les approches permettant la synthése de polymeéres a séquences contrélées ne nécessitant pas
I'emploi de groupements protecteurs sont ensuite expliquées, puisque I'approche « AB+CD »
investiguée au cours de cette these s’inscrit dans ce contexte. Enfin, une bréve description des

[21]

techniques de séquencages actuelles est donnée au lecteur. Par la suite, trois chapitres

expérimentaux ont été développés et sont représentés Figure 2.



a) Syntheése orthogonale via une approche « AB+CD » d’oligo(alcoxyamine amide)s
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c) Synthése « AB+CD » avec un nouveau couple de comnoméres
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Figure 2 : Plan général des études menées. a) Chapitre Il -Synthése orthogonale des poly(alcoxyamine)amides : approche
« AB+CD » et comparaison de différents supports —solide, soluble et fluoré. b) Chapitre Ill - Synthése optimisée pour la
lecture d’informations digitales : synthése convergente par ajout de diades encodées, mélanges polydisperses pour une
lecture en 2 dimensions, capping partiel aprés chaque ajout d’unité codante pour une lecture en ESI-MS. c) Chapitre IV -
Etude d’un nouveau couple de comonomeres pour une synthése rapide d’oligoméres encodés.
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Le chapitre Il décrit la synthese et la lecture de poly(alcoxyamine amide)s. Dans un premier
temps, I'optimisation des réactions orthogonales mises en jeu, que sont I'amidification et le couplage
radicalaire, ainsi que la synthése des monomeres utilisés, sont discutées. L'optimisation de ces
conditions a ensuite permis la synthése de polyméres séquencés contenant jusqu’a 8 unités codantes.!*?
La lecture par spectrométrie de masse du code incrémenté, expliquée dans ce chapitre, s’est par ailleurs
avérée pertinente grace a la présence des liaisons alcoxyamines dans la structure.”® De plus, il existe
différents types de supports qui peuvent étre utilisés dans le cadre d’une synthese itérative. C'est
pourquoi une comparaison des supports solides, solubles et fluorés a été menée dans ce chapitre, voir

Figure 2-a).

Le chapitre lll poursuit les études menées sur les poly(alcoxyamine amide)s. || développe
différentes stratégies, explorées dans le but d’optimiser 'encodage digital et la lecture de ces données,
décrites Figure 2-b). Tout d’abord, la syntheése convergente a été étudiée et a permis d’obtenir
rapidement un oligomere de 10 unités codantes, grace a I'utilisation de diades pré-encodées.m] Puis,
afin d’augmenter la quantité d’informations contenues dans un échantillon, un codage en « 2
dimensions » a été effectué. Une série d’oligomeres isomoléculaires de masses différentes a été
synthétisée. Ces oligomeres ont alors été mélangés, et I'échantillon résultant présente un pic par
oligomeére en électrospray. Chaque pic a ensuite pu étre décodé par spectrométrie de masse tandem.
L’acronyme « CNRS » a ainsi pu étre synthétisé et 1u.1*! Une derniére étude a été menée pour encore
faciliter la lecture du code incrémenté : le capping partiel. Cette technique a permis d’effectuer un
codage lisible sans fragmentation. Pour ce faire, la terminaison d’une fraction des chaines en croissance
a été induite apres chaque ajout d’unité codante. Ainsi, apres le clivage du support, I’échantillon
contenait des chaines avec 1 a n unités codantes, si n unités codantes avait été ajoutées. Lors de
I'analyse par ESI-HRMS, a chaque taille de chaine correspond une masse et donc un pic. L'écart entre

chacun de ces pics a ensuite permis de déterminer quel bit 0 ou 1 a été ajouté a chaque étape.

Le chapitre IV explore quant a lui la synthese de polyméres a séquences contrélées avec
d’autres comonomeres dessinés Figure 2-c). Dans la synthese de poly(alcoxyamine amide)s, I'étape
d’amidification dure 50 minutes. Or, dans la littérature, une réaction SpAAC mettant en jeu une
cyclooctine et un azoture est décrite comme tres rapide pour la formation de triazole. L'étude de cette
cycloaddition pour remplacer I'amidification a donc été menée, tandis que I'étape de couplage
radicalaire a été menée dans les mémes conditions pour que pour la synthése des poly(alcoxyamine
amide)s. Les monoméres mis en jeu ont donc été une cyclooctine fonctionnalisée par une unité
codante bromée, ainsi qu’un TEMPO contenant une fonction azoture. Ce chapitre décrit la synthése de

ces monomeresn ainsi que les premiéres études de synthese itérative sur support solide.
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Chapitre I

Etat de I'art sur les polymeres a
séquences controlees







1. Introduction

Le terme de polymeres a séquences contrblées s’applique a tout type de polymeres présentant un
arrangement séquentiel de monomeres le long de leurs chaines. Ce type de polymeéres se rencontre
dans la nature, avec ’'ADN ou les protéines par exemple. Il faut les distinguer des polymeéres séquencés,
terme s’appliquant a tout polymeéere présentant des arrangements moins précis, tels que les
copolyméres a blocs, représentés Figure 3. Par ailleurs, le développement de techniques de
polymérisations de plus en plus pointues a également permis un contréle de la structure

macromoléculaire de plus en plus fin lors de la synthése de polymeéres non-naturels.

Composition Topologie Fonctionnalité
Homopolymeére En bout de chaine
En étoile

JJJ 9309 ——e

Polymeére a blocs

Polymeére alterné

Polymere périodique En peigne Aux chaines latérales

Téléchélique

E

Figure 3 : Représentation non exhaustive de la diversité architecturale des polymeres.

Ce chapitre explique les différents types de polymérisation existant actuellement, ainsi que les
techniques développées pour atteindre un contréle microstructural, le but étant d’obtenir un contréle
parfait de la séquence, monomere par monomere, afin de permettre I'encodage de données a I'échelle
moléculaire.

L’ADN étant un polymeére naturel dont la séquence de nucléotides contenue dans chaque brin est
parfaitement ordonnée, il en fait un candidat parfait pour le stockage de données. C’est pourquoi, dans
un premier temps, les derniéres avancées pour I'encodage numérique sur des brins d’ADN sont décrites
brievement dans ce chapitre. Puis les 3 grandes catégories de polymérisations synthétiques que sont (i)
la polymérisation par étape, (ii) la polymérisation en chaine, et (iii) la synthese multi-étapes, sont
détaillées plus précisément. Chacune de ces approches peut étre sous catégorisée en différentes
techniques, comme le montre la Figure 4. Alors que la polymérisation par étapes n’offre que peu d’outils
pour un contréle des séquences, le développement des polymérisations vivantes contrélées permet
d’obtenir des polymeres d’une isomolécularité proche de 1, avec des structures variées. En outre, seule
la synthése itérative permet un contréle de la séquence monomeére par monomere, nécessaire a
I'encodage de données. C’est pourquoi un intérét particulier est apporté a cette approche dans ce

chapitre bibliographique.
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Polymérisations par étapes
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Figure 4 : Classification des trois principales approches pour la synthése de polymeéres. Adapté de la référence 2],

16



2. Lesbiopolymeres, un exemple naturel de polymeres a séquences

controlées

I a été expliqué dans l'Introduction Générale que la nature, source d’inspiration pour les
scientifiques en général, propose des exemples de polymeéres dont la structure primaire est
parfaitement contrélée. Les protéines par exemple, résultent d’un enchainement spécifique d’acides
aminés, induisant leurs structures secondaires, tertiaires et quaternaires. L'ADN quant a lui, est un
enchalnement de 4 nucléotides et s’organise en double hélice. Il est porteur de I'information génétique.
De nombreuses études, s’inscrivant dans le cadre du « Humane Genome Project », ont d’ailleurs permis
de décoder entierement le génome humain en 2001.”® Ce projet a conduit au développement de
techniques de séquencages poussées des biopolymeéres séquencés.

Portées par ces avancées, différentes équipes se sont penchées sur la synthése d’ADN en tant que
support pour stocker de I'information. En effet, les spécialistes estiment que la demande mondiale en
mémoire numérique atteindra les 10** bits en 2040, dépassant alors les ressources disponibles en
silicone.® Or, les NAM (Nucleic Acid Memory) présentent différents avantages pour le stockage de
données. Le temps de demi-vie de 'ADN a température ambiante par exemple, excéde 100 ans,
permettant une conservation des informations sur le long terme.””! De plus, contrairement aux
technologies actuelles, les NAM sont des technologies non volatiles —I'information ne disparait pas
lorsque le courant est coupé — atteignant une efficacité 10° fois supérieure a celle des mémoires flash
industrielles.®

Ainsi, Church réussit en 2012 la performance d’écrire et de décoder un livre entier, ainsi qu’un
programme JavaScript, pour une taille totale de plus de 0.65 mégaoctets.[gl L'année suivante, Goldman
et son équipe synthétisent sur I’ADN des fichiers informatiques contenant 0.74 mégaoctets
d’informations binaires.™® Un faible pourcentage d’erreurs s’est cependant introduit et n’a pas permis
de recouvrer parfaitement toutes les données implémentées. Certaines erreurs peuvent en effet se
glisser durant I'écriture, le stockage a long terme, ainsi que pendant le séquengage. C’'est pourquoi, en

(28] _ et encode la

2015, Grass intégre a sa méthode des codes de correction — codes Reed-Solomon
charte fédérale de Suisse ainsi que la version anglaise de la Méthode d’Archiméde, pour une taille totale
de 83 kilooctets qui ont pu étre entierement décodés.!”” De plus, en encapsulant les brins d’ADN dans
une matrice de silice, il a démontré grace a un vieillissement accéléré qu’il était possible de stocker
I'information sur ce type de support, et de la recouvrer sans erreur aprés 2000 ans dans des conditions
climatiques européennes.

Une avancée plus récente encore a été rapportée par Erlich en mars dernier, avec la synthese de
« fontaines d’ADN » ; une approche robuste qui a permis I'encodage d’un systeme de fonctionnement
complet d’un ordinateur, d’un film, ainsi que d’autres fichiers informatiques.[“] Il s’appuie sur le fait
gu’idéalement, chaque nucléotide pourrait avoir une capacité d’informations de 2 bits - [11], [10], [01],

et [00] — pour augmenter la densité de stockage. En envisageant toutes les limitations lors de I'encodage
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sur ADN, telles que la difficulté de synthése de longs homopolymeéres ou encore la présence nécessaire
sur chaque chaine de nucléotides indexant et donc non codant, cette valeur s’éléve plus précisément a
1.83. La stratégie des « fontaines d’ADN » est basée sur un encodage en 3 étapes que sont (i) la
segmentation du code binaire a incrémenter, (ii) la transformée de Luby, qui rassemble les données
dans un nombre désiré de messages courts, appelés gouttelettes, et (iii) le screening, qui analyse les
chaine d’ADN synthétisées a partir de ces gouttelettes et les refuse si elles ne remplissent pas tous les
critéres désirés. Grace a cette approche, Erlich a atteint une densité de stockage de 1.57 bit par
nucléotide. Les résultats atteints par chacune des équipes mentionnées sont répertoriés de maniere
chronologique Tableau 1. Alors que tous ces travaux ont été effectués par assemblage in vitro
d’oligonucléotides, on peut noter I'avancée récente de Church, qui a réussi a encoder un film digital a

I'intérieur du génome d’une population de bactéries, par additions successives de nucléotides.®”

Church®®  Goldman'” Grass'? Erlich!*!

Parametre (2012) (2013) (2015) (2017)

Données encodées

0.66 0.74 0.08 2.15
(Moctets)
Densité d mfc.)rmatlons nette 0.83 0.33 114 157
(bit/nt)
Densité physique 1.28 2.25 25 214
(Poctet/g)

Tableau 1: Comparaison chronologique de certains parameétres pour le codage d’information sur ’ADN. La densité
d’informations nette correspond au nombre de bits moyen réellement encodés par nucléotide synthétisé. La densité
physique correspond au ratio entre la quantité d’informations encodées et la masse minimum d’ADN a analyser pour
recouvrer I'information dans sa totalité.

Les récentes études montrent bien que I’ADN est un support prometteur pour le stockage de
I'information a long terme. De plus, contrairement aux technologies utilisées actuellement, les NAM
peuvent étre répliquées en un grand nombre de copies, et a bas prix. Enfin, quelques avancées récentes
tendent a montrer que ce secteur sera en expansion dans les années a venir: Oxford Nanopore
Technologies a développé un instrument de séquencage portable pesant seulement 70 grammes,"
tandis qu’lllumina travaille sur un séquenceur a puce d’ADN qui s’utiliserait comme un stéthoscope

moléculaire.®?

Grace aux technologies préexistantes pour le séquengage de I’ADN, I'encodage sur ce support
moléculaire s’est rapidement développé ces dernieres années. Les bases mises en jeu lors de la synthése
de tels biopolymeres sont cependant fixes, et pas forcément idéales pour I'application recherchée. En
revanche, une méme approche peut s’envisager sur des polymeres synthétiques, dont la structure et les
monomeres mis en jeu lors de la synthése peuvent étre choisis par I'expérimentateur afin de répondre
au mieux aux critéres recherchés. Il faut alors étre capable de synthétiser des polyméres non-naturels
avec un parfait contréle de la séquence primaire, afin d’obtenir des chaines isomoléculaires sur

lesquelles sont incrémentés des bits d’information dans un ordre désiré.
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3. Les polymérisations a séquences controlées

3.1 Polymérisations par étapes

La polymérisation par étapes est un mécanisme qui, contrairement a la polymérisation en chaine,
s’effectue étape par étape. Chague monomeére est porteur de 2 fonctions (ou plus) pouvant réagir entre
elles. Les dimeres formés portent les méme fonctions que précédemment et peuvent réagir entre eux,
et ainsi de suite jusqu’a obtention d’un polymere —voir Figure 4. Ce type de polymérisation a dans un
premier temps été développé pour la synthése de polyesters, polyamides, polycarbonates ou encore
polyuréthanes, et engendre généralement des indices de polymolécularité aux alentours de 2.1
Cependant, de nouvelles approches telles que I'ADMET,®® la CuAAC,2* ou encore I'addition
radicalaire,® ont été investiguées ces derniéres années dans le but de parvenir a un meilleur controle
des structures obtenues. Cette partie décrit de maniére non exhaustive différents travaux effectués sur

les nouvelles techniques de polymérisation par étapes.

La polymérisation ADMET repose sur des réactions de métathese, dont la chimie a été découverte
dans les années 60.%° Les travaux de Wagener et Lindmark-Hambourg sur le mécanisme de I’ADMET ont
ensuite permis d’améliorer les conditions de polymérisation afin d’obtenir des polyméres insaturés
synthétisés par ADMET, sans qu’une polymérisation radicalaire du vinyle n’entre en compétition.*”!
Dans les années 90, Wagener développe la polymérisation ADMET et publie la premiére synthése de

polymére avec une masse moléculaire supérieure a 100000g.mo|'1,[38]

puis celle de polyéthyléne
parfaitement linéaire.®¥ En 2012, I’équipe de Li publie la synthése de copolyméres vinyliques contenant
des unités y-butyrolactones par ADMET, dessinée Figure 5.1 Les polymeéres ont été obtenus a partir de
dienes symétriques contenant 2 unités y-butyrolactones, polymérisés en présence d’'un catalyseur de
Grubbs. Cette stratégie a permis d’obtention de copolymeéres périodiques, dont I'espacement entre
chaque unité y-butyrolactones peut étre régulé en jouant sur la longueur des chaines alkyles portées par

le monomere.

W Catalyseur
X X

_AoMET ,{,\MM |

Figure 5 : Haut : principe de ’ADMET. Bas : Synthése de copolymeéres périodiques contenant des unités y-butyrolactones par
ADMET. Adapté de la référence 0],
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Une autre technique permettant d’obtenir des copolyméres périodiques est la polycondensation
de monomeres portant une liaison alcyne et un azoture, pouvant ainsi se soumettre a une cycloaddition
de Huisgens, induisant la formation d’un triazole.®” En 2005, Matyjaszewski rapporte la synthese de
copolymeres par couplage de pré-polyméres téléchéliques obtenus par ATRP — voir Figure 6-a)."*" Puis
en 2009, Lutz s’appuie sur ce concept pour polymériser le méme type de structure, a la différence que
les monomeres mis en jeu portent une unité maléimide positionnable, dont la fonction portée peut
varier. Il parvient ainsi a synthétiser des copolymeres périodiques atteignant des masses supérieures a
20000g.mol™, et aux structures variant selon le groupement porté par le maléimide N-substitué, comme

le montre la Figure 6-b).

a) o o) |;1=N Ny
N; CuBr N
4'/\0 x % // 0 X \).T

b) R

|
o 0N 0 o 0N\ —0
CuBr, PMDETA
’/\O 20 N, > = |° 20 N—N
\‘N
HN3

=@, _— E-{‘-’V\/‘./VVU]::\';

Figure 6: Synthése de copolymeéres périodiques contenant une unité triazole par cycloaddition de Huisgens. a)
Polycondensation développée par Matyjaszewski.[“] b) Polycondensation développée par Lutz permettant la présence d’un
groupement porté par I'unité maléimide N-susbtituée.*?

En 2010, Kamigaito publie la synthese de copolymeres a séquences régulées, par polymérisation
par étapes radicalaires. Son équipe avait précédemment reporté le concept de la polycondensation

radicalaire métalo-catalysée, **!

qui est une évolution de I'addition de Karasch et met en jeu des
monomeres possédant une double liaison C=C insaturée ainsi qu’une liaison C-Cl réactive.*" En
présence de métal, ces deux liaisons forment des radicaux pouvant réagir ensemble, menant ainsi a la
formation d’une nouvelle liaison C-C. Des polyesters linéaires ont ainsi été obtenus. De plus, en
travaillant le design des monomeéres mis en jeu, des copolymeres séquencés « AABC » ont été
synthétisés — voir Figure 7. L'analyse RMN de ces copolymeéres synthétiques linéaires a squelette
carboné atteste d’'un enchainement contr6lé des unités acrylate-acrylate-chlorure de vinyle-styrene,

tandis que les analyses SEC indiquent un indice de polymolécularité compris entre 1,7 et 2,3.14
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Figure 7: Synthése de copolymeéres périodique « AABC » par polymérisation radicalaire par étapes catalysée au métal,
développée par Kamigaito.ms]

3.2 Polymérisations en chaine

Les polymérisations par étapes sont utiles pour obtenir des polymeres présentant des séquences
de monomeres périodiques. Cependant, ces techniques conduisent la plupart du temps a des indices de
polymolécularité élevés. Il est en revanche possible d’obtenir des séquences plus diversifiées grace aux
polymérisations en chaine. L’apparition des polymérisations vivantes contrélées a permis la synthése de
macromolécules avec une longueur de chaine contrdlée, ainsi qu’une polymolécularité assez faible. Les
techniques de polymérisation radicalaires controlées, telles que la NMP,™**! 'ATRP,"*® ou encore la
RAFT,™ sont de bons outils pour la synthese de polyméres a architectures contrblées et permettent le
contrdle de paramétres moléculaires tels que les séquences de comonomeres. Cette partie décrit, de
maniere non exhaustive, les travaux récents sur les copolymérisations en chaine visant un controle

microstructural des séquences obtenues.

3.2.1 Stratégie de mono-insertion de monomeres

La régulation locale des séquences de monomeres peut étre obtenue par des réactions de
mono-addition de monomeres sur les chaines polymeres. Quelques exemples sont décrits dans cette
partie. En 1990, I'équipe de Higashimura décrit la synthése d’oligoméres a séquences régulées par
polymérisation cationique vivante.'*® La polymérisation d’éthers de vinyle a été amorcée par le couple
HI/Znl, afin de contrdler les séquences. En effet, en réagissant avec un premier monomeére, Hl forme un
adduit iodé stable. L'espece dormante ne peut s’activer qu’en présence de Znl, et du second monomere
ajouté au milieu. Cette approche aurait donc théoriquement di mener a des polyméres a séquences
parfaitement contrélées. |l faut cependant que les étapes d’activation/addition soient cinétiquement
bien plus favorables que I’homopolymérisation pour arriver a un tel contréle. C'est pourquoi les
oligoméres n’ont été obtenus qu’avec un contréle partiel des séquences, celui-ci s"améliorant lorsque
les monomeéres ont été ajoutés par ordre décroissant de réactivité.

Plus récemment, de nombreuses études se sont portées sur la polymérisation RAFT des
acrylates, puisque ces derniers peuvent porter une grande variété de fonctions différentes. En 2013,
Junkers synthétise des oligo(acrylate)s a séquences contrdlées par additions successive de monomeéres
polymérisant par RAFT.*! Apres chaque ajout de monomere, le composé a dii étre purifié. La nouveauté

de leur approche repose cependant sur l'utilisation d’une chromatographie a exclusion stérique
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automatisée et recyclant, moins coliteuse en temps et en argent qu’une colonne de chromatographie
sur silice classique.[48] Deux structures différentes d’oligo(acrylate)s portant 4 fonctions différentes ont
ainsi été synthétisées.

Sawamoto a également réalisé de nombreux travaux sur le contréle de la séquence par
polymérisation en chaine. L'une de ses approches a été I'utilisation d’un « template », amorceur
macromoléculaire contenant deux liaisons C-Cl réactives, I'une pour la polymérisation cationique
vivante, et l'autre pour la polymérisation radicalaire.”*” La reconnaissance spécifique des monomeéres
ajoutés, particulierement en présence d’un catalyseur de choix, a permis I'addition radicalaire sélective
de méthacrylates, menant a la synthése de polyméres a séquences régulées.” Plus récemment, il a
proposé une stratégie, décrite Figure 8, basée sur une cyclisation radicalaire controlée itérative, pour la
synthése de polymeéres vinyliques présentant un contréle de la séquence.®™ Cette approche s’inspire de
la croissance d’'une chaine peptide dans un ribosome. Ici, 'amorceur-monomere de départ contient
deux liaisons différentes clivables et regénérables, que sont la liaison NHS-ester et la liaison Py-SS. Les
additions radicalaires successives menant a la cyclisation du composé, suivies par un clivage et une

régénération en fin de chaine, ont permis I'obtention de chaines courtes a séquences contrélées.
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Figure 8 : Principe de la cyclisation itérative a partir d’'un amorceur-monomeére portant deux types de liaisons clivables et
régénérables : (i) Mono-addition de monomeére contrélée par une cyclisation donnant lieu a une structure « fermée ». Puis le
clivage sélectif (ii), suivi de la régénération de la liaison portant le groupe vinyle suivant (iii), permettent une nouvelle mono-
addition de monomeére. Adaptée de la référence s,

Enfin, il a appliqué ce principe d’addition radicalaire itérative a un monomere précis: un
méthacrylate alkyle tertiaire, portant d’'une part un groupe adamantyle, et d’autre part un groupe

isopropyle. Apres chaque ajout de ce monomere, une acidolyse permet d’obtenir une fonction acide, qui
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peut ensuite réagir par estérification, permettant I'ajout de différentes fonctions selon celle portée par
I"alcool mis en jeu. La structure obtenue aprés un cycle (i) addition de monomere, (ii) acidolyse, (iii)
estérification, permet de réitérer ce cycle le nombre de fois choisi par I'expérimentateur, en variant les

fonctions ajoutées lors de I'estérification.*”

3.2.2 Insertion controlée cinétiquement d’unités fonctionnalisées

Bien qu’il soit difficile de contréler la séquence de comonomeres lors d’'une copolymérisation en
chaine, la copolymérisation radicalaire du styréne avec des anhydrides maléimiques ou bien des
maléimides N-subtstitués fait exception, grace au caractére donneur-accepteur unique de ce couple de
comonomeres. En effet, lors de la polymérisation, la propagation croisée est hautement favorisée
comparée a I'’homopolymérisation, menant a la synthése de copolyméres alternés.™® Hawker et Russel
ont ainsi démontré que, lors d’'une polymérisation radicalaire contrélée, ce comportement cinétique
permettait I'obtention de copolymeres bien définis grace a la consommation rapide du monomere
ajouté, composés de petites séquences de copolymeres alternés, connectées a de longues séquences de
styréne.

En s’appuyant sur ces observations, Pfeifer et Lutz ont décrit, en 2007, une nouvelle stratégie de
synthése de copolymeres fonctionnalisés a séquences controlées, basée sur des insertions d’unités
maléimides controlées cinétiquement lors d’une polymérisation ATRP de styréne.® Cette
copolymérisation radicalaire controlée repose sur 2 principes cinétiques : (i) toutes les chaines croissent
simultanément (ii) la propagation croisée des comonomeéres est grandement favorisée par rapport a
I’'homopolymérisation. Ainsi, de faibles quantités de maléimides ont été ajoutées au milieu a des temps
précis, et consommeées trés rapidement, permettant I'obtention de chaines polystyréne contenant des
unités malémides fonctionnalisées localisées, comme expliqué Figure 9-a). L'année suivante, cette
approche a été étendue a une bibliotheque de 20 maléimides N-substitués portant des fonctions
variées, prouvant ainsi son caractére polyvalent.®®

La grande variété de maléimides pouvant étre mis en jeu dans cette copolymérisation a permis la
synthese de polymeres fonctionnalisés pour différentes applications. Par exemple, Lutz et son équipe
ont décrit la synthése de polyélectrolytes de précision grace a cette approche.”” Le tert-butyl 4-vinyle
benzoate a été polymérisé par ATRP tandis qu’un ajout cinétiquement controlé de maléimides N-
substitués a été effectué. Apres la polymérisation, les macromolécules ont été hydrolysées en
polyanions, ouvrant la voie a la synthése de polyméres hydrosolubles aux microstructures contrélées.
Puis en 2013, I’équipe de Lutz reporte la synthése novatrice de polyméres portant différents sucres.”®
Les glycopolymeres sont en effet intéressants pour des applications biotechnologiques grace a leur
reconnaissance des lectines.”™ Dans cette approche expliquée Figure 9-b), des unités maléimides
portant chacune une fonction alcyne protégée par un groupement protecteur différent ont été insérées
le long de la chaine. Puis, apres une déprotection sélective, chacun des sites alcyne a été fonctionnalisé

par un sucre porteur d’une fonction azoture via une CuAAC. Il a ainsi été possible de synthétiser des
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glycopolymeres de hautes masses moléculaires a séquences contrbélées. En outre, cette technique de
polymérisation a été automatisée par I'équipe de Lutz, permettant alors la synthése de copolymeéres
avec un degré de polymérisation de 100, avec 8 insertions d’unités maléimides N-substitués.!®”

Un dernier exemple a été décrit par Lutz en 2011 : la synthése de chaines présentant différentes
formes grace a la présence de ponts covalents intramoléculaires.®™ Les unités maléimides ajoutées
présentaient des fonctions azotures ou alcynes protégées. Ainsi, aprés la copolymérisation et aprés
déprotection, ces fonctions ont pu réagir entre elles dans les conditions d’'une CuAAC. En contrélant
avec précision les emplacements des fonctions azoture et alcyne sur la chaine, les ponts
intramoléculaires ont permis la formation de différentes formes - P, Q, 8, ou encore a -, comme le

montre la Figure 9-c).
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Figure 9: a) Principe général de I'insertion contrélée cinétiquement d’unités maléimides N-substituées fonctionnalisées le

long d’une chaine carbonée.”® b) Déprotection sélective des alcynes pour le greffage de sucres localisé le long d’une chaine
R [58] n " . . . [61]

polystyréne.” " c) Contréle de la structure de la chaine par la formation de ponts covalents avec un emplacement choisi.
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3.2.3 Synthese de multiblocs pas ajouts successifs de monomeres

La méme année, Perrier publie la synthese de copolymeéres a blocs séquencés présentant une
longueur de chaine jusqu’a 20 blocs de 3 unités chacun.’® Dans cette approche, basée sur une
polymérisation radicalaire par transfert dégénératif, les monomeres sont ajoutés successivement au
milieu, dans des conditions non-restrictives, et sans purification aprés chaque ajout, ouvrant la voie a
une mise en ceuvre a plus grande échelle. Cependant, la fraction de chaines mortes augmente aprés
chaque ajout de monomeére, augmentant ainsi la polymolécularité de I’échantillon. Les copolyméres ont
ainsi été obtenus avec un indice de polymolécularité de 1,36.

Plus récemment encore, Haddleton et son équipe ont étudié la synthése de copolymeres
séquencés d’acrylates par photopolymérisation.'®® Les ajouts successifs d’acrylates fonctionnalisés ont
été effectués en présence de CuBr, et du ligand MegTREN, sous irradiation UV a 360nm. Comme décrit
Figure 10, les ajouts successifs de monomeres au milieu, sans précautions particulieres, ont permis
I’obtention de copolymeéres a séquences contrélées portant 4 fonctions différentes, et avec un indice de

polymolécularité inférieur a 2.
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Figure 10 : Synthése de copolyméres a séquences contrdlées par photopolymérisation d’acrylates. (i) CuBr, MesTREN, UV
(360nm), DMSO.
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3.2.4 Design de monomeres pour une polymérisation par ouverture de cycle par métathese

La polymérisation par ouverture de cycle par métathése est une polymérisation en chaine
résultant de la métathese d’alcenes cycliques. Ce type de polymérisation requiert généralement des
macrocycles contraints pour permettre I'ouverture de cycle. Cependant, les travaux de Choi ont prouvé
qu’il était possible de polymériser un cyclohexéne non contraint grace a la présence d’une fonction

[64]

alcyne sur le cycle.”™ En s’appuyant sur ces observations préalables, Gutekunst et Hawker ont

synthétisé en 2015 un cyclo-alcéne fonctionnalisé, dans le but d’obtenir des polyméres a séquences

controlées par ROMP."*! L3 synthése du macrocycle s’est inspirée des travaux de Hoye sur la fermeture

[%6] ot a permis I'obtention d’un monomére portant 5 fonctions différentes. Ce

eme

de cycle par métathese,
dernier a ensuite été polymérisé en présence d’un catalyseur de Grubbs de 3°™ génération, pour
obtenir un polymere multifonctionnel, dont les fonctions portées par le squelette s’enchainent toujours

dans le méme ordre, comme le montre la Figure 11, avec une polymolécularité de 1,2 en moyenne.
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Figure 11: ROMP permettant I'obtention de copolyméres a séquences contrélées. Conditions expérimentales: 3,5-
dichloropyridine (20mM), catalyseur de Grubbs 3°™ génération, DCM/MeOH (9/1), 0°C."**!
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3.3 Syntheses multi-étapes
3.3.1 Introduction

Il a été montré précédemment que les nouvelles techniques de polymérisations par étapes ou en
chaine permettent aujourd’hui un certain controle des séquences le long des chaines polyméres.
Cependant, il est impossible d’obtenir une parfaite isomolécularité ainsi qu’un controle absolu de la
séquence, prérequis par exemple pour I'encodage de l'information numérique le long d’une chaine
polymére. En revanche, la synthése multi-étape, qui repose sur I'addition des monoméres un a un sur la

chafne en croissance, permet de synthétiser des polymeéres isomoléculaires a séquences controlées.

Du Vigneaud a obtenu le prix Nobel en 1955 pour ses travaux pionniers sur la synthese itérative,
dont le principe est expliqué Figure 12.%1a synthétisé une hormone, I'ocytocine, et ainsi ouvert la voie
a la synthése itérative de polypeptides.’®® Dans cette approche, du Vigneaud synthétise ce nonapeptide
a l'aide de 3 blocs: un tétrapeptide, un tripeptide ainsi qu’'un dipeptide. La stratégie itérative se
rencontre lors de la synthése du tétrapeptide, qu’il obtient par ajouts successifs d’acides aminés. Aprés
chaque couplage d’acide aminé, le milieu réactionnel est traité — par des réactions de réduction par
exemple — afin que I'acide aminé suivant puisse étre ajouté au peptide en croissance. C'est ainsi qu’est
apparu le premier exemple de synthése itérative en solution. Le concept général est donc le suivant :
chaque monomere porte 2 fonctions réactives A et B, dont la premiere est protégée dans un premier
temps. Pour chaque ajout, B réagit avec la fonction A de la chaine en croissance, puis dans un second
temps, la nouvelle fonction A en bout de chaine est déprotégée pour permettre I'ajout du monomere

suivant.

@A + B-@-A] — > @9-4]

(ii)

s ) o

Figure 12 : Principe de la synthése itérative. (i) Ajout du monomeére par réaction de B sur A. (ii) Etape de déprotection.

Dans cette approche, chaque étape se tient en solution. Il est donc nécessaire d’effectuer des
étapes de purification, telles que des séparations sur colonne ou des recristallisations, chronophages,

aprés chaque ajout de monomere.
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3.3.2 Principe de la synthese itérative sur support solide

En 1963, Merrifield développe le concept de synthése itérative sur support solide, pour lequel il
obtient la prix Nobel de chimie en 1984.%% # Cette approche, détaillée Figure 13, a considérablement
faciliter la synthése itérative et a permis dans un premier temps le développement de la synthése
peptidique. En effet, cette technique est basée sur l'utilisation d’une résine fonctionnalisée — des
microbilles de polymere réticulé, insolubles dans les conditions de réaction mais gonflées par le solvant
réactionnel — sur laquelle les monoméres sont ajoutés un a un. Aprées chaque étape, un simple lavage
par filtration dans des tubes SPE (Solid Phase Exclusion) permet d’éliminer les réactifs en exces, tandis
que les chalnes en croissance restent attachées a la résine. Puis, lorsque la structure désirée de
polymére est obtenue, la chaine est clivée de son support. Cette approche permet donc de s’affranchir

des étapes de purification par colonne aprés chaque ajout de monomere.
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Figure 13 : Principe de la synthése itérative sur support solide. a) Billes de résine fonctionnalisées b) Ajout du monomeére en
exceés qui se fixe sur la chaine en croissance. c) Lavage par filtration pour éliminer les excés de réactifs. d) Chaine en
croissance préte a subir de nouveau les étapes b) et c).

Il existe de nombreuses résines, qui different d’une part par leur point d’ancrage — la fonction
réactive portée — et d’autre part par leur taux de fonctionnalisation. Le point d’ancrage est un critére
important pour la sélection de la résine lors d’une synthese itérative. Il faut a la fois qu’il puisse réagir
avec le premier monomere, mais aussi permettre le clivage de la liaison entre la chaine polymere et la
résine en fin de synthése, dans des conditions qui n’altérent pas la structure du polymeére synthétisé. Il
existe différents type de points d’ancrages, qui peuvent étre classés en 3 grandes catégories — voir
Tableau 2 — les hydroxyméthyles, les aminoéthyles, et les chlorotrityles. Dans la premiére catégorie, le
premier ajout d’unité s’effectue par estérification, puis en fin de synthése, un clivage en présence de
TFA induit un acide carboxylique en début de chaine. Dans la deuxiéme catégorie, la premiére unité
s’ajoute sur I'amine, et un clivage en présence de TFA induit un amide en début de chaine. Enfin, la
troisieme catégorie permet un clivage en présence d’hexafluoroisopropanol, permettant ainsi d’éviter

I’emploi de TFA si certaines fonctions du polymeére synthétisé y sont sensibles.
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Tableau 2 : Principales catégories de résines communément utilisées pour la synthése supportée.

Par ailleurs, le taux de fonctionnalisation correspond au taux de points d’ancrages présents sur
la résine, et s’exprime usuellement en millimoles par gramme de résine. Plus il est élevé, plus le nombre
de chaines en croissance sera élevé pour une méme quantité de résine, permettant d’accéder a une plus
grande quantité de polymére en fin de synthése. En revanche, un fort taux de fonctionnalisation induit
également de plus grandes difficultés d’accés aux sites réactifs, dues a I'encombrement provoqué par le
nombre accru de chafnes en croissance, ainsi que la formation de ponts intermoléculaires. Or, pour
I'obtention de polyméres isomoléculaires, le rendement de chaque étape doit étre quantitatif afin
d’éviter I'apparition de chaines plus courtes n’ayant pas subi tous les ajouts de monomere. C’est
pourquoi le choix de taux de fonctionnalisation est également un facteur important pour I'optimisation
de la synthése supportée.

De par sa facilité d’utilisation, la synthese itérative supportée est rapidement devenue une
méthode de choix pour la synthése de polymeéres linéaires a séquences contrélées, bio-inspirés dans un
premier temps, puis aux structures non-naturelles par la suite. Cette approche a d’ailleurs été
automatisée dés les années 60 par Merrifield pour la synthése de la bradykinine, composée de 9 acides

aminés.””
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3.3.3 Synthese itérative de polymeres a séquences contrélées par I'approche « AB+AB »

La synthese itérative supportée a dans un premier temps été développée pour la synthése
peptidique. Cette stratégie peut étre également décrite comme étant une approche de type « AB+AB » -
voir Figure 14. Elle repose sur I'emploi de building blocks « AB », dans lesquels la fonction A doit étre
protégée afin d’éviter des réactions d’homopolymérisation par étapes lors de I'ajout du monomére dans
le milieu réactionnel. C'est pourquoi chaque ajout de monomere doit étre suivi d’'une étape de
déprotection de la fonction A en bout de chaine, afin de pouvoir ensuite ajouter un second monomere

mono-protégé, par réaction de B sur cette derniere.

(iii)

A ﬂ) D45 — )OO @ — @I 9D

Figure 14 : Stratégie « AB+AB ». (i) Ajout du monomeére mono-protégé. (ii) Déprotection de A. (iii) Clivage du support.

La premiere synthése décrite par Merrifield était celle d’'un tétrapeptide - Figure 15 -, dans
laquelle les amines de la chaine principale sont protégées par le groupement carboxybenzyle (Cbz),
tandis que les groupements latéraux sont protégés par le groupement tert-butoxycarbonyle (Boc).?” Or,
la déprotection du groupement Cbz s’effectue en présence d’un acide fort, qui pourrait induire des
réactions indésirables, telles que le clivage d’une partie des chaines de leur support.m] C’est pourquoi,
par la suite, ces groupements protecteurs ont majoritairement été remplacés par le
fluorenylméthyloxycarbonyle (Fmoc) et le tert-butyle (t-Bu). En effet, ce couple est plus adapté a la
synthése peptidique supportée, puisque le retrait du Fmoc s’effectue en conditions basiques douces,

tandis que le t-Bu est éliminé en milieu acide, permettant ainsi une déprotection sélective.l’
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Figure 15: Synthése supportée d’un tétrapeptide.m] (i) Ajout du premier acide aminé. (ii) Déprotection de I'amine :
HBr/AcOH. (iii) Ajout du second acide aminé. (iv) Clivage : NaOH.
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L’'emploi d’un support solide dans le cadre d’une synthese itérative s’est par la suite étendu a
des structures autres que les peptides, notamment les oligonucléotides a séquences contrdlées.” La
premiére synthese concluante a été décrite par Letsinger et Mahadevan en 1965.7% Par la suite, de
nombreux travaux sur la chimie des phosphoramidites ont été effectués et leurs applications pour la
synthése d’ADN sont détaillées dans une revue de Beaucage et lyer.” Les progres effectués permettent
aujourd’hui de synthétiser des oligonuclétoides présentant des séquences jusqu’a 200 nucléotides.”®
Ces évolutions dans le domaine de la synthése de polymeéres naturels a inspiré différents travaux pour la
synthése de polyméres bio-hybrides.”” ® Par exemple, Sleiman décrit la synthése de polyméres
conjugués a séquences définies, comportant une partie ADN et une partie polymére synthétique — voir
Figure 16.7? pour ce faire, elle a synthétisé un brin d’ADN sur une surface de verre poreuse a I'aide d’un
synthétiseur d’ADN automatisé. Puis, toujours avec le synthétiseur, les monomeéres protégés au
diméthoxytrityle (DMT) ont été ajoutés un a un, en alternant avec des étapes de déprotection. Les
ajouts controlés des unités phosphoramidite dodécanediole et phosphoramidite hexaéthyléne glycol ont
permis I'obtention de polymeéres conjugués, dont les propriétés d’hydrophobie, d’auto-assemblage, ou
encore d’encapsulation, peuvent étre ajustées par la microstructure de la séquence synthétique. Dans le
domaine des polyméres bio-hybrides, on peut également noter les travaux de Borner, qui a par exemple
synthétisé des bioconjugués PEO-peptides dont I'arrangement structural est guidé par celui des peptides
qui s’arrangent en feuillets [3.[801 Klok a également consacré une grande partie de ses travaux aux
polyméres bioconjugués, mettant en avant leurs avantages, pour des applications de propriétés

mécaniques, ou de vecteurs thérapeutiques par exemple.®!
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Figure 16 : Synthése de polymeéres bio-hybrides par synthétiseur d’ADN sur surface de verre poreuse. Adapté de la référence
(7], (i) Etape de déprotection. (ii) Ajout du monomere. (iii) Clivage du support.
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Par ailleurs, la synthese itérative sur support solide peut parfaitement s’adapter a la synthese de
polymeéres non-naturels. Par exemple, Moore a décrit la synthése d’oligomeéres de phénylacetyléne.[szl
Les ajouts successifs de phénylacétylenes fonctionnalisés protégés par le triisopropylsilyle (TIPS) ont
mené a I'obtention d’oligomeéres a séquences définies de 12 unités maximum.®! Plus récemment, Lutz
et son équipe ont utilisé cette approche pour I'encodage de données numériques le long d’une chaine
de polyphosphates, décrite Figure 17.%% Les phosphoramidites mises en jeu, dont l'utilisation a été
développée par Beaucage et Caruthers plusieurs décennies auparavant pour la synthése en phase solide

d’oligonucléotides, &

codent pour 0 ou pour 1 selon le groupement qu’elles portent. La stratégie de
synthése s’effectue en 3 étapes: (i) la phosphoramidite codante protégée par DMT réagit avec la
fonction OH de la résine pour former un phosphite, (ii) ce dernier est oxydé en phosphate, et (iii) le
groupement DMT est retiré pour permettre a la fonction alcool de subir un nouvel ajout de
phosphoramidite. Grace la structure des monomeres utilisés ainsi qu’a leur grande réactivité, les
polymeéres ont pu étre synthétisés automatiquement sur synthétiseur d’ADN, permettant I'obtention de
chaines avec un degré de polymérisation supérieur a 100.5 Le séquencage de ces chaines par
spectrométrie de masse tandem a de plus permis de recouvrer les messages « PMC », « Maurice », et
« Macromolecule » encodés en code ASCII le long de chaines, contenant respectivement 3, 7, et 13

octets d’informations.
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Figure 17 : Synthése itérative de polyphosphates non-naturels. (i) Couplage : AcCN, tétrazole. (ii) Oxydation: I,, H,0,
Pyridine, THF. (iii) Déprotection du DMT : CCl;-COOH, CH,Cl,. (iv) Déprotection du cyanoéthyle : pipéridine, AcCN. (v) Clivage :
NHj;, H,0, dioxane.
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3.3.4 Synthese itérative sur support soluble

L'apparition de la synthése itérative supportée a permis la synthése de polymeres a séquences
contrélées aux structures variées. Cependant, cette approche hétérogéne peut présenter quelques
inconvénients. D’'une part, la chaine en croissance restant attachée aux microbilles de résine, il est
difficile de suivre la réaction, avant le clivage en fin de synthése — il est toujours possible de cliver une
fraction de la chaine en croissance mais les quantités obtenues sont tres faibles, trop pour une analyse
SEC par exemple. D’autre part, il peut étre difficile d’obtenir de longues chaines de maniére
isomoléculaire car des problémes d’accessibilité aux sites réactionnels peuvent apparaitre lors de la
synthése. En outre, 'utilisation de support soluble est une alternative intéressante pour la synthese
itérative. Elle permet en effet d’effectuer facilement une synthése itérative, tout en évitant les

inconvénients cités précédemment d’une synthese en milieu hétérogene.

— ’ B Polymére solubilisé

’ [ ] Non solvant
] ® Polymére précipité

*_®
0 . %ol

Figure 18 : Purification par précipitation lors d’'une synthése sur support soluble. L’ajout du monomeére s’effectue en solution,
puis aprés concentration, celle-ci est ajoutée goutte a goutte dans un non solvant. Le support auquel est attachée la chaine
en croissance précipite et est ensuite récupéré par filtration.

Le support soluble est une chaine polymére fonctionnalisée, supportant |'ajout itératif de
monomeres, qui est soluble dans les solvants utilisés lors des réactions. Apres chaque étape, la
purification, expliquée Figure 18, s’effectue par précipitation du support dans un non-solvant. Fort de
ces considérations, Pfeifer et Lutz ont développé toute une série de supports solubles a base de
polystyréne synthétisés par ATRP.®”) Ces supports contiennent un groupement Wang, point d’ancrage

permettant le clivage du polymére de son support en fin de synthése.®®

Comme dans le cas de la synthése sur phase solide, I'approche itérative en phase liquide s’est dans
un premier temps développée pour la synthese d’ADN. En 1972, Bayer et Mutter rapportent la synthése
d’un pentapeptide sur support pegylé, adapté a la synthése en phase aqueuse.® Par la suite, cette
approche s’est étendue a la synthése de structures bio-hybrides et méme de polyméres synthétiques.
Par exemple, I'équipe de Lutz décrit en 2012 la synthése de polymeéres bioconjugués sur supports
solubles.®™® Dans cette approche, expliquée Figure 19, deux supports solubles polystyréne ont été

étudiés, I'un contenant une unité clivable Wang, et I'autre non. Des acides aminés protégés ont été
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ajoutés de manieres itérative sur ces derniers, menant a |'obtention de conjugués (polymeére-peptide)s

avec une séquence contrélée d’acides aminés.
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n (iii)
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Figure 19 : Synthése de conjugués polymere-peptides sur support soluble. En rose, groupement Wang permettant le clivage
en milieu acide. Conditions expérimentales : (i) Déprotection : Pipéridine/CH,Cl, (1/1). (ii) Ajout des acides aminés protégés :
PyBop, DIPEA, CH,Cl,. (iii) TFA/ CH,Cl, (3/97). (iv) Clivage : TFA/ CH,Cl, (1/1).

Plus récemment encore, la synthese d’oligoarylacétylénes a séquences contrblées par utilisation de
supports solubles a été publiée.® Ces composés sont généralement difficiles a synthétiser & cause de
leur forte tendance a s’auto-agréger. Ici, I'utilisation d’un support polystyrene synthétisé par ATRP a
permis la solubilisation des composés dans de nombreux solvants organiques, et ainsi aidé a leurs
caractérisations par SEC, RMN, ou bien spectroscopie. Les différents exemples cités démontrent que le
support soluble est une alternative au support solide pour la synthése itérative de polymeres a

séquences controlées, qui peut d’adapter a une grande variété de structures.
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4. Synthese itérative de polymeres a séquences controlées sans
groupements protecteurs

4.1 Introduction

Il a été démontré que la synthese itérative supportée est une approche adaptée pour la synthése
de polymeéres a séquences contrblées. Ayant été développée pour la synthése de polypeptides, elle fait
souvent intervenir des étapes de protection et de déprotection, chronophages. Ces réactions mettent
généralement en jeu des building blocks de type « AB », ou A réagit avec B, comme montré dans la
Figure 20. La protection d’une des deux fonctions portées par le monomeére est indispensable pour
éviter son homopolymeérisation. Cette stratégie n’est cependant pas la seule permettant d’accéder aux
polyméres a séquences contrblées. Différents concepts, décrits dans le bas de la Figure 20, ont été
développés pour éviter I'emploi de groupements protecteurs. Par exemple, |'utilisation de monomeres
bifonctionnels « AA » et « BB » en exces donne lieu a la synthese de polymeéres a séquences controlées,
sans étape de protection et de déprotection. De maniere plus raffinée, I'approche « AB+CD » met en jeu
deux comonomeres bifonctionnels, et ainsi 4 fonctions réactives. Cette approche, basée sur la
chimiosélectivité, implique uniquement des réactions orthogonales entre les monomeres. Cette section
décrit toutes les approches explorées a ce jour, permettant la synthese de polymeres a séquences

contrdlées sans avoir recours a des groupements protecteurs.

Avec groupements protecteurs

)--A #))—Q—/}]T) DA S

Sans groupements protecteurs (iii)

) s 0 > )00 \
(i) (ii)

(ii) (iii)

Q-0 B—J-A
)—-AT> -Q—DT> -Q-0-A —

Figure 20 : Différentes stratégies observées dans le cadre de la synthése itérative supportée de polymeres a séquences
controlées. En haut, I'approche traditionnelle avec utilisation de groupements protecteurs : (i) Couplage ou A réagit avec B
(ii) Etape de déprotection. En bas, différentes approches sans groupement protecteur. Stratégie « AA+BB »: A réagit
uniquement avec B et les monomeéres sont ajoutés en large excés aux étapes (i) et (ii). Stratégie « AA+BC » : A réagit
uniquement avec B en (i), et A réagit uniquement avec C en (ii). Stratégie « AB+CD » : basée sur la chimiosélectivité, A réagit
uniquement avec C en (i) et B réagit uniquement avec D en (ii). Dans tous les cas, I'étape (iii) correspond a I'étape de clivage
précédant I’obtention de polymeéres a séquences controlées.

~
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4.2 Synthese itérative mettant en jeu des groupements réactifs dormants

Pour remplacer I'emploi de groupements protecteurs, I'utilisation de groupements dormants est
une alternative fréquemment utilisée en chimique organique. Dans ce type d’approche, I'espéce en
croissance peut se présenter sous deux formes : dormante ou active. La forme dormante d’une espece
indique que cette derniére est inerte aux réactions mises en jeu. Ces fonctions dormantes peuvent
cependant étre activées si nécessaire, par un stimulus physique ou chimique, permettant ainsi de
controler les réactions mises en jeu dans le milieu. Malenfant et Fréchet ont utilisé cette stratégie pour

[52] Le 2-(trimethylstannyl)-4-

synthétiser sur support solide des oligothiophenes séquencés.
octylthiophene, qui peut porter différents types de substituants latéraux, est attaché a la chaine en
croissance par un couplage de Stille. Durant cette étape, le monomere ajouté ne porte pas de fonction
bromée afin d’éviter 'homopolymérisation. Celle-ci est réactivée dans un second temps grace a une
étape de bromination utilisant le N-bromosuccinimide. Un nouveau couplage de Stille peut ensuite avoir
lieu sur la fonction bromée en fin de chaine. L'enchainement de ces étapes, décrit Figure 21, a permis
I’obtention d’oligothiophénes séquencés, le plus long étant un pentamere. On peut noter que le début
de chaine obtenu aprés clivage peut ensuite étre sujet a des réactions post-polymérisation pour

attacher ces oligomeres a d’autres substrats, afin d’utiliser leurs propriétés intrinseques.

Sln/ s

Figure 21 : Synthese d’oligothiophénes sur support solide par utilisation de groupements dormants.'*% (i) Couplage de Stille :
Pd(PPh;)Cl,, DMF, 80°C. (ii) Bromination : DMF, T,. (iii) Clivage : NaOMe, THF, reflux ; puis Mel, 18-C-6, reflux.

B3] ’étape

De la méme fagcon, Renaudet et Reymond ont reporté la synthése d’oligoéthers.
d’ajout du monomeére est un couplage de Mitsunobu mettant en jeu un alcool benzylique et un
aldéhyde ou une cétone hydroxyaromatique. Le groupement carbonyle porté par le monomére ne peut
pas réagir dans les conditions de cette réaction, qui permet la création d’une liaison éther. Ce
groupement carbonyle de fin de chaine est dans un second temps réduit en alcool pour accepter le
couplage suivant. En utilisant différents aldéhydes et cétones, I'équipe a synthétisé une large librairie

d’oligoéthers a séquences controélées.
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4.3 Stratégie « AA+BB » : utilisation de monomeres bifonctionnels en large

exces

La stratégie « AA+BB » repose sur l'utilisation de deux comonomeéres bifonctionnels, chacun
portant 2 fois la méme fonction, ol A ne peut réagir qu’avec B. Pour s’assurer qu’une seule des deux
fonctions portées par les monomeéres ne s’ajoute a la chaine en croissance, ces derniers doivent étre
ajoutés en large exces. Les premiers travaux permettant la synthése de polyméres a séquences
contrdlées via cette approche ont été décrit par Rose et Vizanova.® Les ajouts consécutifs de diacides
et de diamines sur support solide ont permis |'obtention d’oligoamides. La Figure 22 décrit cette
synthese avec I'emploi d’'un anhydride cyclique. Cette structure permet de s’assurer de I'ajout d’une
seule des deux fonctions sur la chaine. En outre, I'amine primaire de fin de chaine permet de synthétiser
un PEG a partir de cette derniére, obtenant ainsi des polyamides biocompatibles avec un nombre défini

et choisi d’unités de répétition.
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Figure 22 : Synthése d’oligoamides sur support solide par stratégie « AA+BB ». 194 (i) Acylation : DIPEA, HOBt, DMF, T,. (ii)
Activation de la fin de chaine : DMF. (iii) Aminolyse : HOBt, DMF, T.. (iv) Clivage en conditions acides.

De méme, I'équipe de Borner a synthétisé des oligo(aminoamines) a séquences contrblées par
une approche « AA+BB », mettant en jeu I'anhydride succinique d’une part, et des diamines d’autre
part.lgs]. Ces dernieres portent toutes une amine primaire ou secondaire, mais leur structure varie : la
3,3’-diamino-N-méthyl-dipropyamine, la spermine et la spermidine en sont des exemples.”® Ces
oligoméres ont des structures primaires controlées portant des amines primaires, secondaires et
tertiaires, de telles structures présentant d’intéressantes propriétés pour la livraison de génes non
viraux.?”- %!

L'approche «AA+BB » a donc permis a différentes équipes de synthétiser des polymeéres
isomoléculaires a séquences contrélées, sans utiliser de groupements protecteurs. Elle présente

cependant quelques inconvénients. En effet, un tres large exces de monomeére est requis afin d’éviter la
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formation de ponts intermoléculaires, induisant ainsi le gaspillage d’une grande quantité de monomere

a chaque étape.

4.4 Stratégie « AB+CD » basée sur une approche chimiosélective

La stratégie « AB+CD » est une approche chimiosélective qui met en jeu des réactions
orthogonales. Les deux building blocks impliqués dans la synthése portent les groupements « AB » pour
I'un, et « CD » pour l'autre. Dans les conditions de réactions, A ne peut réagir qu’avec C, et B
uniquement avec D, évitant ainsi les réactions intermoléculaires et d’homopolymérisation, sans utiliser
de groupements protecteurs pour autant.

Des 1992, Zuckermann et son équipe décrivent la synthese de glycines poly-N-substituées — aussi
appelées peptoides - par une telle approche chimiosélective.®® Ces peptoides, qui présentent

aujourd’hui un fort potentiel dans les domaines de la thérapie et des biotechnologies par exemple,**

1021 gtajent historiguement préparés sur résine par un protocole automatisé inspiré de la synthése
peptidique.’®! Dans la stratégie de Zuckermann, ils sont ici synthétisés par ajouts itératifs d’acide
acétique bromé, et d’'amines primaires pouvant porter différents groupements. Les deux étapes mises
en jeu sont alors un déplacement nucléophile entre le brome et I'amine primaire a ajouter, ainsi qu’une
acylation entre I'amine secondaire formée et I'acide haloacétique ajouté. Cette stratégie a permis
I'obtention de polyméres a séquences contrblées variés, puisqu’une large bibliothéque d’amines
primaires a été étudiée. L’équipe de Zuckermann menant des études sur les peptoides séquencés depuis
plusieurs décennies, la synthése de ces derniers permet aujourd’hui d’atteindre des longueurs de chaine
allant jusqu’a plus de 50 unités.**

Par ailleurs, notre équipe a développé la synthése de polymeres a séquences contrblées par
approche « AB+CD » dans le but de développer des structures porteuses d’informations numériques, en
incrémentant un code binaire le long de la chaine via les différents substituants portés par les
monomeéres.”! Ce concept a été dans un premier temps démontré avec la synthese d’oligo(triazole
amide)s.’® Cette synthése, détaillée Figure 23, a été étudiée sur supports solides et solubles.™ Deux
type de comonomeéres y sont impliqués : le comonomere codant, porteur du groupement subtsituant
codant pour 0 ou pour 1, ainsi qu’un espaceur, requis dans le cadre d’une approche chimiosélective. Le
comonomere codant « AB » est un acide pentinoique portant une fonction alcyne (A) ainsi qu’une
fonction acide carboxylique (B), tandis que I'espaceur « CD » 1-amino-11-azido-3,6,9-trioxaundécane
porte une fonction azoture (C) et une amide primaire (D). Ces building blocks s’ajoutent itérativement
en alternant les réactions de cycloadditions alcyne-azoture assistées au cuivre entre B et C, et les étapes
d’amidification entre A et D. Cette approche a permis la synthése d’une librairie de 8 pentameres
portant chacun 3 bits d’'informations. Par la suite, ces réactions ont permis la synthése de PTzNAs
(Peptid Triazole Nucleic Acids), des poly(triazole amide)s portant les 4 bases de I’ADN, et permettant

ainsi un codage quaternaire.®
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Figure 23 : Syntheése d’oligo(triazole amide)s sur support solide par stratégie « AB+CD ».1105] (i) CuAAC : CuBr, dNbipy, THF. (ii)
Amidification : PyBOP, DIPEA, CH,Cl,. (iii) Clivage : TFA/,CH,Cl,.

Notre équipe a développé cette stratégie sur un nombre de structures variées, telles que les

[107] ces

polyuréthanes, les poly(alcoxyamine phosphodiester)s, ou encore les poly(alcoxyamine amide)s,
derniers étant développés dans cette theése. Les polyuréthanes a séquences contrélées ont été
synthétisés sur résine a partir du carbonate de N-N’-disuccinimidyle (DSC), et de différents amino-
alcools portant le groupement codant.™® Le DSC réagit avec une fonction hydroxyle pour former un
carbamate asymétrique actif. Ce dernier peut ainsi supporter I'ajout d’'une amine primaire, sans avoir a
protéger la fonction alcool, pour former un carbamate hydroxy-fonctionnalisé.™® Ces polyuréthanes
séquencés sont de bons candidats pour I'étiquetage anti-contrefacon de matériaux par codes-barres
moléculaires. D’autre part, les poly(alcoxyamine phosphodiester)s mettent en jeu des phosphoramidites
(A) portant également une fonction bromure d’alkyle (B), codant selon le susbtituant porté, ainsi qu’un
nitroxyde (D) portant une fonction hydroxyle (€).' En réagissant avec une fonction hydroxyle, la
phosphoramidite crée une liaison phosphite oxydée dans un second temps en liaison phosphate, tandis
que la deuxieme étape impliquée dans cette synthése est un couplage radicalaire entre le nitroxyde et le
carbone a-bromé. Les poly(alcoxyamine phosphodiester)s ont été obtenus rapidement, et ont permis un
séquencage facile en spectrométrie de masse tandem, grace a la présence de liaisons aIcoxyamines.[“”
Enfin, Du Prez a récemment décrit la synthese itérative d’oligoméeres séquencés faisant
alternativement intervenir une aminolyse entre une thiolactone (A) et une amine primaire (C), ainsi
gu’une addition de Michael impliquant un thiol (B) obtenu par ouverture de cycle de la thiolactone, et
une fonction (D) - généralement une double liaison C=C - portée par le building block « AB ».*? Cette
approche a permis I'obtention d’oligoméres multifonctionnels isomoléculaires, le choix de building
blocks portant I'amine primaire étant assez large. De plus, il a récemment adapté cette synthése a un
synthétiseur de peptides automatique, permettant I'obtention rapide de décameres présentant une

grande pureté.[m]
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4.5 Stratégie intermédiaire « AA+BC »

La stratégie « AA +BC » est une approche intermédiaire entre I'approche « AA+BB » (1-4.3) et
I'approche « AB+CD » (I-4.4). Le comonomere « BC » porte deux fonctions réactives et son addition est
donc basée sur la chimiosélectivité. Quant au comonomere « AA », son ajout doit se faire en large exces
afin qu’une seule des fonctions A ne réagisse avec la chaine en croissance, pour éviter la formation de
ponts intermoléculaires.

Porel et Alabi ont étudié cette approche pour la synthése de polymeres isomoléculaires a
séqguences contrélées sur support fluoré. Cette synthese repose sur deux étapes de couplage, expliquées
Figure 24, que sont (i) le couplage radicalaire thiol-éne photo-amorcé, et (ii) 'addition de Michael.™¥ Le
building block « AA » est un dithiol, ajouté en excés et réagissant avec un alcene sous irradiation. Le
second comonomere mis en jeu est un allyle acrylamide « BC », porteur d’un groupement latéral qui
peut varier. Il est intéressant de noter que la double liaison portée par la fonction allyle acrylamide
présente une réactivité orthogonale lors de I'étape (ii), évitant ainsi 'utilisation d’un groupement

protecteur pour I'autre double liaison présente sur la molécule.
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Figure 24 : Synthése de polymeéres séquencés sur support fluoré par une approche « AA+BC » 1114 (i) Couplage radicalaire
thiol-ene photo-amorcé : DMPA, hv, MeOH. (ii) Addition de Michael : Me,PhP, MeOH. (iii) Clivage en conditions acides.

L'équipe d’Alabi a ainsi réussi la synthése de polymeéres a séquences contrélées sur support
fluoré. Ce dernier, dont le principe et 'utilisation sont détaillés chapitre Il, combine les avantages d’une
synthése classique en solution, et ceux de la synthése sur support solide. En effet, ce support soluble
permet des ajouts rapides en solution et évite la géne stérique qui peut s’installer lors d’une synthése
sur support solide. Par ailleurs, la purification aprés chaque ajout s’effectue par une simple filtration sur

colonne per-fluorée.™
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4.6 Utilisation de réactions multicomposants

La stratégie multicomposant est une approche itérative, impliquant au moins une réaction qui
met en jeu plus de deux building blocks lors d’'une des étapes de synthese. Solleder et Meier ont
d’ailleurs récemment décrit la synthése de polymeéres a séquences contrélées basée sur une réaction de
Passerini & trois composants ainsi qu’une addition thiol-&ne - voir Figure 25.%* Une fonction acide
carboxylique est impliquée dans une réaction de Passerini en présence de 2 building blocks, un
isocyanure substitué et un monomere portant une fonction alcéne a une extrémité et une fonction
aldéhyde de I'autre. Cette réaction originale implique 3 fonctions pour former un a-acyloxy
carboxyamide. La fonction alcene de fin de chaine peut ainsi réagir avec un thiol. Ces deux étapes ont
été répétées successivement jusqu’a I'obtention de polymeéres a séquences controlées de longueurs
désirées. Cette synthése a été étudiée en solution, la chaine croissant sur un support soluble a base de
PEG. La grande variété d’isocyanures substitués étudiés dans ce travail a permis d’obtenir des structures
multiples. En outre, l'utilisation du support soluble a nécessité des étapes de purification par

recristallisation et par colonne de chromatographie, moins aisée que les filtrations sur support solide.

R
(o} |
)I\ =z s H R—N=C )L
-- OH > - (o] 8\
(i)
o

HS/\)J\OH

(ii)

z-n €

H

f‘i N )Lo r s\/\LrOH

P} cann

Figure 25 : Synthése de polymeéres a séquences contrdlées sur support soluble via une stratégie muIticomposants.[“G] (i)
Réaction a trois composants de Passerini : DCM, T.. (ii) Addition thiol-€ne : DMPA, UV (320nm), T,.

Par la suite, cette équipe a étudié la réaction d’Ugi, mettant quant a elle 4 composants en jeu - un

acide carboxylique, un aldéhyde ou une cétone, une amine, et un isocyanure — pour permettre la

[117]

formation d’a-aminoacylamides. En alternant cette étape avec une addition thiol-ene comme

précédemment, cette synthése a permis I'obtention de pentameres monodisperses séquencés,

multisubstitués. !
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5. Séquencage des polymeres a séquences controlées

Si d’énormes avancées ont été réalisées ces dernieres décennies dans le domaine de la synthése de
polymeéres a séquences contrblées, le méme constat peut étre effectué dans le séquencage de ces
derniers.! Le projet « Humane Genome », qui a permis le séquencage complet du génome humain en
2001, a également promu un développement considérable des techniques de séquencage de I’ADN.1%®!
En 1951, Sanger décrit le premier séquencage d’une macromolécule, I'insuline.™ Dés lors, les
techniques de séquencage des biopolymeres vont se développer. Au contraire, la synthése de polyméres
non-naturels a séquences contrblées a été développée plus tardivement, par des chimistes et non par
des biologistes. Les techniques d’analyse de ces macromolécules proviennent donc historiquement de la
synthése organique, et durant ces dernieres décennies, les copolymeres synthétiques ont
principalement été étudiés par RMN du proton et du carbone.?” 22 Cette partie décrit brigvement
différentes techniques de séquencages, utilisées pour les biopolymeres ou les polymeres non-naturels,
montrant que la frontiére entre ces deux domaines tend a se résorber avec le développement croissant

de la synthése de polymeres a séquences controlées.

5.1 Techniques de séquencage développées pour les biopolymeres

Les premiéres techniques de séquencage des biopolymeéres, apparues a la fin des années 40, sont
des méthodes destructrices. Les protéines subissent généralement des modifications de fin de chaine
pour étre par la suite soumises a un clivage, chimique ou enzymatique.*?> **! Les fragments obtenus
peuvent par la suite étre analysés par différentes techniques, telles que la chromatographie ou la
spectrométrie de masse.™*%! De méme, Sanger introduit I'utilisation de 'ADN polymérase, un

complexe enzymatique intervenant dans la réplication de 'ADN, pour séquencer ce dernier.?” 18 e

[123] [129]

développement des inhibiteurs de fin chaine, puis leurs marquages par fluorescence, ont par la

suite grandement contribué au séquencage du génome humain.

Par la suite, de nouvelles générations de séquengage permettant de séquencer plusieurs milliards
de molécules a la fois ont été développées, et les recherches se portent sur des méthodes non
destructrices.”” Parmi ces derniéres, le séquencgage par nanopores a été exploré dés les années 90 par
I'équipe de Kasianowicz."™®" Le principe, dessiné Figure 26, repose sur le passage d’un simple brin d’ADN
a travers des nanopores de protéines incorporés dans une membrane lipidique. Un courant est envoyé
dans le systéme, et sa réponse dépend des interactions crées entre les bases nucléiques et les

nanopores.[m]
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Figure 26 : Séquengage d’un brin d’ADN a travers un nanopore. L'amplitude de blocage du courant mesurée au passage de
chaque base permet de remonter a la séquence portée par le brin. Adaptée de la référence 9],

Outre I'ADN, cette technique d’analyse peut également d’appliquer aux polymeéres synthétiques.
Kasianowicz a ainsi analysé un PEG hydrosoluble en 1996, en passant la chaine de cet homopolymeres a

(133]

travers des nanopores. équipe de Behrends quant a elle, développe actuellement de nouvelles

techniques d’analyses par nanopores, pour une analyse plus fine de polymeéres synthétiques, ioniques

ou non.[134’ 135]

5.2 Techniques de séquencage des polymeres synthétiques

Les techniques d’analyse de polymeéres synthétiques, telles que la SEC, ont été développées afin
d’analyser des échantillons issus des polymérisations par étape ou en chaine, donc polymoléculaires. En
outre, les recherches actuelles sur les polyméres a séquences contrdlées requiérent de nouveaux outils
de caractérisation, plus précis, permettant de déterminer les séquences implémentées le long des

chafnes.

La spectroscopie RMN est certainement la technique la plus utilisée pour analyser les séquences
de polymeéres synthétiques.[lzl] Les travaux précurseurs de Bovey ont permis I'analyse par RMN en deux
dimensions des séquences et tacticités de copolyméres, en s’appuyant sur le fait que chaque unité
monomeére est sous influence directe de la structure moléculaire de ses voisins.™*® 3" Cette technique
d’analyse ne permet en revanche pas de déterminer I'ordre des monomeéres si la chaine est trop longue.
L'analyse par RMN peut cependant étre utilisée comme outil pour suivre l'incorporation d’unités a des
temps précis au cours d’une polymérisation.® Par exemple, le suivi RMN a permis a notre équipe de
suivre l'incorporation précise d’unités maléimides le long d’'une chaine polystyréne, permettant par la

(1381 par ailleurs, I'utilisation de

suite un traitement post-polymérisation du copolymere obtenu.
« pincettes supramoléculaires » a permis a Colquhoun et son équipe de séquencer des polyimides. Les

associations supramoléculaires entre les unités monomeéres et les pinces induisent en effet des
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déplacements différant du pic principal de I'imide, qui peuvent ensuite étre intégrés.'** Malgré ces
avancées, I'analyse par RMN ne permet généralement pas d’accéder aux microstructures sur de longues
chaines. L'effet Kerr, reposant sur le caractére biréfringent des polymeéres en solution, a permis quant a
lui d’identifier les microstructures de plus longues chaines. L'équipe de Tonelli a ainsi séquencé
différents copolymeres de styrene, en s’appuyant sur les réponses spécifiques des polymeéres en

solution sous lumiére polarisée.™”

La spectrométrie de masse, largement développée pour I'analyse de biopolymeres, s’avere
également adaptée au séquencage de polymeres synthétiques. Il existe différents outils pour effectuer
une spectrométrie de masse, tels que I'électrospray ou la MALDI-TOF par exemple. La MALDI-TOF
permet I'analyse de petits oligomeéres. En s’appuyant sur les travaux menés sur les biopolymeres,
Montaudo a couplé cette technique a une dégradation chimique, obtenant ainsi le séquencage de

copolyméres synthétiques.!**"

De plus, L'ESI et la MALDI sont des techniques d’analyses assez douces
pour permettre par la suite un séquencage par spectrométrie de masse tandem MS/MS. Cette
technique devient une méthode de choix pour le séquengage de polymeres synthétiques.[m] En effet, si
la structure du polymeére présente des liaisons faibles, le chemin de fragmentation en MS/MS est
prédictible, et les pics obtenus sur le spectre sont aisément identifiables. Ainsi, I'équipe de Zuckermann
a procédé au séquencage de peptoides synthétisés a I'aide de linkers clivables dans les conditions de la
MS/MS."*3 plus récemment, notre équipe en collaboration avec celle de Charles a réussi le séquencage

de nombreuses structures de polyméres encodés digitalement, tels que les polyphosphates,!**

[108] [145] [146]

polyuréthanes, poly(phosphodiester)s, ou encore les poly(alcoxyamine amide)s, permettant
de recouvrer le code binaire incrémenté le long de la chaine polymeére. Cette derniére structure
présente en effet des liaisons alcoxyamines, labiles, et son séquencage est détaillé dans le chapitre Il de

cette these.

Pour conclure, les études menées sur I’ADN ont permis le développement de techniques de
séguencage adaptées aux biopolymeres depuis plusieurs décennies. Par ailleurs, I'émergence des
polyméres synthétiques a séquences controlées a engendré un développement plus récent de
techniques adaptées a la grande variété de structures a analyser. La spectrométrie de masse tandem
semble pour le moment la méthode d’analyse la plus adaptée pour recouvrer une séquence inscrite le

long d’une chaine polymére, monomere par monomere.
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Chapitre II

Synthese orthogonale de
poly(alcoxyamine amide)s a sequences
controlees







1. Introduction

Il a été expliqué dans I'Introduction Générale qu’il est possible d’encoder de I'information le
long d’une chaine polymeére, en utilisant deux comonoméres codant pour 0 et pour 1.2 pour
synthétiser ce type de polymeéres porteurs d’un code numérique, il est nécessaire d’obtenir des
chaines parfaitement isomoléculaires présentant un contréle précis de I’enchainement des
monomeres. Or, il a été démontré dans le Chapitre | que la synthese itérative supportée est une
stratégie de choix pour obtenir une telle précision microstructurale. C'est pourquoi cette approche a
été étudiée tout au long de cette thése. En outre, la stratégie « AB+CD » expliquée dans le Chapitre |
permet d’effectuer une synthese itérative basée sur la chimiosélectivité, affranchie d’étapes de
déprotection, chronophages.””! C’est donc en se basant sur cette approche que les travaux de cette
these ont été effectués. Ce chapitre est dédié a la synthese de poly(alcoxyamine amide)s a séquences
contrélées mettant en jeu deux réactions orthogonales, le couplage radicalaire et le couplage amine-

acide — voir Figure 27.

Approche « AB+CD »

Couplage radicalaire

B “ Amidification
o}
E N NH, Br\l’ﬂ\o’ +B'

R R

=0

Structure générale des poly(alcoxyamine amide)s

0
o Br
Hor\lN)k\/o—N;i)%NH R R=H — 0
o " R n R= CH3 —>1

Exemples de nomenclature

HOJ\/ W/Lob )y;y \(L [010]
°~b \H\ [101]

a-

a-

Figure 27 : Approche « AB+CD » étudiée dans ce chapitre mettant en jeu un couplage radicalaire et une amidification pour la
synthése de poly(alcoxyamine amide)s encodées numériquement, et leur nomenclature. a correspond au début de chaine, et

w a la fin de chaine.
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Cette synthese met en jeu deux types de comonomeéres: un anhydride symétrique
bromopropanoique, codant pour 0 ou pour 1 selon ses substituants, ainsi que le 4-Amino-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO-NH,) utilisé en tant qu’espaceur, nécessaire a la mise en place de
réactions orthogonales. Ainsi, la fonction acide C de I'anhydride peut réagir avec 'amine A de I'espaceur
pour former un amide, tandis qu’un couplage radicalaire se tient entre le carbone D en alpha du brome
et la fonction nitroxyde B du TEMPO-NH,. Les poly(alcoxyamine amide)s obtenus par cette approche
sont alors porteurs d’une code binaire, dont la nomenclature utilisée au cours de cette thése est

détaillée Figure 27.

Une premiére étude sur la synthese itérative de poly(alcoxyamine amide)s a séquences

(1471 Ses études

controlées a déja été réalisée par la doctorante précédente Anna Meszynska.
préliminaires ont ainsi montré qu’une approche « AB+CD » permet l'obtention de polymeéres
isomoléculaires a séquences controlées. Dans ce Chapitre Il, des études plus poussées ont été
effectuées sur la synthese des poly(alcoxyamine amide)s afin de comprendre et d’améliorer le procédé.
Dans un premier temps, la synthese des monomeéres codants est décrite dans ce chapitre. Puis
I'approche « AB+CD » a été étudiée sur différents types de support, décrits Figure 28. La synthése sur
support solide a d’'une part permis |'optimisation des conditions de synthese, tandis que d’autre part, les
polymeéres obtenus ont pu étre séquencés et ainsi décodés par spectrométrie de masse tandem grace a
la présence de liaisons alcoxyamines présentant un caractére labile. Puis la synthése itérative a été
étudiée sur différents supports solubles, permettant de mettre en évidence l'influence du taux de
fonctionnalisation du support sur les résultats obtenus. Enfin, le dernier support étudié dans ce chapitre

a été le support fluoré.
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Support solide
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HO i O—N :HBr H T @
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H
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Poly(alcoxyamine amide)

en tant que support 40
soluble [1],avecn=60u7 Support soluble fonctionnalisé en bout de chaine S,

H
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0. NH Supports solubles o NH
fonctionnalisés latéralement @

\\(0 S;ets
Lty ey

B I B !

®

Support fluoré

o} o , . L
X )L Br ® Support fluoré contenant une premiere unitée
CoFs” O H/\/\o codant pour 1

Figure 28 : Différents supports utilisés dans ce chapitre et leurs représentations.

51



2. Synthese des monomeres

2.1 Synthese de I'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique codant pour 1

L'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique a été préparé en une étape suivant le protocole ci-

dessous. 48!

DCM Anh
Nuit, T,

\Pk

g

Figure 29 : Synthése de I'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique codant pour 1.

L'acide 2-bromo-2-méthylpropanoique a réagi pendant une nuit en présence de l'agent

d’activation dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans le dichlorométhane anhydre. La réaction a généré de

I'urée cyclohexyle, non soluble dans le dichlorométhane, qui a été filtrée apres la réaction. L'anhydride a

été obtenu sous forme de poudre blanche avec un rendement moyen de 50%.

H H (o]

| |

N=—C—N + Br. -

+ | 0
o) !

' Br

04/

Urée cyclohexyle
(UCH)

(o] o} (o] [0}
B B “H B B
H H r + r r r
3 R H R UCH R R

Figure 30 : Mécanisme de synthése des anhydrides 2-bromo-2-méthylpropanoique (pour R = CH;) et 2-bromo-propanoique

(pour R = H).

Ce produit a été analysé par RMN du proton et du carbone Figure 31 et Figure 32.
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Figure 31: RMN 'y (CDCl3) de I'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique.
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Figure 32 : RMN “3C (CDCl;) de Panhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique.

2.2 Synthese de I'anhydride 2-bromo-propanoique codant pour 0
Cette synthese a été réalisée dans les mémes conditions que pour I'anhydride 2-bromo-2-
méthylpropanoique, en remplacant I'acide 2-bromo-2-méthylpropanoique par I'acide 2-bromo-

propanoique.

DCC
Br ———— 5 Br Br
CH DCM Anh. )

Nuit, T,

Figure 33 : Synthése de I'anhydride 2-bromo-propanoique codant pour 0.
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Aprés une nuit d’agitation, le traitement de la réaction est la méme que pour la synthese de
I"'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique. L’anhydride 2-bromo-propanoique a été obtenu sous forme
d’huile jaune avec un rendement moyen de 50%. Il a ensuite été analysé par RMN du proton Figure 34

et du carbone Figure 35.

6 [ppm]

Figure 34 : RMN H (CDCl;) de I"anhydride 2-bromo-propanoique.

a a
Br Br
b c 0"c b
H H

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
& [ppm]

Figure 35 : RMN 3¢ (CDCl;) de 'anhydride 2-bromo-propanoique.
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3. Synthese itérative de poly(alcoxyamine amide)s sur support solide
Rew

3.1 Stratégie générale de synthese itérative des poly(alcoxyamine amide)s

La synthese de poly(alcoxyamine amide)s, décrite Figure 36, met en jeu deux réactions
différentes : une amidification entre I'amine et I'anhydride, et un couplage radicalaire. Ce dernier
s’effectue entre le nitroxyde et le carbone issu de la rupture homolytique de la liaison C-Br, afin de créer
une liaison alcoxyamine. Ces couplages radicalaires ont été développés lors des décennies passées,

t,11%9) et pour la synthese d’alcoxyamines d’autre part.[lso]

principalement pour le spin-trapping d’une par
Ces réactions ont notamment été optimisées pour la NMP (Nitroxide Mediated Polymerization), le
radical nitroxyde pouvant se lier de maniere réversible avec la chaine en croissance, formant ainsi une
espéce dormante dans le milieu, I'alcoxyamine.[ls] Matyjaszewski et Monteiro, par exemple, ont
d’ailleurs développé la synthése d’alcoxyamines par couplage radicalaire mettant en jeu des dérivés
TEMPO, prouvant que ce type de réaction s’effectue rapidement, sans générer de produits secondaires
notables.!*> ! Ce couplage s’effectue en présence de cuivre et d’un ligand.

Par ailleurs, les conditions d’amidification entre I'anhydride et I'amine avaient quant a elle déja
été optimisées dans I’équipe par Raj Kumar Roy et Anna Meszynska. Le choix du carbonate de potassium

en tant base avait été validé grace a des réactions modéles effectuées dans des tubes RMN.!%”)

O~ LAY
Om/\N,Fmoc (i) OY\N”

H
o (0]

o o
R=CH, (1) .. Br. Br
reH (o) | 0

R R
0=N NH,
O~ ; O~ ;
\©\/o O—N NH; A \©\/o Br
T i '
o] R

2

! (iv) Q

sl e .
NH R HO NJ-I\'/O—N NH R
H
o R

O"\/O\©\/ 0
Tt
N
H
o R n+1 n+1
Figure 36 : Stratégie générale pour la synthése de poly(alcoxyamine amide)s a séquences controlées sur résine Fmoc-Gly-
Wang. (i) Déprotection de la résine : DMC/Pipéridine (50/50) ; (ii) Amidification : Anhydride contenant I'unité codante, base,
THF, 50 min ; (iii) Couplage radicalaire : TEMPO amine, MegTREN, CuBr, DMSO anhydre, 40min ; (iv) Clivage acide : TFA/DCM
(50/50) 2 heures.
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Dans un premier temps, la synthése de poly(alcoxyamine)amide décrite Figure 36 a été étudiée
sur un support solide, technique adéquate pour la synthése itérative. La résine choisie pour cette étude
est une résine Fmoc-Gly-Wang chargée a 0.7mmol/g, que 'on nommera Rgy. Elle posséde une fonction
clivable en milieu acide permettant de séparer I'oligomére du support a la fin de la synthése, ainsi
gu’une fonction amine protégée. Aprés une déprotection (i) en conditions basiques DCM/pipéridine
(50/50), les billes de résine possédent des fonctions amine sur lesquelles peuvent croitre les chaines.
S’alternent alors deux types de réaction : (ii) en conditions basiques, I'anhydride réagit avec I'amine
pour former un amide dans le THF pendant 50 minutes, (iii) en présence de Cuivre (l) et d’un ligand, un
couplage radicalaire s’effectue entre le nitroxyde et le radical généré par rupture homolytique de la
liaison C-Br, pendant 40 minutes, sous atmosphére inerte et dans du DMSO anhydre car le cuivre est
sensible a l'oxydation. Les réactions (ii) et (iii) sont répétées le nombre de fois désiré par
I’expérimentateur pour obtenir la structure — et donc le code incrémenté — voulue. Puis les chaines sont
séparées de la résine grace a un clivage en milieu acide (iv) TFA/DCM (50/50) pendant deux heures.
Apres filtration des billes de résine, les polyméres en solution sont précipités dans de I'éther froid, et
généralement obtenus sous forme de poudre blanche avec un rendement moyen de 25%. lls sont
ensuite analysés par RMN, SEC, ESI-MS/MS.

3.2 Synthese orthogonale d’'une bibliotheque d’oligo(alcoxyamine amide)s
codant pour 3 bits

Dans un premier temps, une bibliotheque modele des 8 oligomeres codant pour 3 bits a été
synthétisée sur la résine Rgy dans les conditions énoncées précédemment. Cette bibliotheque a été
développée dans le but de prouver que cette approche est appropriée a la synthese de polymeéres a
séquences contrélées porteurs d’une information numérique d’une part, ainsi que pour comprendre les
bases d’un séquencage par spectrométrie de masse tandem sur ce type de structure d’autre part. Les
oligoméres suivants ont donc été synthétisés : [111], [110], [100], [101], [001], [011], [010], [000].

Les analyses SEC Figure 37 des composés codant [000] et [010] ont dénoté du caractere
incomplet de chaque étape, qui s’observe sur les oligoméres contenant des unités 0. Deux explications
peuvent étre proposées a ces observations. D’une part, I'étape de couplage radicalaire est moins
favorable aprés I'ajout d’une unité 0 qu’aprées I'ajout d’une unité 1. En effet, le radical créé par rupture
homolytique de la liaison C-Br est moins réactif s’il est secondaire — ce qui est le cas aprées I'ajout de
I'anhydride 2-bromo-propanoique codant pour 0 -, que s'il est tertiaire — apres I'ajout de I'anhydride 2-
bromo-2-méthylpropanoique codant pour 1.°% D’autre part, I'étape d’amidification se tient dans le THF
en présence de K,COs. Or, ce dernier n’est que partiellement soluble dans le solvant utilisé, ce qui
pourrait diminuer I'activation de I'anhydride. C’'est pourquoi, afin de pallier aux problemes d’étapes
incompletes, la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA), soluble dans les solvants organiques, a été choisie

comme base a la place du carbonate de potassium pour I'ajout de I'anhydride 0.
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Figure 37 : Analyse SEC des oligoméres codant pour [010] et [000] synthétisés avec I’emploi de K,CO; en tant que base pour

les étapes d’amidification.

Les 8 oligomeres ont alors été synthétisés dans ces nouvelles conditions. La Figure 38 montre les

chromatogrammes obtenus par SEC pour chacun des oligoméres encodés. Dans tous les cas, ces

analyses SEC ont permis de mesurer I'indice de polymolécularité b de chaque composé, Tableau 3.

27

Volume d'élution [mL]

Figure 38 : Analyses SEC des 8 oligomeéres encodés a 3 bits.

Séquence [111] [110] [100] [001]
1.006 1.012 1.010 1.007

Tableau 3 : Polymolécularité des oligoméres encodés a 3 bits.

[011]
1.009

[000]
1.002

[010]
1.007

[101]
1.007
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L'indice de polymolécularité b correspond au ratio entre la masse molaire moyenne en masse,
et celle en nombre. Chacun des oligoméres présente ici un indice de polymolécularité inférieur ou égal a
1.012, indiquant une isomolécularité apparente presque parfaite. En outre, il est impossible d’avoir un
indice égal a 1.00 par analyse SEC, a cause de phénomenes de dispersion axiale et d’élargissement du
pic intrinséque a ce type d’analyse.’®> >3 D’une part, les effets de frottements avec les bords de la
colonne peuvent retarder le trajet de certaines chaines. D’autre part, méme si la séparation est parfaite
le long de la colonne, le détecteur analyse des fractions obtenues les unes a la suite des autres dans des
microcuves. Chaque point correspond donc a une moyenne faite sur quelques microlitres et le résultat
obtenu ne correspond qu’a des moyennes obtenues sur de tres petites quantités, et non a des points

réels.

Chaque oligomére a également été caractérisé par spectrométrie de masse. Le spectre ESI-

HRMS de I'oligomere [010] est donné en exemple ci-dessous.

676.3
[M+H]
678.3
(0] 0 o]
NH O-—N NH O—N NH Br
(o]
OH
[010]
m/z,, = 676,3
5424
[Y+H]' |
| t ! T t |
400 600 800
m/z

Figure 39 : Spectre ESI-HRMS de I'oligomere [010].

Malgré la présence d’une impureté de faible abondance, le pic principal correspond bien a la
structure visée, ce qui indique une bonne uniformité moléculaire. Les résultats obtenus pour I'analyse

par ESI-HRMS de chacun des oligomeéres sont répertoriés Tableau 4.
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Séquence ;VIIVTT:I(;* Séquence Pll\llla:;?
ox0 690.3448
oo 502314 o11) i 6303436
oo e oraaas = /o 6903436
o0 i ere a5 110 o 6903436
[100] M/Zexp 676.3293 [111] M/Zexp 704.3583

m/zy, 676.3276

m/z, 704.3592

Tableau 4: Comparaison entre les masses théoriques et les masses expérimentales grace a la caractérisation des 8
oligomeéres pas ESI-HRMS

Pour chacun des oligomeéres analysés par ESI-HRMS, les masses expérimentales obtenues avec
une précision de quatres décimales sont conformes aux masses attendues théoriquement avec une
différence n’intervenant qu’a la troisieme décimale, témoignant ainsi que les structures visées ont bien
été obtenues. L'isomolécularité des oligomeéres synthétisés démontrée par SEC, ainsi que la précision
des masses obtenues par ESI-HRMS, confirment que cette approche itérative et les réactions mises en

jeu sont appropriées pour synthétiser des oligomeres digitalement encodés.

3.3 Lecture des oligo(alcoxyamine)amides par spectrométrie de masse

tandem

Les oligomeéres synthétisés ont ensuite été étudiés par spectrométrie de masse tandem. Pour
tous les travaux de cette these, les analyses de masses ont été effectuées par le laboratoire du Pr.
Laurence Charles a I'Université Aix-Marseille. Pour chacun des oligomeéres, I'ion précurseur obtenu lors
de I'analyse ESI-HRMS a été fragmenté dans une cellule de collision, puis les fragments obtenus ont été
analysés sur les spectrogrammes de masse. A titre d’exemple, la Figure 40 correspond au séquencage
par MS/MS de I'oligomére codant pour [010]. La fragmentation a été effectuée sur I'ion précurseur a
m/z = 673.3 obtenu lors de I'analyse ESI-HRMS Figure 39.

Dans chaque cas, il est apparu que sous faible énergie — de 20 a 50 eV — les liaisons
alcoxyamines rompaient en priorité. En effet, le caractere labile de cette liaison permet a cette derniere
de se casser sous |'effet d’'un clivage homolytique de faire énergie. Ainsi, chaque chaine présente dans
I’échantillon se fragmente a I'endroit d’une liaison C-O, chacun des fragments obtenus apparaissant sur
le spectre MS/MS.
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Figure 40 Spectre MS/MS effectué sur I'ion précurseur a m/z 676.3 Da. Ici, seuls 2 fragments sur 4 sont visibles en plus de
I’ion précurseur. Il est cependant possible de déchiffrer le code. La différence de 130Da entre le pic principal et le pic a 546.3
indique que le début de chaine est lié a une unité 0. Le pic a 371.3Da ne peut correspondre qu’a un fragment a-0-1
(130+240). Enfin, I’écart de 305Da entre les pics a 371.3Da et 676.3Da indique obligatoirement une fin de chaine contenant
I'unité codante 0. Ainsi, le code est bien [010].

Grace a la présence de ces liaisons alcoxyamines labiles, qui induisent un chemin de
fragmentation prévisible — voir Figure 41 pour un exemple détaillé sur I'oligomere [010] -, il a ensuite
été possible de remonter au code incrémenté le long de chaque oligomeére synthétisé. En effet, les
début et fin de chaine a et w sont bien distincts et sont donc faciles a identifier. Ensuite, I’écart entre
chaque pic, défini Tableau 5, correspond a un motif contenant une unité 1 ou bien une unité 0 selon sa
taille. En connaissant les tailles de chaque fragment, il a alors été possible de retrouver toutes les unités
contenues dans la chaine, et ce dans l'ordre d’incrémentation grace aux début et fin de chaine

identifiables.
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Figure 41 : Schéma de fragmentation en MS/MS pour I'oligomére [010]. Ce pentamére contient 2 liaisons alcoxyamines et

peut donc produire 4 fragments différents.

Fragment a-0 a-1

0-w

1-w

Masse (Da) 130 144

226

240

305

319

Tableau 5 : Taille de chaque fragment en fonction des unités qu’il contient.

Une preuve de concept ayant été obtenue a travers la synthése de la bibliotheque des 8

pentaméres qui a permis l'encodage de données binaires, et au travers du séquencage par

spectrométrie de masse tandem qui a permis le décodage de ces dernieres, il a ensuite été décidé

d’explorer la synthése de poly(alcoxyamine amide)s plus longs.
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4. Optimisation des conditions de couplage radicalaire

Lors de la synthése itérative de longues chaines sur support solide, il est possible de rencontrer des

difficultés d’accés aux sites réactifs, et donc des rendements incomplets a chaque étape. C'est pourquoi

certaines optimisations de conditions, notamment lors de I'étape de couplage radicalaire, ont d{ étre

effectuées avant de procéder a la synthése de longues chaines.

4.1 Influence du chauffage par micro-onde sur I'étape de couplage

radicalaire

Tout d’abord, différentes conditions de chauffe ont été testées sur une séquence modele [1111].

Les conditions utilisées pour la synthese des différents oligoméres sont résumées Tableau 6, tandis que

la Figure 42 montre les analyses SEC des composés II-4-1, 11-4-2, et 11-4-3.

Composé 11-4-1
Séquence [1111]

1% couplage

T.-40 min

radicalaire

2°™ couplage

T,— 40 min

radicalaire

3°™ couplage

T,— 40 min

radicalaire

40°C-BT-40 min | 40°C-BT-90 min

11-4-2 11-4-3 11-4-4
[1111] [1111] [1111]
T.,-40 min 40°C-BT- 40 min T.,-40 min

40°C-BT-40 min | 40°C-BT-90 min T.— 4 Omin

40°C-MO- 90 min

Tableau 6 : Conditions de chauffe pour les étapes de couplage radiclaire. BT correspond a une chauffe dans un bain

thermostaté, et MO a une chauffe par micro-ondes.

[1111]

28 29 30

Volume d'élution [mL]

Figure 42 : Analyses SEC des composés II-4-1, 1I-4-2, et 11-4-3.
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Pour chacun des chromatogrammes obtenus, un épaulement est visible. Ce dernier correspond
a la présence de chaines codant pour [111]. Il indique qu’avec une chauffe dans un bain thermostaté a
40°C, ou bien a température ambiante, les conditions de couplage radicalaire ne permettent pas un
rendement complet de la réaction. En outre, la présence d’un unique épaulement correspondant a une
étape incomplete, et I'absence d’autres pics traduisant la présence de chaine encore plus courtes,
permettent de supposer que dans de telles conditions, seul le dernier couplage radicalaire est
incomplet. Cette observation vient corréler I’hypothése avancée dans l'introduction : la synthése étant
réalisée sur support solide, il est probable que des problemes d’accessibilité aux sites réactifs soient
rencontrés a partir du troisieme couplage radicalaire, dus a I'encombrement provoqué par les chaines

en croissance.

C'est pourquoi le composé II-2-4 a été synthétisé avec un changement pour le troisieme
couplage radicalaire, tandis que les deux premiers se sont effectués a température ambiante. La chauffe
par bain thermostaté n’ayant pas permis |'obtention de structure isomoléculaires, elle a dans ce cas été
effectuée par micro-ondes, et ce pendant 90 minutes — contrairement aux 40 minutes usuelles pour les
deux premiers couplages. L'oligomeére obtenu a été analysé pas SEC, et son chromatogramme Figure 43

présente une allure isomoléculaire, indiquant ainsi I'absence de chaines plus courtes dans I’échantillon.

T
P 7 Fi 3 30

Volume d elution [mL]

Figure 43 : Analyse SEC de I'oligomére 11-4-4 codant pour [1111] synthétisé avec utilisation du micro-onde pour le dernier
couplage radicalaire.

Ce résultat prouve que l'utilisation du micro-onde lors du troisieme couplage radicalaire a
permis I'ajout de I'unité TEMPO-NH, sur toutes les chaines en croissance. On peut noter que la chauffe
n’excede cependant pas 40°C, afin d’éviter les réactions secondaires induites par une dégradation de
I’'anhydride et une désactivation du radical, et parce que les poly(alcoxyamine amide)s se dégradent a

60°C d’autre part, comme cela a été préalablement démontré par notre équipe.[m”

Par ailleurs,
I'augmentation des rendements par utilisation du micro-onde a longtemps été discuté par la

communauté scientifique, et peut s’expliquer par une chauffe plus rapide, une plus grande agitation des
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molécules, et donc dans notre cas, une meilleure mobilité pour faciliter I'accés aux sites réactifs

encombrés. >

Dans le but d’attester que ces nouvelles conditions de réactions permettent I'obtention de
chafnes isomoléculaires, des composés plus longs et aux structures variées, répertoriés Tableau 7, ont

été synthétisés avec I'emploi du micro-onde a partir du troisieme couplage radicalaire.

Composé 11-4-5 11-4-6 11-4-7
Séquence [1], [1]g [11010]
1% et 2°™ couplage radicalaire T.- 40min T. - 40min T. - 40min

3eme couplage radicalaire et suivants | 40°C-MO-90min  40°C-MO-90min  40°C-MO-90min

Tableau 7 : Conditions de synthése des composés II-2-5, 1I-2-6, et 11-2-7.

La Figure 44 montre I'analyse SEC des composés 1l-4-5 et 11-4-6. L’allure monomodale des courbes
obtenues indique que les rendements de chaque étape étaient quantitatifs et ont permis I'obtention de
longues chaines isomoléculaires, validant ainsi les conditions de synthese. On peut noter qu’il est
cependant difficile d’obtenir de plus longues chaine par cette approche sur un support solide, dii aux

problemes d’accessibilité évoqués précédemment.

T T T T T
24 25 26 27 28

Volume d'élution [mL]

Figure 44 : Analyse SEC des composés II-4-5 et 1I-4-6.

Les composés 11-4-5, 11-4-6 et 11-4-7 ont par ailleurs été analysés par ESI-HRMS Figure 45. Les
spectres obtenus attestent de la structure des composés ainsi que de leur pureté. En outre, le
séquencage par MS/MS du composé 1l-4-7 codant pour [11010] est également représenté Figure 45 —d).

Ce nouvel exemple prouve une fois de plus qu’il est possible de remonter au code incrémenté le long de
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la chafne grace a un séquencage par spectrométrie de masse tandem, méme sur de plus longues
chaines. On peut noter que ce composé a été analysé alors que le code gu’il contenait était maintenu

secret. Il a cependant pu étre recouvré sans erreur.

834.1 -
a M+2HT* b [M+2H]
) +2H] ) s
o] o] 0 0
H H
JJ\/N _N Br J-I\/N _N Br
HO 0 N HO (o] N
H H
0 6 0
[M+HT
1667.2 l
T T T t T T T T T T T T T 1 ' l| . T : T i l T * 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000
m/z m/z
12 17y 2
m/z 1012,6 m/z772,4 m/z 546,3
1 ) 1 :
i : o ! : .
H H
1 1 I
o I 1 o 1 u o
(—' H
c,’
m/z 385,2 m/z 611,4 m/z 851,6
1156.7
c) 1158.7
. [M+H] d) 851.6
578.9/579.9 11567
385.2 A=226+240Da A=319Da
1012.6
782.6 916.5/918.5 772.4
611.4 A=240Da | A=144Da
\ \ l 546.30=226Da
T bodd o n '|'i ol } T T T | r yal T T i T y T T T T 1
400 600 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
m/z m/z

Figure 45 : a) Spectre ESI-HRMS du composé 11-4-5. b) Spectre ESI-HRMS du composé 11-4-6. c) Spectre ESI-HRMS du composé
11-4-7. d) Séquencage par MS/MS de I'ion précurseur a 1156.7 Da du composé 11-4-7.

L'optimisation des conditions de chauffe puis la synthése de séquences contenant jusqu’a un
octet d’informations ont donc permis de valider I'emploi du micro-onde a 40°C, a partir de la troisieme

étape de couplage radicalaire, pour la synthese de poly(alcoxyamine amide)s a séquences controlées.
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4.2 Recherche de nouvelles conditions pour un couplage radicalaire en
présence d’air

La synthese itérative est chronophage pour I'expérimentateur. Il existe en outre des

synthétiseurs capables d’effectuer les ajouts et lavages de maniére automatisée. Cependant, se placer

sous atmosphére inerte peut rapidement s’avérer délicat lors de manipulations avec un synthétiseur

automatique. C'est pourquoi de nouvelles conditions de couplage radicalaire ont été explorées, dans le

but de trouver un systeme qui ne requiert pas un milieu réactionnel sous argon.

4.2.1 Systéme acide ascorbique/CuSO.

L’acide ascorbique — vitamine C - est un agent réducteur capable de réduire le cuivre (I1) .>> %
C’est pourquoi le couple acide ascorbique/Cu,SO, a été considéré pour I'ajout de TEMPO-NH, en milieu
non inerte. En effet, grace a 'emploi de ce couple, le cuivre (ll) ne se dismutera qu’une fois en solution
pour donner du cuivre (I) et du cuivre (0). De plus, si le cuivre (I) formé s’oxyde avec l'air, I'acide
ascorbique le réduira de nouveau.

Des études ont donc été menées sur la synthese d’oligo(alcoxyamine amide)s sur support solide
en remplacant le bromure de cuivre par le couple acide ascorbique/Cu,S0O,. Dans un premier temps, le
composé 11-4-8 codant pour [11] a été synthétisé puis analysé par SEC Figure 46. L’étape de couplage
radicalaire a été effectuée sous argon, en présence d’acide ascorbique et de Cu,SO, pendant 40
minutes. L’allure multimodale du chromatogramme obtenu indique que ces conditions ne permettent

pas un rendement total lors du couplage radicalaire.

Q 1 unité

o] o]
NH O—N NH Br

OH
M,=464,4g.mol*

3 unités

AN

f T T T T T T
29 30 3 32

Volume d'élution [mL]

Figure 46 : Analyse SEC du composé 11-4-8.
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De plus, la petite taille de I'oligomeére synthétisé ne permet pas sa précipitation dans I'éther
apreés clivage du support, et donc rend plus difficile la purification. C’est pourquoi la suite des études a
été réalisée sur une séquence modele [111], en comparant différents temps de réactions pour I'étape

de couplage radicalaire, répertoriés Tableau 8.

Séquence [111] [111] [111] [111]
teouplage 40 min 70 min 5h30 Nuit

Tableau 8 : Temps de réaction mis en jeu pour les étapes de couplage radicalaire.

Les composés synthétisés ont été analysés par SEC Figure 47. Chacun des chormatogrammes
présente une allure multimodale, montrant le caractére incomplet de chaque étape de couplage
radicalaire. De plus, dans le cas des composés 11-4-9 et 11-4-10, la structure visée [111] n’est méme pas
atteinte, tandis que des temps d’agitation plus longs permettent I'apparition du pic correspondant a la
séquence [111]. Cependant, malgré les longs temps d’agitation, les réactions ne sont pas totales. Le

couple acide ascorbique/Cu,SO,4 n’est donc pas un bon candidat pour ce type de couplage.

[111] [11] [1]

— [1I-4-9]
——[11-4-10]
—_—l1-4-11]
—[l1-4-12]

Volume d'élution [mL]

Figure 47 : Analyse SEC des composés 11-4-9, 11-4-10, 11-4-11, et 11-4-12.
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4.2.2 Systeme CuXz/Sn(II)

Dans les années 2000, Matyjaszewski développe une technique de polymérisation controlée,
I’AGET ATRP (Activator Generated by Electron Transfer for Atom Transfer Radical Polymerization). Cette
technique de polymérisation vivante contrélée impliquant un transfert d’électrons s’avére appropriée
pour la synthése de copolyméres a blocs incluant notamment des acrylates.™®” Cette synthése
s’effectue en présence de CuBr,, d’un ligand —MesTREN- et d’un agent réducteur, le 2-éthylhexanoate
d’étain. En 2006, Matyjaszewski montre que 'AGET ATRP, qui s’opére normalement en conditions
parfaitement inertes, peut se tenir en présence d’air a condition d’utiliser le 2-éthylhexanoate d’étain en
assez grandes quantités avec du Cuivre (ll). L'exces d’agent réducteur consomme |'air présent dans le
systeme, et permet de laisser un environnement désoxygéné pour que I’ATRP ait lieu dans de bonnes

conditions.[*>% 1%

(I1) () (IV) (N
Sn(EH), + 2CuX,/Ligand —— — Sn(EH),X,+2CuX/Ligand

Schéma 1 : Réduction du Cuivre (1) en Cuivre (I) par le 2-Ethylhexanoate d’étain.

Ce nouveau couple oxydant/réducteur CuX,/Sn(ll) semble alors étre un bon candidat pour le
couplage radicalaire sous atmosphere non inerte. Comme précédemment, I'étude s’est portée sur une
séquence modele [111]. Différentes expériences dans lesquelles varient la source de cuivre (ll), le temps
de réaction, ainsi que la température lors des couplages radicalaires ont été effectuées. Les conditions

utilisées pour la synthése de chacun des composés sont résumées Tableau 9.

Composé Séquence Cuivre T(°C) t Résultats
~ W-413  [111]  CuBr, T,  2h  Aucuncouplage radicalaire
-4-14 [111] CuBr, T, Nuit Pas de produit final
11-4-15 [111] Cu(l, T, Sh Aucun couplage radicalaire
11-4-16 [111] Cudl, 70 5h Couplages incomplets

Tableau 9 : Conditions expérimentales utilisées lors des étapes de couplage radicalaire en présence de Cu(ll)/Sn(ll).

En se basant sur les conditions expérimentales explorées par Matyjaszewski, la synthése du
composé 1l-4-13 codant pour [111] a été réalisée. Les ajouts de TEMPO-NH, se sont effectués dans
I'anisole, en présence de CuBr, de 2-éthylhexanoate d’étain, et de MesTREN, pendant 2 heures. Apres

clivage, I'oligomere a été analysé par SEC Figure 48.
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Figure 48 : Analyse SEC du composé 11-4-13.

L'analyse SEC du composé 11-4-13 indique que seule I'espece codant pour [1] est présente, et
donc qu’aucun ajout de TEMPO-NH, n’a été effectué dans ces conditions. Afin d’optimiser les
conditions de couplage radicalaire en présence du couple CuX,/Sn(ll), d’autres essais ont été réalisés en
augmentant les temps de réaction, ainsi que les températures afin d’aider a la solubilisation de tous les
réactifs mis en jeu. La synthese du composé 11-4-14, dont les couplages radicalaires ont été effectués en
présence de CuBr, pendant une nuit, n’a pas permis I'obtention d’un oligomere final apres clivage. En
conséquence, il a été décidé de synthétiser par la suite les composés 11-4-15 et 11-4-16 avec I'emploi du
CuCl, en remplacement du CuBr, lors des ajouts de TEMPO-NH,. Aprés le clivage, les composés 11-4-15 et

11-4-16 ont été analysés par SEC Figure 49.

(1]

[11]

ad

26 27 28 29 30 31 32

Volume d'élution [mL]

Figure 49 : Analyses SEC des composés II-4-15 et 11-4-16.
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Le couplage radicalaire a température ambiante n’a pas plus lieu en présence de CuCl, qu’en
présence de CuBr, En chauffant a 70°C pendant 5h, on note I'apparition de couplages partiels. Les temps
de réaction sont cependant beaucoup trop longs tandis qu’il est impossible de chauffer plus fort di a la
labilité des liaisons alcoxyamines. Il est donc conclu que ce nouveau couple CuX,/Sn(ll) nest pas non
plus approprié pour la synthése de poly(alcoxyamine)amides sur support solide sans argon. Il est

maintenant admis que I'étape de couplage radicalaire s’effectue sous argon.
Les conditions de réaction pour chaque étape de la synthese des poly(alcoxyamine amide)s ont été

optimisées sur le support solide Rgw. Fort de ces connaissances, la synthése de ce type de structure a

ensuite été étudiée sur différents autres supports, a commencer par les supports solubles.
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5. Synthese de poly(alcoxyamine)amides sur différents supports

solubles

Alors que la synthése sur support solide s’est avérée pertinente pour une synthese itérative
facile d’oligoméres a séquences contrOlées, certaines limites ont été rencontrées. En effet, les
problemes d’accessibilité aux sites réactifs attachés aux microbilles de résine induisent des réactions
incompletes lorsque la taille des chaines devient trop longue. Or, différents types de supports peuvent
étre utilisés, comme cela a été décrit dans le Chapitre I. Cette partie est dédiée aux supports solubles.
Dans le cas d’un support soluble, I'ajout des monomeéres s’effectue en solution et permet de s’affranchir
des problemes d’encombrement. Dans cette partie, différents types de supports solubles, présentés
Figure 28, ont été étudiés. Dans un premier temps, [l'utilisation d’'une chaine d’une
poly(alcoxyamine)amide déja clivée a été utilisée en tant que support a I'ajout de nouvelles unités. Dans
un second temps, 'influence du taux de fonctions réactives sur des supports solubles a bases de
polystyrene a été étudiée. Des polystyrénes synthétisés par ATRP fonctionnalisés en bout de chaine S,,

mono- ou bi-fonctionnalisés latéralement S; et S,, ont supporté la synthése d’oligo(alcoxyamine)amides.

Pour réaliser une synthese sur support soluble, différentes conditions doivent étre vérifiées. Il
faut d’une part que le support soit soluble dans le solvant utilisé lors de I'ajout de monomeres. D’autre
part, le choix d’un bon non-solvant au support est nécessaire pour la purification, expliquée Figure 50.
En effet, apres chaque réaction, le milieu est concentré, puis le support est précipité par ajout goutte a
goutte de celui-ci dans un non-solvant. Ainsi, le support portant la chaine en croissance précipite et peut
facilement étre récupéré par filtration ou centrifugation, tandis que les exces de réactifs introduits dans

le milieu restent en solution.

B Polymére solubilisé

|:| Non solvant

® Polymeére précipité

h 4

._0
.. . o0 :

Figure 50 : Principe de purification par précipitation lors d’une synthése sur support soluble.
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5.1 Choix d’'une longue chaine de poly(alcoxyamine)amides en tant que
support soluble

L'optimisation des conditions de synthese des poly(alcoxyamine)amides sur résine a permis
I’obtention de polyméres contenant jusqu’a 8 unités codantes. Aprés clivage, ces longues chaines ont
facilement été précipitées dans du diéthyléther. En se basant sur ces observations, il est envisageable
que l'oligomeére puisse étre son propre support a I'ajout de nouvelles unités. Dans un premier temps,
des essais sur résine ont été effectués afin de trouver des conditions de syntheses appropriées pour le
support soluble. Puis des essais d’ajout de monomeres ont été effectués sur des poly(alcoxyamine

amide)s de 7 et 8 unités codantes. Les conditions utilisées pour la synthese de ces composés sont

résumées Tableau 10.

Solvant Base Chauffe Séquence
Couplage Amidification Couplage Visée
I1-5-1 Rew THF K,CO; / [111]
11-5-2 Rew DMSO DIPEA / [111]
11-5-3 [1], THF DIPEA 40°C - BT [1]s
1I-5-4 [1], THF DIPEA 40°C-MO [1]s
I1-5-5 [1]s THF DIPEA 40°C - MO [1]s

Tableau 10 : Conditions de synthése des composés de cette partie.

Tout d’abord, des essais d’ajout de monomeres sur la chaine ont donc été réalisés en solution,
avec les mémes concentrations, réactifs, et quantités de produits engagés que lors de la synthese sur
support solide. Deux problemes se sont alors manifestés : |I'étape de couplage radicalaire s’effectue dans
le DMSO anhydre, difficile a reconcentrer pour la précipitation, et I'ajout d’anhydride codant pour 1
s’effectue en présence de K,CO;, partiellement soluble dans le THF, et donc toujours solide lors de la
précipitation. Afin d’y pallier, des tests ont été effectués sur résine. Le composé 1I-5-1 codant pour [111]
a été synthétisé en remplagant le DMSO anhydre par du THF distillé, tandis que le composé 11-5-2 codant
pour [111] a été synthétisé en remplagant le K,CO; par de la DIPEA lors de I'ajout d’anhydride 1. Ces

deux composés ont été analysés par SEC Figure 51.
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Figure 51 : Analyses SEC des composés II-5-1 et II-5-2 synthétisés sur support solide Rgy.

L'isomolécularité présentée par ces deux oligomeres indiquent que les nouvelles conditions
expérimentales sont adaptées a la synthese itérative de poly(alcoxyamine amide)s. Elles ont donc été
utilisées pour les syntheses sur support soluble. Les composés 11-5-3 et 1I-5-4 ont été synthétisés a partir
du polymére [1]; en ajoutant un espaceur TEMPO-NH,, puis une unité codante 1. Le couplage radicalaire
s’effectue toujours en milieu inerte, dans un ballon a température ambiante pour le premier, au micro-
onde a 40°C pour le second. Il est important de noter que le support présente une glycine en début de
chaine, et un brome en fin de chaine. Grace a ces différentes extrémités, le couplage radicalaire ne peut
s’effectuer que sur le brome de fin de chaine, afin d’allonger le code contenu par le polymere. Ces
composés ont ensuite été analysés par SEC. Cependant, aucun pic correspondant a la présence d'un
polymere [1]s n’était présent sur les chromatogrammes, et I'allure hautement polymodale des courbes

témoignaient de la présence de nombreuses impuretés au sein de I’échantillon.

Un dernier essai a été effectué sur le support [1]g pour la synthese d’un poly(alcoxyamine)amide
codant pour [1]s. Le composé 11-5-5 formé a été analysé par SEC Figure 52. Bien que le support [1]z soit
majoritairement présent, la formation de l'oligomeére a 9 unités codantes est observée sur le
chromatogramme du composé 1I-5-5. || semble donc possible d’allonger une chaine poly(alcoxyamine

amide) par ajout des monomeres directement en solution, mais avec des rendements trées faibles.
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Figure 52 : Analyse SEC du support [1]g et du composé 1I-5-5 synthétisé a partir de ce dernier.

Lors de cette étude, les principaux probléemes ont été rencontrés lors de la purification apres
I'ajout de TEMPO-NH,. La stratégie envisagée était la précipitation du polymere dans le diéthyléther
froid a la fin de chaque réaction. Mais les rendements de récupération du produit
étaient faibles - inférieurs a 50% -, alors que la synthése s’effectuait déja sur de petites quantités - 15mg
environ de support. De plus, la précipitation n’a pas permis une purification parfaite du produit. En effet,
les couleurs bleutées observées sur le précipité aprés le couplage radicalaire indiquaient la présence de
cuivre dans le milieu. Différentes techniques de purification ont été étudiées, telles que des jeux de
solvant/non solvant, la filtration sur alumine, ou encore [|'utilisation de Cuprisorb© pour éliminer le
cuivre. Ce composé, qui se présente sous forme de billes de résine, est généralement vendu dans les
animaleries, car il est destiné a éliminer le cuivre de I'eau des aquariums. Ce produit chélatant s’est
avéré approprié a I’élimination du cuivre pour le traitement de réactions qui mettent en jeu ce dernier,
telles que la CuAAC.*60 161

Les résultats montrent cependant des difficultés d’addition des comonomeéres et de pureté des
produits finaux. En outre, le nombre d’essais menés a été limité par la quantité d’oligoméres longs
disponibles en tant que support. Les études sur ce type de support ont donc été abandonnées et des
supports solubles plus classiques — et donc disponibles en plus grandes quantités - ont été étudiés par la

suite.
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5.2 Etude de la synthése sur des supports solubles a différents taux de
fonctionnalisation

Ces derniéres années, notre équipe a démontré que la synthése de supports solubles par ATRP

(Atom Transfer Radical Polymerization) était appropriée pour la synthése de polyméres a séquences

contrdlées® 1 Les supports synthétisés sont des polystyrénes contenant une fonction réactive en fin

de chaine. Ce type de support s’est déja révélé étre un bon candidat pour la synthése de diverses

structures de polymeéres, naturels tels que les polypeptides,® ou non-naturels comme les oligo(triazole

amide)s, **? |es oligo(phosphodiester)s, ™ [22]

ainsi que les oligo(alcoxyamine amide)s.

Ces supports ne peuvent cependant contenir qu’un seul site réactif par chaine, et le taux de
fonctions réactives du support ne peut étre ajusté qu’en modifiant la longueur de chaines de ce dernier.
C’est pourquoi un nouveau type de support est étudié dans ce projet, permettant un controle précis du
taux de fonctions réactives du support. Ces nouveaux supports ont été préparés via une
copolymérisation par ATRP de styrénes fonctionnalisés par des fonctions méthacrylates qui, apres
plusieurs étapes de modification post-polymérisation, ont permis I'apparition de sites réactifs sur les
chafnes latérales du squelette. Dans cette partie, tous les supports solubles — Sy, S;, et S, - ont été

synthétisés par Laurence Oswald.

5.2.1 Essai de référence sur support soluble fonctionnalisé en bout de chaine S,

Une premiere synthese de poly(alcoxyamine amide) sur un support soluble S, contenant une
fonction réactive en bout de chaine a été effectuée. Elle a permis de servir de référence et
d’entrainement a la synthése sur support soluble. La synthése de, et sur ce support représenté Figure 53

a déja été reportée par I'équipe

SV P
Q hig ° .
o /\©\0/\Q/NWOD H

40

Figure 53 : Structure du support soluble S, utilisé pour la synthése du composé 1I-5-6.

Dans un premier temps, la fonction amine du support a été déprotégée en présence de
pipéridine. Puis le composé 1I1-5-6 codant pour [110] a été synthétisé comme suit. Les étapes d’ajout
d’anhydride et de couplage radicalaire ont été réalisées avec les mémes réactifs et dans les mémes
proportions que dans la section précédente (11-5-1). Chaque étape s’est déroulée dans 6mL de solution.
Apres chaque étape, le support a été précipité dans 60mL de méthanol froid, puis centrifugé et séché. A

la fin de la synthese, I'oligomére a été clivé de son support dans les conditions acides usuelles. Les
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rendements de récupération du support ont été calculés aprés chaque réaction et répertoriés dans le
Tableau 11.

Etape 0 1 2 3 4 5
mg (mg) 500 454 359 324 255 222
Mgy, (Mg) 480 467 365 333 259 227
M exp (M) 454 359 324 260 222 183
r (%) 94,51 | 76,83 | 88,77 | 78,07 | 85,69 | 80,50

Tableau 11 : Rendement de précipitation aprés chaque étape. L’étape 0 correspond a la déprotection du groupement Fmoc.
Le rendement global est de 36.6%.

Les rendements de précipitation apres chaque étape sont en moyenne de 86.6% sur ce support.
Ce bon rendement indique que le méthanol froid est un bon choix de non-solvant pour reprécipiter le

support. Un suivi SEC a été effectué apreés les ajouts d’unités codantes Figure 54.

— s J
—|I-5-6 aprés |'étape 3
—|I-5-6 aprés |'étape 5

20 22 24 26

Volume d'élution [mL]

Figure 54 : Analyses SEC de la synthése de I'oligomeére 11-5-6 codant pour [110] sur le support soluble S;.

L'apparition d’épaulements a gauche du pic principal —donc vers les plus grandes masses- est un
phénomeéne déja rencontré par I'équipe lors de I'utilisation de tels supports, et peut s’expliquer par la
présence de fonctions amines qui traineraient le long de la colonne et engendreraient des effets
bimodaux sur le chromatogramme.[w” En aucun cas ils ne correspondent aux chaines attendues qui
auraient subi des additions incomplétes car ils correspondent a des masses trop élevées. Le pic principal
indique quant a lui une isomolécularité des chaines pendant la synthese, et I'absence de pics aux plus
petites masses traduit le caractére complet de chaque étape. Aprés clivage, le composé 1l-5-6 a été

analysé par spectrométrie de masse Figure 55.
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Figure 55 : a) Spectre ESI-HRMS du composé 1I-5-6. b) Spectre MS/MS de I'ion précurseur a 690.3 Da.

Le pic de I'oligomere est facilement identifiable sur le spectre ESI-HRMS, et permet une fois de plus un
séquencage par MS/MS pour recouvrer le code incrémenté le long de la chaine. Cette étude a permis de
montrer que le synthése et la lecture d’oligo(alcoxyamine)amides s’avére pertinente sur ce type de
support. En outre, il serait intéressant d’étudier I'influence du taux de fonctionnalisation du support sur
la synthese. Or, il est impossible de le faire varier sur un support fonctionnalisé en bout de chaine. C'est

pourquoi de nouveaux essais ont été réalisés sur les supports fonctionnalisés latéralement §; et S,.

5.2.2 Etude sur les supports solubles fonctionnalisés latéralement S; et S

Les supports S; et S,, représentés Figure 56, ont été synthétisés par ATRP. Le controle de la
guantité d’unités méthacrylates insérées dans le squelette polystyrene a permis de contréler la quantité
de chaines latérales, et donc, apres post-modifications, la quantité de fonctions réactives le long de la
chaine. Les supports solubles synthétisés comportent alors des « bouts » de chaines latérales similaires a
la résine Fmoc-Gly-Wang utilisée lors de la synthese sur support solide. Dans cette étude, le nombre
d’unités méthacrylates moyen par chaine est de 1 pour le support S;, ou 2 pour le support S,. Il

correspond au taux de fonctionnalisation du support pour une masse moyenne d’environ 6500 g.mol™.

77



Figure 56 : Structure des supports solubles fonctionnalisés latéralement utilisés dans cette partie. x=1 pour le support S;, et
x=2 pour le support S,.

Lors de I'étude de linfluence du taux de fonctionnalisation du support sur la synthese
d’oligo(alcoxyamine amide)s, la synthése d’une séquence de référence [110] a été effectuée dans
différentes conditions. Les changements de support, masse initiale, techniques de purification, et non-

solvant de précipitation sont indiqués Tableau 12.

Solvant de
Masse Technique . .
. précipitation Séquence
Composé  Support de support de . e -
o aprésla3 visée
initiale (mg) récupération .
étape
11-5-7 S, 250 Filtration Méthanol [110]
11-5-8 S, 279 Centrifugation Pentane [110]
11-5-9 S, 500 Centrifugation Pentane [110]
11-5-10 S; 250 Centrifugation Pentane [110]

Tableau 12 : conditions de synthése des composés sur les supports solubles S; et S,.

5.2.3 Synthese sur support soluble bifonctionnalisé latéralement S

Le support bifonctionnalisé latéralement S, a une masse moléculaire moyenne de 6600 g.mol™
et 2 chaines latérales donc deux sites réactifs par chaine. En se basant sur les bons résultats obtenus
avec le support soluble précédent, la synthese d’un oligo(alcoxyamine)amide 11-5-7 codant pour [110] a
été réalisée sur 250 mg de ce support dans les méme conditions : synthese dans 6 mL de solvant et

précipitation dans 60 mL de méthanol froid. Aprés chaque précipitation, le support a été récupéré par
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filtration sur Blichner. Apres I'étape 4, la quantité de support récupéré par précipitation était trop faible
pour pouvoir poursuivre la synthese.

Un nouvel essai a donc été réalisé et le composé 1I-5-8 a été synthétisé a partir de 279 mg de
support. Aprés chaque précipitation, le support a cette fois été récupéré par centrifugation. Les
rendements de précipitation sont consignés Tableau 13. Un suivi a également été effectué par SEC apres

chaque étape d’amidification Figure 57.

Etape 0] 1 2 3 4 5

m, (mg) 279 240 239 200 58 34

Mgy, (Mg) 260 251 246 209 59,5 35

M exp (ME) 249 246 220 58 34 21
r (%) 95,7 97,8 89,5 27,8 57,1 60,0

Tableau 13 : Rendement de précipitation aprés chaque étape de synthése du composé 1I-5-8. Le rendement global est de
7,9%.

—S

2
—— [I-5-8 aprés étape 1
—— [I-5-8 aprés étape 3
1I-5-8 aprés étape 5

T T T
20 22 24 26

Volume d'élution [mL]

Figure 57 : Suivi SEC de la synthése du composé 11-5-8 sur le support soluble S, aprés chaque ajout d’anhydride.

Il est constaté qu’a partir de I'étape 3, les rendements de précipitation diminuent fortement,
pour un rendement global de seulement 7.9% au final. En outre, le suivi SEC de la réaction montre des
chaines peu polymoléculaires, le support ayant déja un indice de polydispersité de 1.15 lui-méme. Une
fois de plus, I'allure relativement monomodale des courbes obtenues indique le caractére complet de
chaque étape. Le clivage a ensuite été effectué sur seulement 60mg de support, et la faible quantité de
composé 1I-5-8 récupéré a rendu difficile la purification d’une part, et n’a pas permis d’analyse SEC
d’autre part. Le composé 1I-5-8 a cependant été analysé par spectrométrie de masse Figure 58. Le
composé analysé n’est pas pur. Cependant, le pic correspondant au composé protoné est facilement

identifiable et I'oligomeére a pu étre séquencé par spectrométrie de masse tandem.
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Figure 58 : a) Spectre ESI-HRMS du composé 11-5-8. Les pics correspondant au composé protoné et avec un adduit de sodium
sont identifiés. b) Spectre MS/MS de I'ion précurseur a 690.3 Da.

Afin de pouvoir effectuer les analyses désirées et dans le but d’optimiser les conditions de
précipitation, la synthése de composé II-5-9 a été effectuée sur 500 mg de support. Chaque étape s’est
déroulée dans 6mL de solvant comme précédemment, et la concentration des réactifs a donc été
doublée. Par ailleurs, le méthanol a été remplacé par du pentane froid, dans le but de pallier aux faibles
rendements de précipitation observés au préalable a partir de I'étape 3. En effet, bien que le support S,
soit insoluble dans le méthanol, il est envisagé qu’aprés plusieurs étapes, la longueur des chaines

oligo(alcoxyamine amide)s augmentant, ces derniéres influences la solubilité du support.

Les rendements de précipitation apres chaque étape ont été rapportés Tableau 14, et un suivi

SEC a été réalisé apres chaque ajout d’anhydride Figure 59.

Etape 0] 1 2 3 4 5 ‘
m, (mg) 500 455 371,5 369 129 140
Ms, (ME) 466 477 382 386 132 144
M exp (M) 455 380 369 133 140 71
r (%) 97,6 79,7 96,6 34,5 105,7 49,4

Tableau 14 : Rendement de précipitation aprés chaque étape de synthése du composé II-5-9. Le rendement global est de
13%.
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Bien qu’une diminution drastique du taux de précipitation soit toujours observée apres |'étape
3, les rendements de précipitation sont en moyenne plus élevés dans le pentane que dans le méthanol —
13% contre 7%. On remarque par ailleurs que le rendement de précipitation aprés |'étape 4 est
supérieur a 100%, indiquant que le support n’est pas le seul a précipiter, et mettant alors en lumiére des

problémes de purification.

--- S,
—1I-5-9 aprés étape 1
——11-5-9 apreés étape 3
——1I-5-9 aprés étape 5

I ! I ! I ! I N I
20 21 22 23 24 25 26

Volume d'élution [mL]

Figure 59 : Suivi SEC de la synthése du composé 11-5-9 sur le support soluble S, aprés chaque ajout d’anhydride.

Des épaulements marqués apparaissent au cours de la synthese. Cette polymolécularité
s’observe alors que la synthese a été effectuée dans un milieu deux fois plus concentré que pour les
essais précédents. L’hypothése avancée est donc que la concentration a une influence sur ce type de
synthese. |l est en effet possible que si la concentration est trop élevée, des réactions interchaines aient
lieu, créant des ponts inter ou intramoléculaires, et donc changeant la dispersité de I'’échantillon. C'est
pourquoi une nouvelle synthése a été réalisée sur le support monofonctionnalisé S;. En effet, diviser de
moitié le taux de fonctions réactives sur le support devrait permettre de diminuer les possibilités de

réaction interchafnes si I’'hypothese est vérifiée.

5.2.4 Ajustement du taux de fonctions réactives du support : synthése sur support soluble
monofonctionnalisé latéralement S;
Le composé 11-5-10 a été synthétisé sur 250 mg de support soluble monofonctionnalisé S; de
masse moléculaire moyenne de 6000 g/mol™. La synthése a été suivie par analyses SEC aprés chaque

étape d’amidification Figure 60, et les rendements de précipitation sont détaillés Tableau 15.
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Etape 0 1 ) 3 a4 5 ‘

mo (mg) 250 226 233 192 71 43
Mi e (ME) 233 | 237 219 201 73 44
Miep (Mg) 230 219 201 78 50 34

r (%) 98,64 | 92,43 91,76 38,88 68,61 | 77,09

Tableau 15 : Rendement de précipitation aprés chaque étape de synthése du composé I1-5-10. Le rendement global est de
9.3%.

---8y
—— 11-5-10 aprés étape 1
——11-5-10 aprés étape 3 !
—— 11-5-10 aprés étape 5
i

20 21 22 23 24 25 26 27

Volume d'élution [mL]

Figure 60 : Suivi SEC de la synthése du composé //-5-10 sur le support soluble monofonctionnalisé S; aprés chaque ajout
d’anhydride.

Le rendement global des précipitations de ce support est cette fois-cis de 9.3%, en cohérence
avec ceux observés pour le support S,. On remarque une fois de plus un rendement de seulement 38,9%
apres I'étape 3. Par ailleurs, le suivi SEC permet de révéler des courbes relativement monomodales
témoignant du caractére complet de chaque étape. Un léger épaulement apparait seulement apres la
derniére étape. On peut donc supposer que diminuer le taux de fonctionnalisation du support a bien
permis d’éviter un trop grande nombres de réactions inter-chaines lors de la synthése des

oligo(alcoxyamine amide)s.
Par ailleurs, bien gu’insuffisante pour effectuer une analyse SEC, la quantité de 1I-5-10 obtenue

apres clivage de son support a permis une analyse par spectrométrie de masse Figure 61. Le spectre

indique que la structure attendue a bien été obtenue et témoigne de la pureté du composé.
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Figure 61 : Spectre ESI-HRMS du composé 11-5-10.

Il a été donc démontré que la synthése d’oligo(alcoxyamine amide)s est possible sur un support

soluble synthétisé par ATRP. Un tel type de support, dont le taux de fonctionnalisation peut étre

controlé par la quantité de chaines latérales insérées sur le squelette, s’est avéré intéressant pour la

synthése de ce type de polymeére, sensible a la concentration de fonctions réactives. Il a en outre été

observé des problemes de précipitation aprés une certaine longueur de chaine, certainement inhérents

a la structure méme des oligo(alcoxyamine amide)s. Ce support est en effet approprié a la synthese

d’autres structures telles que les phosphoramidites.
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6. Synthese de poly(alcoxyamine)amides sur support fluoré

Comme décrit dans le Chapitre I, un autre type de support peut étre utilisé pour la synthése
itérative de polyméres a séquences controlées : le support fluoré. Alabi a décrit cette approche pour des
ajouts itératifs d’acrylamides d’allye N-substitués et de dithiols.™* Elle a également été envisagée pour
la synthese de poly(alcoxyamine amide)s dans cette partie. En effet, la synthese itérative sur support
solide a déja démontré ses avantages et inconvénients. En outre, les syntheses sur supports solubles
développées dans la partie précédente présentent elles-mémes des désavantages, notamment lors de la
précipitation du support apres chaque ajout.

La synthése sur support fluoré, quant a elle, combine a la fois les avantages de la synthése en
solution et de celle sur support solide. Le support utilisé est une chaine perfluorée, contenant une unité
clivable pour la fin de la synthese, et possédant un site réactif en fin de chaine. Ce support est soluble
dans les solvants organiques usuels.™® Dans un premier temps, la réaction d’ajout du monomére
s’effectue en solution et cette étape présente donc tous les avantages d’un ajout en solution —facilité
d’approche des sites, temps de réaction courts. Avoir un support soluble dans les solvants organiques
permet également un suivi des réactions a la fin de chaque étape, par RMN notamment. A la fin de la
réaction, le milieu réactionnel est purifié sur colonne de silice perfluorée — voir Figure 62. Il est introduit
sur la colonne, puis un premier lavage avec une éluant fluorophobe — méthanol/eau généralement- est
effectué. Tous les réactifs en exces sont alors entrainés sur la colonne et éliminés. Un second lavage
avec un éluant fluorophile — le THF par exemple - permet ensuite de recouvrer la chaine fluorée ayant
supporté I'ajout de monomere. Ces étapes de synthése et de lavage sont répétées autant de fois que

désiré avant de cliver I'oligomeére du support fluoré.

a) b) <)

[ Mélange réactionnel
[ Fraction fluorophobe
Fraction fluorophile

Figure 62 : Principe de la filtration sur silice fluorée a) Mélange des composés fluorés et non fluorées sur la silice. b) Elution
de la fraction organique par un solvant fluorophobe. c) Elution de la fraction fluorée par un solvant fluorophile.
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Dans cette partie, les expériences ont été réalisées avec |'aide de la stagiaire que j'ai encadrée

Héloise Kientz. Dans un premier temps, une étude a été menée sur la synthése du support fluoré. Puis 2

oligomeéres codant pour [1010] et [10001] ont été synthétisés et analysés sur le support optimisé.

6.1 Synthese du support fluoré

La chaine qui servira de support pour la synthése de poly(alcoxyamine)amides en solution doit

remplir les criteres suivant: débuter par une chaine perfluorée, posséder une unité clivable en

conditions acides ou basiques, et posséder une fonction en fin de chaine capable de réagir afin d’initier

la croissance des chaines d’oligomeéres. Des supports solubles a base de polystyrene et possédant une

unité clivable ont déja été développés dans I'équipe, comme cela a été vu en 11-5-2.°% Le choix de

synthése du support fluoré s’est donc porté vers une approche similaire adaptée a une chaine

perfluorée. Deux voies deux synthése, expliquées Figure 63, ont été explorées dans cette partie.

Synthése du support fluoré — Voie A

o]

Fmoc
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Figure 63 : 2 voies explorées pour la synthése du support fluoré. Voie A : (i) DMAP, Et;N, THF anhydre, 22 h. (ii) DCM,
pipéridin, 2 h. (iii) Et3N, THF anhydre, 2h. Voie B : (i) Et;N, THF, 2h. (ii) DMAP, Et;N, THF anhydre, 22 h.
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6.1.1 Synthese du support fluoré voie A

La synthése du support s’effectue en 3 étapes : (i) une estérification se tient entre le bromure de
bromoisobutyryle et le 3-(Fmoc-amino-1-propanol) dans le THF, en présence de DMAP et de
triéthylamine, (ii) 'amine est déprotégée dans un mélange DCM/pipérine (50/50), puis (iii) la structure
portant la premiere unité codante est attachée au support fluoré par addition d’un alcool sur un
bromure d’acyle.

La premiere étape (i) s’est tenue pendant 22 heures pour former le composé 11-6-1 : un Fmoc-3-
aminopropyle 2-bromo-2-methylpropanoate. Il a ensuité été purifié sur silice et analysé par RMN 'H
Figure 64. L'amine a ensuite été déprotégée de son groupement Fmoc avec de la pipéridine dans le
dichlorométhane (ii), pour former le composé 11-6-2 : 3-aminopropyle 2-bromo-2-methylpropanoate. Ce

dernier a été analysé par RMN 1H Figure 65.
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Figure 64 : RMN 'H (CDCls) du composé 11-6-1. Figure 65 :RMN 'H (CDCl;) du composé 11-6-2.

Il est difficile d’identifier tous les pics du spectre Figure 65. La présence de pics correspondant
au groupement protecteur Fmoc indique que la déprotection n’a pas été compléte. En outre, le produit
attendu n’est pas le seul a s’étre formé. Il est possible qu’une polymérisation se soit amorcée entre les
fonctions amine et brome des bouts de chaine du produit formé, formant tout au moins des dimeres.
C’est pourquoi une autre stratégie a été envisagée pour synthétiser ce support. Puisque la technique a
utiliser pour synthétiser les oligo(alcoxyamine)amides est la filtration des chaines perfluorées sur silice
perfluorée, cette purification rapide et facile peut étre utilisée dés la premiére étape de synthése du
support. La nouvelle stratégie est donc de partir de la chaine fluorée, et d’y attacher en premier lieu le

3-amino-1-propanol.
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6.1.2 Synthese du support fluoré voie B

La synthése du support par cette nouvelle voie s’est effectuée en 2 étapes, décrites Figure 63.
L’étape (i) a permis I'ajout du 3-amino-propanol sur la chaine perfluorée, en présence de triéthylamine
pendant 2 heures dans le THF, pour former le composé 1l1-6-3. L’amine primaire étant plus réactive que
I'alcool, on s’attend a ce qu’elle réagisse en priorité avec la chaine fluorée. Le milieu réactionnel a
ensuite été reconcentré, dissout dans un minimum de THF, puis le composé 1I-6-3 a été purifié sur
colonne fluorée. Afin de vérifier la qualité de la séparation en sortie de colonne fluorée, les deux

fractions fluorophobe et fluorophile ont été analysées par RMN du fluor *°F Figure 66.
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Figure 66 : “F RMN (CDCIl3) a) Chaine fluorée avant reaction b) Fraction fluorée apreés élution fluorophile c) Fraction non
fluorée aprés premiére élution fluorophobe d) Fraction non fluorée apres troixieme élution fluorophobe.

On peut observer qu’aprés optimisation des conditions de séparation, les deux fractions ont
bien été séparées. Les conditions d’élution optimisées sont les suivantes : mélange MeOH/H,0 (30/70)
pour la premiére élution fluorophobe, puis élution au THF pour récupérer la fraction fluorophile. Le
composé 11-6-3 a ensuite été séché puis analysé par RMN 'H Figure 67. Le spectre confirme bien la

structure attendu. Le composé a été obtenu avec un rendement de 54%.
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Figure 67 : RMN 'y (CDCl3) du composé 11-6-3.

Lors de I'étape (ii), une premiere unité codante 1 a été attachée sur la chaine perfluorée 11-6-3
grace a l'estérification du bromure de 2-bromoisobutyril sur I'alcool en bout de chaine. Cette réaction a
été effectuée dans le THF anhydre, en présence de DMAP et de triéthylamine, pour obtenir le composé
11-6-4, support fluoré désiré. Apres réaction, le mélange a été filtré — le bromure de triéthylammonium
formé lors de la réaction précipite dans le THF - puis le filtrat a été reconcentré. Le composé 11-6-4 a
alors été purifié sur colonne perfluorée. Comme précédemment, les fractions éluées ont été analysées
par RMN *°F pour vérifier la bonne séparation. Le composé 1I-6-4 obtenu avec un rendement de 66% a

ensuite été analysé par RMN 'H Figure 68, attestant de la structure recherchée.
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Figure 68: RMN 'y (CDCl3) du composé 11-6-4.
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6.2 Synthese des oligo(alcoxyamine amide)s sur support fluoré

La chaine fluorée contenant une premiere unité codante bromée en bout de chaine, elle peut
alors étre le support des deux étapes classiques de synthese de poly(alcoxyamine amide)s, que sont le
couplage radicalaire permettant 'ajout de I'espaceur TEMPO-NH,, et I'ajout d’anhydride permettant
I’encodage. Dans cette partie, deux types de clivage, acide et basique, ont été étudiés. Les structures

obtenues selon les conditions de clivage sont décrites Figure 69.
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Figure 69 : Schéma réactionnel pour la synthése de poly(alcoxyamine)amides sur support fluoré. (i) Couplage radicalaire en
présence de CuBr/Me,TREN dans le DMSO (ii) Amidification dans le THF en présence de base (K,CO; pour I"anhydride 1 et
DIPEA pour le 0) (iii) Clivage en conditions acides DCM/TFA (50/50) (iv) Clivage en conditions basiques CH3;NH,/NH; dans le
THF.

Lors d’une synthése sur support fluoré, le produit est purifié sur colonne perfluorée aprés
chaque étape. Pour ce faire, il est important d’avoir au préalable concentré le milieu pour ensuite le
dissoudre dans un éluant adapté. C’'est pourquoi les étapes de couplage radicalaire ont été réalisées
dans le THF anhydre plutét que dans le DMSO, moins volatile. Apres chaque réaction, il faut bien
évaporer le THF car c’est un solvant fluorophile. Or I’élution fluorophobe s’effectue avant la fluorophile.
Aprés concentration, chaque milieu réactionnel est donc redissout dans un mélange méthanol/eau

avant d’étre introduit sur la colonne de séparation.

Deux séquences ont été synthétisées sur ce support : le composé II-6-5 codant pour [1010] ainsi
que le composé I1-6-6 codant pour [10001]. Apres chaque ajout, la séparation sur colonne a été vérifiée
par RMN *°F puis le composé a été analysé par RMN 'H. L’ajout de 'unité codante ou bien celui de

I’espaceur sont identifiables, comme montré en exemple Figure 70 pour le composé 1I-6-5.
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Figure 70 : RMN 'y aprés I'ajout des différentes unités. Entouré en gris, le pic caractéristique de I'unité codant pour 1 a 1.88
ppm. Entouré en rouge, les pics caractéristiques de 'unité codant pour 0 a 3.94 et 1.43 ppm. En noir, le pic caractéristique de
I’ajout du TEMPO-amine. Ce pic est moins bien défini car au milieu d’autres, un épaulement est néanmoins visible aprées
I’ajout de I'espaceur.

A la fin de la synthése, le composé 11-6-5 codant pour [1010] a été clivé en milieu acide, dans les
conditions habituellement utilisées lors de la synthése sur support solide. Cette attaque acide déprotege
I'amine de son groupement BOC en forme un oligomére comportant une amine primaire en bout de

chaine. La structure attendue du composé II-6-5 est dessinée Figure 71.

Figure 71 : Composé II-6-5 codant pour [1010] obtenu aprés clivage en conditions acides.

Apres le clivage, des probléemes de purification par précipitation dans le diéthyléther ont été
rencontrés. Ce comportement peut étre di a un début de chalne a différant des synthéses sur résine
Rew, ainsi qu’a une taille trop petite de chaine. En outre, cette amine primaire en fin de chaine empéche
toute analyse par SEC dont les colonnes ne supportent pas les interactions avec les amines. C'est

pourquoi un second oligomére plus long, le composé 11-6-6 codant pour [10001], a été synthétisé sur ce
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support fluoré. Par ailleurs, a la fin de la synthese, il a été clivé en conditions basiques afin d’obtenir un

acide carboxylique en début de chalne a — voir Figure 72. Le clivage a été effectué dans le THF en

présence de méthylamine et d’ammoniaque. Aprées une heure de réaction, le milieu a été concentré et

le composé a été précipité dans de I'éther froid.

8] -: / 0O 0 (8] L8] : ]
HO' o—)»)i)—rm :J—N NH :J—N NH ;—b—w Br

Figure 72 : Composé 11-6-6 codant pour [10001] obtenu aprés clivage en conditions basiques.

Les rendements de récupération des produits 1l1-6-5 et 1I-6-6 apres filtration sur colonne

perfluorée ont été calculés et synthétisés dans les tableaux ci-dessous.

Etape de

m¢ (g)

n; (mmol)

Rendement

(%)

synthése no (mmol)
1-T 0,140
1-T-0 0,0923
1-T-0-T 0,0779
1-T-0-T-1 0,0459
1-T-0-T-1-T 0,0450
1-T-0-T-1-T-0 0,0299

0,0802
0,0818
0,0510
0,0560
0,0399
0,0188

0,0922
0,0803
0,0465
0,0450
0,0299
0,0128

65,9
87,0
59,8
97,9
66,4
42,8

Tableau 16 : Rendements apreés filtration sur silice fluorée pour la synthése du composé 11-6-5 codant pour [1000].

Etape de synthése no (mmol)

1T 0,119

1-T-0 0,0452
1-T-0-T 0,0404
1-T-0-T-0 0,0273
1-T-0-T-0-T 0,0231
1-T-0-T-0-T-0 0,0188
1-T-0-T-0-T-0-T 0,0147
1-T-0-T-0-T-0-T-1 0,00588

m final (g)

0,0431
0,0411
0,0299
0,0284
0,0248
0,0214
0,0091
0,0101

n; (mmol)

0,0496
0,0404
0,0273
0,0231
0,0188
0,0147
0,0059
0,0059

Rendement

(%)
41,8
89,3
67,6
84,5
81,3
78,3
40,0
100,0

Tableau 17 : Rendements apreés filtration sur silice fluorée pour la synthése du composé 11-6-6 codant pour [10001]

Le rendement global apres 6 ajouts de monomeres sur le support fluoré pour I'oligomére [1000]

est de 9,1% tandis que celui apres 7 ajouts pour I'oligomeére [10001] est de 5,0%. Ces rendements sont

trés faibles et proviennent majoritairement des étapes de couplage radicalaire. En effet, les rendements

apres ajout d’anhydride sont en moyenne de 83,0% alors que ceux suivant |'ajout de TEMPO-NH, sont

d’en moyenne 60,4%. L’hypothése envisagée est que I'amine présente en bout de chaine aprées le
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couplage radicalaire interagit trop fortement avec la colonne, et certaines chaines y restent accrochées.
Cette hypothese tend a se valider par les observations expérimentales. En effet, lors des lavages aprés
I’addition du TEMPO-NH,, I’élution de la partie fluorophile — facilement identifiable car jaune en solution
- s'effectue avec du THF. Alors que I’élution semble terminée apres avoir élué plusieurs fractions
incolores, si la colonne est laissée au repos pendant plusieurs dizaines de minutes, une nouvelle élution
au THF permettra de récolter une nouvelle petite fraction jaune, contenant des chaines fluorées. Cette

observation semble indiquer des effets de rétention des chaines le long de la colonne.

Les oligomeres [1000] et [10001] ont par la suite été analysés par RMN 'H et spectrométrie de
masse. L'interprétation des spectres RMN ne semblait pas correspondre a la structure attendue, tandis
gu’aucun des pics attendus en ESI-HRMS n’était visible sur les spectres des deux oligomeres. La synthese
des oligo(alcoxyamine amide)s sur support fluoré n’a donc pas été concluante. Malgré un suivi par RMN
qui semblait attester de I'attachement des monomeéres aprés chaque étape, les analyses par
spectrométrie de masse n’ont pas permis de conclure a la synthése des oligo(alcoxyamine amide)s sur
ce support fluoré. En outre, le principal probleme rencontré lors de cette étude était le faible de taux
d’oligoméres récupérés lors des filtrations sur colonne aprées I'ajout de TEMPO-NH,. Ces rendements
sont certainement expliqués par des interactions des amines de bout de chaine avec la colonne de silice

perfluorée.

Le support fluoré n’est donc pas un bon candidat pour la synthese de poly(alcoxyamine amide)s.
Il pourrait cependant étre envisagé d’utiliser ce support, dans le cadre de la synthése itérative de
polymeres a séquences contrélées n’impliquant pas la formation de fonctions amines en bout de chaine

lors d’'une des étapes.
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7. Conclusion
Dans ce chapitre, il a été démontré que la synthese itérative de poly(alcoxyamine amide)s
permettait la synthése de polymeres a séquences contrblées, isomoléculaires, capables de contenir de

I'information digitale, cette derniére pouvant étre décodée par spectrométrie de masse tandem.

Aprés optimisation des conditions, la synthése de ces oligoméres a été étudiée sur différents
supports. Le support fluoré ne semble pas approprié a la synthése de ce type de structures. Quant au
support soluble, il permet d’obtenir des oligomeéres encodés et décodables, a condition de choisir un
taux de fonctionnalisation de ce support assez faible. Cette stratégie engendre tout de méme des
probléemes de rendement lors des reprécipitations apres chaque ajout de monomere. Enfin, la synthéese
sur support solide et plus précisément ici sur la résine Fmoc-Gly-Wang est jusqu’ici la technique la plus

appropriée pour obtenir des poly(alcoxyamine amide)s a séquences contrélées.

Le choix de la structure des poly(alcoxyamine amide)s semble donc étre approprié, a la fois pour la
synthése itérative dont les réactions orthogonales mises en jeu ne nécessitent ni étape de protection ni
étape de déprotection, et a la fois pour la lecture par spectrométrie de masse tandem grace aux liaisons
alcoxyamines, labiles. Cependant, il a été observé qu’une fois une certaine longueur de chaines atteinte,
I'acces aux sites réactifs par les comonomeres est de plus en plus difficile. Il est donc compliqué
d’obtenir un échantillon contenant un grand nombre de données binaires. C’est pourquoi, dans le
chapitre suivant, différentes stratégies ont été étudiées afin de contourner ce probleme de taille de

chafnes, tout en augmentant la capacité d’informations contenues dans un échantillon.
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Chapitre III

Synthese optimisée
de poly(alcoxyamine amide)s pour
I’écriture, le stockage, et la lecture
d'informations







1. Introduction

Il a été démontré dans le Chapitre Il que les poly(alcoxyamine amide)s sont des polymeres tres
prometteurs pour stocker I'information numérique. En effet, d’'une part les couplages chimiosélectifs
mis en jeu permettent une synthése itérative sans emploi de groupements protecteurs, et d’autre part
la présence de liaisons alcoxyamines induit un séquencage aisé en spectrométrie de masse tandem. Les
études menées dans le chapitre précédent restent toutefois limitées, et n‘ont permis la synthese de
polyméres ne portant qu’un octet d’information au maximum. C’est pourquoi ce chapitre porte sur trois
différents concepts étudiés pour (i) faciliter I’écriture via une approche convergente, (ii) augmenter la
capacité de stockage en synthétisant des codes-barres moléculaires, et (iii) faciliter la lecture grace a une

polydispersité induite qui permet un séquencage sans fragmentation.

Dans un premier temps, une synthése convergente a été réalisée dans le but d’accélérer la
synthese de longues chaines. Sur une résine Wang R,, des diades a 2 unités codantes ont été
synthétisées puis clivées de leur support, menant ainsi a I'obtention de buiding blocks avec un début de
chaine acide. Les ligations successives de ces derniers par amidification sur résine Rew, alternées par des
ajouts d’espaceurs TEMPO-NH, ont permis d’obtenir facilement de plus longues chaines contenant
jusqu’a 10 bits d’information .1*!

Cependant, la synthese de longues chaines de poly(alcoxyamine amide)s n’est pas la voie la plus
opportune pour stocker une grande quantité de données. C'est pourquoi, dans un second temps, la
synthese de codes-barres moléculaires a été étudiée dans le but d’augmenter la quantité d’informations
contenues au sein d’un méme échantillon. Pour ce faire, des chaines isomoléculaires de tailles
différentes ont été synthétisées séparément. Puis un mélange physique des différents oligomeéres
obtenus a permis I'obtention d’un spectre ESI-HRMS révélant un pic par taille de chaine, chacun pouvant
ensuite étre décodé par MS/MS. %!

Enfin, une approche permettant une lecture de I'échantillon sans avoir recours au séquencage par
spectrométrie de masse tandem a été étudiée, grace a 'introduction volontaire d’une polymolécularité
au cours de la synthése. Aprés chaque ajout d’unité codante, la terminaison d’une petite fraction des
chaines en croissance a été induite par I'ajout de quelques pourcents de TEMPO lors du couplage
radicalaire avec le TEMPO-NH,. Ainsi, aprés le clivage a la fin de la synthése, I’échantillon possedait des
chaines de tailles différentes, révélant chacune un pic en ESI-HRMS. Les écarts calculés entre ces
derniers étant directement liés aux bits incrémentés lors de la synthese, il a ainsi été possible de

décoder le code binaire le long de la chaine, sans avoir a effectuer une fragmentation par MS/MS.
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2. Synthese convergente pour un encodage facile par ajout de diades

2.1 Introduction

La synthese itérative sur support solide de poly(alcoxyamine amide)s permet d’obtenir des
polyméres a séquences controlées encodés digitalement et décodables par spectrométrie de masse
tandem. Cependant, I'ajout des monomeres un par un est chronophage et ce temps de synthése peut
étre réduit par une approche convergente. Des stratégies convergentes ont déja été employées, par les
équipes de Brooke ou Hercules par exemple, pour simplifier la synthese de polymeres

[165-168]

isomoléculaires. De plus, notre équipe a récemment démontré que cette stratégie était

pertinente pour la synthése de polymeéres contenant de I'information, notamment grace a la synthese
de poly(triazole amide)s  partir de diades encodées.!*®”!

En se basant sur ces précédents travaux, une approche convergente a été étudiée pour la
synthése de poly(alcoxyamine amide)s. Les 4 diades codant respectivement pour [00], [01], [10], et [11],
ont été synthétisées sur une résine Wang avec un loading de 0,94 mmol.g”, que I'on nommera Ry,
comme le montre la Figure 73. Ces diades présentent ainsi une fonction acide en début de chaine, et
une fonction bromée en fin de chaine. Elles ont ensuite été ajoutées en tant que building-block sur une
résine Rgw, comme décrit Figure 73, pour au final obtenir des chaines isomoléculaires de

poly(alcoxyamine amide)s contenant jusqu’a 10 unités codantes.

Synthése des diades sur résine R,

o o
Br\|)l\ Jl\~/Br 0=N NH,
0
OH R4 Ry
O :
(i) (ii)
(i) Br\|)LOJk{/Br

R1 R; Ry R,
00] [01 )A( yl(
EIO% [[11]] i ;)7 . — v

Synthése convergente sur résine Rg,,

v

01]

2% 2\ [00] [
O--O_Q_/O{_N%A(D_N N\ZA%_N ", oy il
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NH; | (i)
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Figure 73: Stratégie de synthése convergente de poly(alcoxyamine amide)s. Synthése de diades sur résine Ry : (i)
Estérification -HBTU, DMAP, THF, micro-onde (ii) Couplage radicalaire —CuBr, MesTREN, DMSO, T, (iii) Amidification —THF,
K,CO; pour 'anhydride 1 et DIPEA pour I'anhydride 0, T, (iv) Clivage en conditions acides —-TFA/DCM (50/50). Synthése
convergente a partir de diades sur résine Rg,y pré-encodée par 4 unités avec une fin de chaine amine : (i) Ajout des diades par
amidification (ii) Couplage radicalaire (iii) Clivage en milieu acide.
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On peut noter que cette approche n’est qu’en partie convergente puisqu’elle implique des
couplages itératifs pour l'ajout de diades. Elle permet cependant de réduire de moitié le nombre
d’étapes nécessaires a I'obtention d’'un polymeére encodé. Ces travaux ont été réalisés en collaboration

avec Dr. Raj Kumar Roy et la stagiaire Diane Fischer-Krauser.

2.2 Synthese des diades sur support Rw

Afin de réaliser le couplage des diades sur une chaine en croissance, il était nécessaire d’avoir des
diades présentant une extrémité capable de réagir avec I'amine finale de la chaine en croissance, et une
autre a contrario inerte dans les conditions d’ajout de la diade. C’est pourquoi il a été décidé de
synthétiser ces diades sur une résine Wang, pour obtenir une fonction acide en début de chaine a,
capable ensuite de réagir par couplage acide-amine sur I'amine du polymére en croissance. Les

structures attendues sont dessinées Figure 74.

Br HO O~-—N NH Br
[00] [01]
o \ / (o] \ 7
O~-—N NH Br HO O~-—N NH Br
[10] [11]

Figure 74 : Structure des quatres diades synthétisées sur support R, contenant 2 unités codantes.

Une étude préliminaire a donc été réalisée dans le but d’optimiser les conditions d’ajout de la
premiere unité codante sur la résine Wang. Un premier essai a été réalisé en ajoutant une unité codant
pour 1 dans les mémes conditions que sur la résine Rgw, comme décrit Figure 75, pour former le

composé llI-2-1.

OH  K,CO,, THF, 50min

S Yavo's \HH/ O@ﬂ@_\&

Br

Figure 75 : Synthése du composé II-2-1 sur résine Wang.
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Aprées lavage, le composé 1ll-2-1 a été analysé par infrarouge en réflexion. En superposant son
spectre avec celui de la résine avant réaction, la formation d’un pic a 1736cm™ est clairement
identifiable Figure 76. Un pic a cette longueur d’onde est caractéristique d’une double liaison C=0 lors
de la formation d’un ester, et prouve donc que I'ajout de I'unité codante s’est bien effectué sur la résine.
Cependant, il est difficile de conclure sur ce spectre a la réaction totale de tous les sites réactifs. C'est

pourquoi d’autres essais permettant d’autres types d’analyses ont ensuite été effectués.

O--°@—\Q@_\ (Q

C=0

T l T I L) I T I T I L) I T I T I L) I T l T I L) I T l T
3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

A [cm™]

Figure 76 : Suivi IR-ATR de I'estérification sur résine Wang. En gris, la résine Wang, en rouge, le composé IlI-2-1. L’apparition
d’un pica 1736ecm™ est caractéristique d’'une double liaison C=0 d’un ester.

Le composé lll-2-2 codant pour [111] a été synthétisé sur résine Wang Ry exactement dans les
mémes conditions que lors d’une synthése sur support Rgy. Aprés clivage et précipitation, il a été
analysé par SEC Figure 77. Les trois pics présents sur le graphe correspondent a un oligomére de 3 unités
codantes [111], de 2 unités [11] et d’'une unité [1]. Il a donc été conclu que ces conditions de synthese
ne permettaient pas I'ajout total de la premiere unité codante. En effet, a chaque nouvel ajout, de
nouvelles chaines ont été initiées et le produit final est polymoléculaire. Ces observations peuvent
s’expliquer par le fait que la fonction alcool en bout de chaine de la résine Ry est moins réactive que la
fonction amine de la résine Rgy. De nouvelles conditions pour I'étape d’estérification ont donc di étre

mises au point.
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Différentes conditions de réactions ont été testées au sein de I'équipe pour aboutir aux
conditions suivantes : I'estérification entre les fonctions OH de la résine (1eq) et I'anhydride bromé
(6eq.) s’effectue en présence de HBTU (4eq.) et de DMAP (2eq.), dans le DMF anhydre, pendant 90
minutes au micro-onde a 40°C. Le composé lll-2-3 codant pour [1010] a été synthétisé dans ces
conditions. L’analyse SEC de ce dernier aprées clivage Figure 78 montre un oligomere isomoléculaire et

valide les conditions de synthése sur ce type de résine.

[111] [1010]

D=1,004

(1
[11]

r T T T T
28 30 32

f T T T
27 28 29

Volume d'élution [mL] Volume d'élution [mL]

Figure 77 : Analyse SEC du composé 1I-2-2. La présence de Figure 78: Analyse SEC du composé lI-2-3.
3 pics distincts correspondant chacun a une taille de L'isomolécularité de I’échantillon témoigne du caractere
chaine témoigne du caractére incomplet des étapes complet des étapes mises en jeu lors de la syntheése.

d’estérification.

Les 4 diades codant pour [00], [01], [10] et [11] ont alors été synthétisées dans les conditions
énoncées précédemment, comme cela était décrit Figure 73. Elles ont ensuite été analysées par SEC
Figure 79. l'allure des courbes obtenues ainsi que le calcul de leur indice de polymolécularité Tableau 18
témoignent de I'isomolécularité de ces composés. De plus, I'analyse ESI-HRMS des diades a permis de
confirmer les structures obtenues, puisque les masses expérimentales correspondent aux masses
théoriques avec une précision allant jusqu’a 4 décimales. Les diades synthétisées ont donc pu étre

utilisées pour la synthése convergente sur résine Rgw.
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Figure 79 : Analyse SEC des quatre diades synthétisées
sur résine Wang témoignant de leur isomolécularité.

Séquence m/zy 1))
[00] 379,1227  379,1227 1.0024 |
[01] 393,1383  313,1380 1,0022
[10] 393,1383  393,1381 1,0022
[11] 407,1540  407,1539  1,0021

Tableau 18 : Analyse des diades par ESI-HRMS et calcul de
leur indice de polymolécularité.

2.3 Synthese convergente sur support Rew

Les ligations successives de diades s’effectuent sur une résine Rgy pré-encodée, comme expliqué

Figure 73. C'est pourquoi, dans un premier temps, le composé Ill-2-4-a, dessiné Figure 80 et codant pour

[11], a été synthétisé sur support Rsw dans les conditions usuelles sur ce type de résine. Afin de vérifier

I'isomolécularité des chaines en croissance avant I'ajout des diades, une derniére unité codante a été

ajoutée a une fraction de I'échantillon IllI-2-4-a, afin de pouvoir analyser par SEC apres clivage le

composé lll-2-4-b formé dont la structure est dessinée Figure 80. La fonction amine en bout de chaine

du composé lll-2-4-a induit en effet des interactions avec les colonnes SEC et empéchent ainsi son

analyse. Le composé llI-2-4-b codant pour [111] et terminant par une fonction bromée a donc été

analysé par SEC Figure 81, et le profil isomoléculaire de la courbe permet de conclure a la qualité de ce

composé en tant que support a la synthése convergente.

0 0 0
<3 -
O--o@—/ NH D—N NH D—N NH,

Résine pré-encodée I1-2-4-a

o BN _g;}}}{_bﬁ‘z{,

Composé de controle 11-2-4-b

Figure 80 : Structure des composés lll-2-4-a et 111-2-4-b.

T T T T
o Pt} 23 k1)

Volume d'élution [mL]

Figure 81 : Analyse SEC du composé IlI-2-4-b.
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Ainsi, le composé IlI-2-5 a ensuite été synthétisé par ajout de diades sur la résine pré-encodée
11-2-4-a pour obtenir la séquence finale [111110]. Cette structure peut donc se décomposer comme tel :
a-[11]-[11]-[10]-w, ou le premier bloc correspond aux unités ajoutées sur la résine Rgy, et les deux
suivants aux diades ajoutées. L’ajout de diade est une réaction anhydride-amine qui met en jeu I'amine
du TEMPO-NH, et la fonction acide du trimére comme montré Figure 73. Chaque ligation est suivie d'un
couplage radicalaire, afin d’ajouter I'espaceur TEMPO-NH, pour récupérer une amine en fin de chaine.
L'ajout des diades (4eq.) s’effectue en présence d’HBTU (5eq.) et de DIPEA (15eq.), dans le DMF
anhydride, a 40°C au micro-onde pendant 2 heures. A la fin de la synthese, le composé 11l-2-5 a été clivé

de son support, précipité dans I'éther puis analysé et par ESI-HRMS Figure 82 et par SEC Figure 83.

[ne2HT
705.95

M+H]"
jra109
T

I T T T T 1
24 25 26 27 23 29

; — N
600 s00 1000 1200 1400

Volume d'élution [mL]
m/z
Figure 82 : Spectre ESI-HRMS du composé II-2-5. Figure 83 : Analyse SEC du composé 1I-2-5.

Malgré la présence d’un léger épaulement sur I'analyse SEC, et d'impureté sur le spectre de
masse, le composé 1lI-2-5 a aisément pu étre séquencé par MS/MS comme le montre la Figure 84. Afin
de prouver que la synthése convergente est une technique adaptée pour I'encodage moléculaire,
d’autres séquences ont été synthétisées et analysées. Elles sont répertoriées Tableau 19. Dans chaque
cas, la masse obtenue par ESI-HRMS correspond a la masse théorique calculée, confirmant I'approche

convergente appropriée a la synthése de poly(alcoxyamine amide)s a séquences contrélées.

Composé Séquence m/z, M/Zeyp
111-2-5 [111110] 705.9511 705.9511
111-2-6 [110110] 698.9433 698.9435
11-2-7 [110101] 698.9433 698.9416
1-2-8 [1l10 1193.3265  1193.3264

Tableau 19 : Masses obtenues par ESI-HRMS des polymeéres synthétisés par synthése convergente.
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Figure 84 : Séquencgage par MS/MS du composé 1I-2-5 codant pour [111110].

Enfin, un polymére composé de 10 unités codant pour 1 — le composé IlI-2-8 - a également été
synthétisé par cette approche convergente, et séquencé par MS/MS Figure 85. La chaine étant longue,

le spectre comporte de nombreux fragments. C'est pourquoi leurs masses ont été répertoriées Tableau
20 ci-dessous.
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Figure 85 : Séquencage par MS/MS du composé 11-2-8 contenant 10 unités codantes. En gris, les fragments a gauche de la
rupture homolytique, en rouge ceux a droite.

Fragment m/z Fragment m/z
¢ 385.3 2 560.3
¢ 625.4 s 800.5
(A 865.6 A 1040.7
s 1105.8 ys' 1280.8
Cs 1346.0 Yo 1521.0
¢’ 673.5 vs 1761.1
¢’ 1586.1 v 881.1
¢ 793.5 ™ 1001.2
cs 913.7 Yo 1121.3
o' 1033.7

Tableau 20 : Masse des fragments obtenus lors du séquencage par MS/MS du composé 11-2-8 Figure 85.

L'analyse de ce composé a prouvé qu'’il est possible de décoder une chaine longue de 10 unités
codantes. En revanche, la présence d’autres fragments, dont certains correspondant a des cycles [1],,
ainsi que l'apparition d’une légére polymolécularité, laissent supposer qu’une purification —par HPLC par
exemple- serait nécessaire si de plus longues séquences étaient visées. En outre, cette synthese
convergente a permis d’obtenir des poly(alcoxyamine amide)s encodées digitalement et décodables,
avec une approche moins chronophage que la synthése itérative. En effet, le temps de synthése du
composé 1ll-2-8 a 10 unités codantes a été de 15.5 heures, tandis qu’une approche itérative aurait
requis plus de 20 heures. De plus, un polymeére de 10 unités codantes a été synthétisé quand la synthese

itérative ne permettait pas de dépasser un encodage supérieur a un 8 bits.
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3. Synthese de codes-barres moléculaires pour augmenter la capacité
de stockage

3.1 Introduction

Parmi les applications potentielles des polyméres encodés digitalement, il a été proposé de les
utiliser en tant que codes-barres moléculaires dans le domaine de la lutte contre la contrefacon ; I'idée
étant de pouvoir intégrer une fraction de polymere contenant de I'information au sein d’'une matrice,
organique par exemple.[”O] Différentes approches, comme la gravure laser ou les films siliconés
imprégnés digitalement par exemple, ont récemment été développés dans I'étiquetage anti-
contrefagon.™**”! Alors que ces techniques reposent principalement sur la structure des matériaux, les
polyméres encodés permettraient d’insérer un code-barres a I’échelle moléculaire. lls présentent
I'avantage de pouvoir étre solubilisés et ainsi intégrés au matériau dés la mise en ceuvre. Ce type
d’étude a déja été réalisée avec de ’ADN.*’® Cependant, les polyméres synthétiques dont la structure
et ainsi la robustesse peuvent varier selon les besoin, peuvent s’adapter plus facilement a des procédés

de mise en ceuvre pour I'élaboration de matériaux."””!

Les poly(alcoxyamine amide)s étant faciles a préparer et aisément séquencgables, le choix s’est
donc porté sur cette structure pour un étiquetage moléculaire. En outre, nous avons montré
précédemment qu’il était difficile d’obtenir de longues séquences codant pour plus d’un octet. C'est
pourquoi ce projet développe une stratégie permettant de stocker une plus grande quantité
d’informations, sans avoir a synthétiser de chaines trop longues. En effet, lors d’une analyse par
spectrométrie de masse d’un échantillon isomoléculaire, seul un pic apparait sur le spectre, pour étre
séquencé par MS/MS par la suite comme expliqué Figure 86-gauche. Restent alors des espaces vides sur
la majorité du spectre, qui peuvent étre exploités pour augmenter le contenu digital du code-barres. Un
mélange polymoléculaire permettrait ainsi d’obtenir un spectre de masse présentant différents pics
comme le montre la Figure 86-droite. Cependant, une synthése classique de polymeres polymoléculaires
ne serait évidemment pas adaptée a I'encodage de données. L'approche a donc été la suivante:
synthétiser séparément par voie itérative des oligoméres isomoléculaires de masses différentes et
définies. Apres clivage et précipitation de chacun des composés, I'analyse du mélange physique de
chacun des oligomeres synthétisés induit un spectre de masse présentant un pic par taille de chaine.
Chaque pic peut alors étre séquencé par spectrométrie de masse tandem. Puis, en sommant les
informations décodées pour chaque pic, le code entier contenu dans I'échantillon peut étre recouvré,

comme expliqué Figure 86-droite.
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Mélange de polyméres

Polymeére isomoléculaire i . .
isomoléculaires

(2) 2-Q;0,0,0;»
EQ-O,-O,-O,-O-O-O,-G (3) 0-0:0,0,0,0;w

Q.Q.Q.Q.Q.Q.Q.Q] 4) 200,00 00w

a—o-e-o-a-e-o-aoj (1) «-Q;0rw

(5) «-@;0,0,0,0;0;0;w
w-0,0,0;0;0,0:;0,;0 (6) 2-0;0;0:0;0;0;0;0;w

MS MS

(1) (2) (3) (4) (5) (e)

m/z m/z
MS/MS MS/MS

Information décodée : 01000011 010011100101001001010011

Figure 86 : Comparaison de 2 stratégies pour la synthése d’échantillons contenant de I'information. A gauche, stratégie en
une dimension avec une longue chaine encodée. A droite, stratégie en 2 dimensions avec un mélange de plusieurs chaines
monodisperses encodées de masses différentes. Dans les deux cas, le ou les pics obtenus par ESI-MS peuvent étre séquencés
pas MS/MS.

Dans le but de prouver que cette stratégie est adaptée a la synthése d’échantillons contenant un
grand nombre d’informations digitales, des échantillons codant en ASCII pour les acronymes « CNRS » et
« PMC » - qui est le nom de notre équipe — ont été synthétisés via cette méthode. En code ASCII, chaque
caractére est codé par un octet, ce qui signifie que I'acronyme « CNRS » requiert I’'encodage de 4 octets
tandis que « PMC » en nécessite 3, soit respectivement 63 et 47 ajouts d’unité dans le cas d’une
synthese itérative, ce qui n’a pour le moment pas été atteint pour les poly(alcoxyamine amide)s. Des
chafnes isomoléculaires de masses différentes ont donc été synthétisées afin d’avoir les bits requis pour
I’encodage des deux acronymes, comme décrit Figure 87. Il a toutefois fallu définir un sens de lecture.
C’est pourquoi, d’'une part, « CNRS » a été encodé pour une lecture des petites masses vers les grandes
masses lors de la premiere spectrométrie de masses, puis du début de chaine vers la fin de chaine lors
de la fragmentation par spectrométrie de masse tandem. En revanche, « PMC » a été encodé pour une
lecture des grandes masses vers les petites masses, de la fin de chaine vers le début. 6 séquences

isomoléculaires ont donc été synthétisées pour I’échantillon « CNRS », et 5 pour I’échantillon « PMC ».
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1 01
C N R S
C | 01000011 01/0000/11010/011100/1010010/01010011 2 0000
N | 01001110 —_— > > > 3| 11010
R | 01010010 1 2 3 5 4 011100
S | 01010011 Vo ! ! ! 5 | 10100110
-01-0) 4-0000--11010-0) -011100-» -1010010-»  -01010011- 6 | 1010011
C{;de = Sensde la synthése Oﬁga;neres
incrémenter synthétiser
P M C -
0101000/001001/10101/0000/11 1' | 0001010
P | 01010000 < < < -— <« 2 | 100100
M | 01001101 1 2’ 3 q 5’ — 3’ 10101
C | 01000011 I} ! l l l & 0000
1-0001010-v  <-100100- -10101-w -0000- -11- 5’ 11

Figure 87 : Méthode employée pour la synthése des oligoméres monodisperses. A gauche, les lettres a encoder en ASCII. A
droite, les oligomeéres a synthétiser pour le mélange.

3.2 Synthese itérative des oligomeéres encodés monodisperses
Dans un premier temps, chaque composé a été synthétisé séparément puis analysé par SEC, ESI-
HRMS, et par MS/MS afin d’attester de leur isomolécularité et de leur séquence. Les masses exactes de

chaque composé sont répertoriées Tableau 21 ci-dessous.

Composé Séquence m/z, m/z, ‘
-3-1 [01] 448.1453 448.1469
1I-3-2 [0000] 886.4659  886.4683
m-3-3  [11010] 1154.6809  1154.6814
-3-4 [011100] 1380.8491 1380.8481
111-3-5 [1010010] 1607.0172  1607.0185
11-3-6 [01010011] 1847.2010  1847.2034
n-3-1’ [0001010] 1593.0015  1593.0008
W-3-2  [100100] 1366.8334  1366.8323
n-3-3’ [0000] 886.4659 886.4683
I1I-3-47 [11] 886.4659  $86.4683

Tableau 21 : Masses de chaque oligomére monodisperse synthétisé.
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3.3 Mélange intentionnellement polymoléculaire

Dans un second temps, les oligomeres obtenus ont été mis en solution puis mélangés. Les
mélanges « PMC » et « CNRS » ont ensuite été analysés par ESI-HRMS, respectivement Figure 88 et
Figure 89. Ces spectres ont été obtenus en mode négatif afin que chacun des polymeéres soit ionisé en
tant qu’espece simplement déprotonée, puisqu’ils ne contiennent chacun qu’une seule fonction acide.

Il faut noter qu’une étape d’optimisation a di étre effectuée par Laurence Charles pour obtenir
les spectres ci-dessous. Il a d’abord été observé lors des analyses de chaque oligomere, que le
rendement d’ionisation des chaines diminuait lorsque la taille de ces derniéres augmentait,
certainement puisque I'acidité de I'oligomere diminue quand la longueur de sa chaine augmente. En se
basant sur ces considérations, les mélanges ont été préparés dans le but d’obtenir un spectre avec des
pics de méme intensité, comme présenté théoriquement Figure 86. Il est cependant apparu que les
rendements d’ionisation de chaque oligomére différaient une fois inclus dans le mélange. Ce

(178 qui met en relation

comportement peut s’expliquer par des effets de suppression, décrits par Enke,
I’abondance des ions mesurés en masse avec leur concentration relative en surface des gouttelettes
chargées générées par I'ESI. Toutes ces considérations prises en compte, un compromis a été trouvé
dans I'obtention de spectres présentant des pics dont I'intensité augmente lorsque la taille des chaines
diminue. Cette allure de spectre peut par ailleurs se révéler étre une aide de lecture supplémentaire

pour la personne qui décodera le message.

(1)
462.1/464 .1
(2')
886.5/888.5
(3')
1154.7/1156.7
(4)
1366.8/1368.8 (5')
l I 1593.0/1595.0
e e e f T T T L — v & J
400 600 800 1000 1200 1400 1600
m/z

Figure 88 : Spectre ESI-HRMS du mélange des 5 oligoméres monodisperses codant pour « PMC ».
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Figure 89: Analyse du mélange codant pour CNRS. En haut, spectre ESI-HRMS du mélange ou chaque oligomeére est
identifiable. En bas, séquencage par MS/MS du composé 111-3-4. Ce séquengage est effectué pour chaque pic correspondant a

un oligomeére encodé.
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A partir du spectre de masse, chaque pic correspondant a un oligomeére a pu étre identifié en tant
gu’ion précurseur pour se soumettre a un séquencage par spectrométrie de masse tandem. L'exemple
est donné Figure 89 pour le composé IlI-3-4 codant pour [011100], et montre qu’il a été possible de
recouvrer le code contenu par un oligomére bien qu’il soit mélangé aux autres. Ce séquencage a été
réalisé sur chacun des pics présents dans les deux mélanges. Chaque fois, il a permis de décoder

I"acronyme encodé dans I’échantillon, c’est-a-dire « CNRS » et « PMC ».

Pour conclure, il a été démontré qu’un mélange de polymeéres a séquences contrblées de
différentes masses contenant de I'information digitale peut étre analysé par ESI-HRMS en mode négatif,
puis séquencé dans un second temps par spectrométrie de masse tandem. Cette technique a permis
d’obtenir des échantillons contenant jusqu’a 4 octets d’informations, ce qui n’était pas possible par
synthése itérative classique de poly(alcoxyamine amide)s. De plus, cette stratégie n’avait pas été
développée par le passé et pourrait s’avérer tout aussi efficace pour les codes-barres d’ADN. Elle a par
ailleurs été développée par I'équipe et il est désormais possible d’implémenter ce type de code-barres
au sein d’une matrice polymere pour I'étiquetage du matériau."® Ce code est extrait en chauffant le
matériau, c’est pourquoi il a été inscrit le long de chaines poly(uréthane)s et non poly(alcoxyamine
amide) s, puisque ces derniéres se dégradent a partir de 60°C. Toutefois, les poly(alcoxyamine amide)s

se sont avérés utiles pour cette premiere preuve de concept.
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4. Capping partiel pour une lecture sans fragmentation

4.1 Introduction

Alors que la synthése de codes-barres moléculaires a permis d’augmenter la quantité
d’informations digitales contenues dans un échantillon pour une lecture en 2 dimensions, I'idée dans
cette partie est de faciliter la lecture du code incrémenté le long d’une chaine séquencée. En effet, une
premiere analyse par spectrométrie de masse d’un échantillon isomoléculaire donne un pic, qu’il faut
ensuite séquencer en spectrométrie de masse tandem pour décoder. Or, il serait théoriguement
possible de lire le code contenu dans un échantillon dés sa premiére analyse par spectrométrie de
masse — ESI ou MALDI - a condition que ce dernier soit polymoléculaire. Pour ce faire, il faut induire des
terminaisons aprés chaque ajout d’unité codante sur une fraction de chaine. Ainsi, a la fin de la
synthéese, I’échantillon contient des chaines de différentes tailles. L'écart entre chaque pic visible sur le

spectre permettrait alors de remonter au bit ajouté a cet endroit de la séquence.

Afin d’étre plus explicite, 'exemple théorique du mélange attendu et de son analyse par
spectrométrie de masse sur un poly(alcoxyamine amide) codant pour [11100] est donné Figure 90.
Durant les synthése, 5% de TEMPO ont été ajoutés avec le TEMPO-NH, lors des ajouts d’espaceurs. Une
fraction des chaines en croissance a donc réagi avec le TEMPO. Ce dernier ne présentant pas de
fonctions pouvant réagir avec les autres monomeres ajoutés par la suite, il induit la terminaison de ces
chaines. Ce capping partiel a été réalisé aprés chaque ajout d’unité codante. Ainsi, a la fin de la synthése
et aprés clivage, I'échantillon codant pour [11100] devrait contenir les chaines suivantes: [1], [11],
[111], [1110], [11100]. Chacune des chaines citées précédemment étant isomoléculaire, I'observation
d’un pic par longueur de chaine est attendue lors d’une analyse par spectrométrie de masse. La
différence de masse entre chaque pic correspondrait alors a I'ajout d’un espaceur et d’une unité
codante, dont les masses sont connues. |l serait alors possible de remonter au code incrémenté en

calculant simplement I'écart entre chacun des pics présents sur le spectre.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec I'équipe de Hans Bérner a Berlin.
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Figure 90 : Structure d’un échantillon codant pour [11100] optimisé pour une lecture dés la premiére masse. L’écart entre
chaque pic sur le spectre de masse correspond a I’écart de masse ente chacune des chaines présentes dans I’échantillon.
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4.2 Résultats et discussion
4.2.1 Syntheése sur résine Rink-Amide R4

L'équipe de Hans Boérner a au préalable développé cette stratégie pour la synthése de
polypeptides. Ces derniers ont été synthétisés sur une résine Rink-Amide que I'on nommera Rg,4, dont la
structure est donnée Figure 91. Puis ils ont été analysés par MALDI-TOF, I’écart entre les pics présents
sur le spectre de MALDI permettant de remonter a la séquence peptidique. C'est pourquoi, dans un
premier temps, le composé IlI-4-1 codant pour [11100], et dont la structure est dessinée Figure 91, a été
synthétisé sur cette résine. Un espaceur composé d’acides aminés a été ajouté en début de chaine afin
d’augmenter la taille du composé final. Il est en effet requis que méme la plus petite chaine — codant

pour [1] — ait une masse assez élevée pour ne pas se confondre avec la matrice lors de I'analyse par

Résine Rink Amide R,,, .©

';

[+] [+]
H H
HN N O~y N~~~y
N [+]
{bocjH N NH Jk'L
N
\/\:IIO NH{bae) " U“‘N o
Structure attendue du NJ’\'L
. H
0 ? ? composé 1I-4-1 avant ‘ﬁ 0
Q
*f) clivage N

NH

Figure 91 : En haut, structure de la résine R,y. En bas, structure attendue du composé Ill-4-1 pour la chaine la plus longue
codant pour [11100] avant clivage.

Le composé lll-4-1 a été synthétisé avec un capping partiel induit par un ajout de TEMPO,
comme expliqué dans lintroduction. Apres clivage, il a été analysé par MALDI-TOF. Aucun pic ne
correspondait a la structure attendue, et les écarts entre les pics ne pouvaient non plus étre mis en
relation avec le code incrémenté. La structure des poly(alcoxyamine)amides s’est avérée étre moins
bonne candidate pour une analyse par MALDI-TOF que les polypeptides. C'est pourquoi un nouvel essai

a été effectué pour une lecture directe par ESI-HRMS.
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4.2.2 Synthese sur résine Fmoc-Gly-Wang

Le composé lll-4-2 représenté Figure 92, codant pour [11100], a été synthétisé sur résine Rgw.
C’est un poly(alcoxyamine amide) qui contient deux lysines suivies de deux glycines en début de chaine.
Il est, comme précédemment, synthétisé en terminant une fraction des chaines par ajout de TEMPO. Les
structures et masses de toutes les chaines attendues apres clivage ont été représentées précédemment

Figure 90.

Aprés clivage et précipitation sous forme de poudre, I'échantillon a été analysé Figure 92, cette
fois-ci par ESI-HRMS puisqu’il est maintenant établi que cette technique d’analyse est adaptée a la

structure des poly(alcoxyamine amide)s.
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Figure 92 : Analyse ESI-HRMS du composé 111-4-2. En rouge, les chaines dichargées, en gris les mono- et trichargées.
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Les pics doublement chargés de chaque longueur de chaine sont présents et de forte intensité,
donc facilement identifiables. Les écarts entre chacun de ces derniers correspondent parfaitement a
ceux attendus. Il est donc ainsi possible de décoder la séquence en commencgant par la masse la plus

élevée, puis en déduisant les bits incrémentés, de la fin de chaine vers le début de chaine.

En conclusion, une nouvelle technique d’encodage de données le long de chaine polymeéres a été
développée. Elle permet une lecture rapide dés la premiere analyse par spectrométrie de masse, et ne
requiert aucune fragmentation par spectrométrie de masse tandem. Cette stratégie, qui consiste a
induire des terminaisons de chaine apres chaque ajout d’unité codante, pourrait s’adapter a d’autres

types de structure de polyméres a séquences controlées.
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5. Conclusion

Pour conclure, trois différentes approches de la synthése de poly(alcoxyamine amide)s encodées
digitalement ont été étudiées dans ce chapitre : la synthése convergente, |'élaboration de codes-barres
moléculaires pour une lecture en deux dimensions, ainsi que le capping partiel permettant un décodage
des la premiere lecture en masse. Dans le cadre de la synthése convergente, I'ajout de diades codant
pour 2 bits a permis de diminuer le temps de manipulation pour I'expérimentateur lors de la synthése
de chaines longues. De plus, cette approche a permis I'obtention d’un polymere a séquence controlée
contenant 10 unités codantes, supérieur a l'octet atteint dans le cadre d’une synthese itérative
classique. L'apparition de légeres polymolécularités et de fragments internes cyclisés lors du séquencgage
par spectrométrie de masse tandem laissent cependant a penser qu’il serait difficile d’obtenir de plus
longues chaines encodées via cette approche.

C’est pourquoi une seconde approche, ne requérant pas la synthese de chaines plus longues que le
maximum déja atteint, et permettant pourtant d’augmenter la quantité d’informations digitales
stockées au sein d’un échantillon, a été développée. Grace a la synthese de chaines isomoléculaires
mélangées physiquement, I'espace disponible sur un spectre de masse a été optimisé, et un acronyme
de 4 octets a été encodé. La synthese de tels codes-barres peut s’avérer un bon outil dans I'étiquetage
de produits pour combattre la contrefagon. De plus, une telle approche peut s’appliquer a tout type de
polymeéres séquencés, permettant de choisir la structure adéquate pour l'insérer dans le matériau a
labéliser.

Enfin, il a été démontré qu’il est désormais possible de déchiffrer un code moléculaire des une
premiere analyse par spectrométrie de masse, sans avoir recours a un séquengage par spectrométrie de
masse tandem, grace a la terminaison d’une fraction de chaines en croissance aprés chaque ajout
d’unité codante. Cette stratégie s’est révélée adaptée a la lecture de polymeres synthétiques par ESI-
HSMR, comme a celle de biopolymeres par MALDI-TOF. Elle semble donc pouvoir s’adapter a la synthése
de n’importe quel polymere a séquence contrélées, a condition que la synthese de celui-ci implique
I'ajout d’un espaceur apres celui de I'unité codante.

En résumé, les trois stratégies étudiées se sont avérées pertinentes pour la synthése et la lecture
des poly(alcoxyamine amide)s encodées. Elles présentent de plus I'avantage d’étre adaptables a
d’autres types de structures. Or, les poly(alcoxyamine amide)s peuvent montrer certaines limites selon
I"application recherchée : elles se dégradent au-dessus de 60°C, et I'ajout de chaque monomeére requiert
une heure en moyenne. C'est pourquoi une nouvelle structure a été étudiée dans le Chapitre IV. Cette
derniere implique la formation d’un triazole par une SpAAC (Strain-promoted Azide Alkyne
Cycloaddition) mettant en jeu un azoture et une cyclooctyne. La présence de la triple liaison mise en jeu
sur un cycle a 8, et non sur un composé linéaire, devrait permettre une formation rapide du triazole et

ainsi diminuer les temps de synthése des polyméres a séquences contrdlées.
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Chapitre IV

Synthese itérative orthogonale de
poly(alcoxyamine triazole)s







1. Introduction

Dans les chapitres Il et Ill, les poly(alcoxyamine amide)s ont été synthétisés par stratégie
« AB+CD », basée sur deux réactions orthogonales : le couplage radicalaire, et le couplage acide-amine.
Dans le but de diminuer le temps de synthése de polyméres numériques, une nouvelle réaction a été
étudiée en remplacement a cette étape d’amidification: la SpAAC. Ainsi, comme le montre la Figure 93,
la synthese de poly(alcoxyamine triazole)s s’appuie toujours sur une stratégie « AB+CD » mettant en jeu

deux réactions orthogonales : le couplage radicalaire et la SpAAC.

s
b : °‘*~/‘“/“°JL+&

Couplage radicalaire

o]
q c_bﬂk/\/\/"'}m o 0'0'0'090000"”
(s]
o:(_NH R O’ ~N"0 T Br Oligomere encodé
OH

n

P

Figure 93 : Réactions orthogonales mises en jeu pour la synthése de poly(alcoxyamine triazole)s a séquences controlées.

La SpAAC est une réaction qui met en jeu un azoture et un alcyne cyclique, et mene a la
formation d’un triazole. Cette réaction présente différents avantages. Elle peut avoir lieu dans une
grande variété de solvants, présente un rendement quasi-quantitatif en présence de réactifs en
guantités stoechiométriques, mene a la formation de triazoles trés stables, ne nécessite pas I'emploi de
catalyseurs — contrairement a une CUAAC mettant en jeu un azoture et un alcyne linéaire en présence
de cuivre -, et présente des constantes de vitesse élevées.’” % Ces dernieres s’expliquent par le
caractere instable des alcynes cycliques. Cette instabilité, directement corrélée a I’angle des liaisons C-C,
augmente lorsque la taille du cycle diminue. Ainsi, la cyclooctyne a été identifiée comme le plus petit
cycloalcyne isolable, et donc le plus réactif.”®" En effet, son angle de liaison acétyleéne est de 163°,
déviant largement des 180° idéaux conférés par une structure linéaire."®? Cette torsion induit une
tension de cycle d’environ 18 kcal.mol™, supérieure aux 12 kcal.mol™ observés pour un cycloalcane
saturé.!’® # || est alors logique qu’une cyclooctyne réagisse rapidement en présence d’un azoture
organique par addition dipolaire [3+2], afin de former un triazole dont la conformation est bien plus

stable.

La stratégie employée pour la synthése de poly(alcoxyamine triazole)s, décrite Figure 94, met
ainsi en jeu une cyclooctyne fonctionnalisée portant I'unité codante, ainsi qu’'un TEMPO modifié avec
une extrémité azoture, que I'on nommera TEMPO-N;. Les synthéses d’oligomeres ont été effectuées sur

le support solide Rgw. Aprés déprotection de la résine, un premier ajout d’anhydride bromé a été
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effectué dans les conditions optimisées Chapitre Il, afin d’obtenir un bout de chaine bromé, capable de

supporter successivement des étapes de couplages radicalaires et de SpAAC. Les oligomeéres ont ensuite

été clivés de leur support en milieu acide.
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Figure 94 : Voie de synthése des poly(alcoxy triazole)s. (i) Déprotection : CH,Cl,, pipéridine. (ii) Couplage amide-acide : Base,
THF. (iii) Couplage radicalaire : CuBr, Me;TREN, DMSO anhydre. (iv) SpAAC, MeOH/H,0 (80/20). (v) Clivage : TFA/CH,Cl,

(50/50).

122



2. Synthese des monomeres

2.1 Synthese du comonomere espaceur : le TEMPO-N3

Afin de réaliser une synthése itérative « AB+CD », mettant en jeu un couplage radicalaire et une
SpAAC, I'espaceur doit répondre aux criteres suivants : contenir une extrémité TEMPO pour créer une
liaison alcoxyamine comme dans les chapitres Il et lll, avoir une seconde extrémité azoture pour former
un triazole en réagissant avec une cyclooctyne. Toutefois, I'azoture peut conférer un caractere explosif a
la molécule, et pour des raisons de sécurité, la structure visée doit répondre a I'équation ci-dessous,
dans laquelle N¢ représente le nombre d’atomes de carbone, No le nombre d’atomes d’oxygéne, et Ny

celui d’azote.

N¢+Ng >3
Ny

Le composé TEMPO-N; synthétisé a donc le structure donnée Figure 95, présentant un ratio de 3,4,

suffisant pour répondre aux critéres de sécurité.

Nc"'No _15+2_
Ny 5

o]
J'I\./\/\/N:i
N
H

TEMPO-N,

3,4 0-N

Figure 95 : Structure du composé TEMPO-N;.

La synthése du composé TEMPO-N;3, décrite Figure 96, s’est effectuée en 3 étapes. L'étape (i) est
une ouverture de cycle de I’e-caprolactone, qui s’effectue sans solvant, sous chauffage a réflux, pendant
2 heures. Le composé IV-2-1 a ensuite été purifié sur colonne de silice et obtenu avec un rendement de
66%. L'étape (ii) est une étape de tosylation, afin d’ajouter un bon groupe partant qui permettra I'ajout
d’azoture. Le chlorure de tosyle a été ajouté au composé IV-2-1 en présence de triéthylamine dans du
dichlorométhane anhydre pendant 2,5 heures. Le composé IV-2-2 a ensuite été purifié sur colonne de
silice et obtenu avec un rendement de 70%. Enfin, I'azoture de sodium a été ajouté a I'étape (iii)
pendant une nuit dans I’éthanol. Apres extraction puis lavage, le composé IV-2-3 a été obtenu avec un

rendement quantitatif. La synthése du TEMPO-N; présente donc un rendement global de 43,4%.
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Figure 96 : Voie de synthése du TEMPO-N,. (i) Ouverture de cycle de I’s-caprolactone : 2 heures a reflux. (ii) Tosylation : Et;N,
CH,Cl, anhydre, T,, 2.5 heures. (iii) Substitution nucléophile : EtOH, T,, nuit.

La structure radicalaire des composés synthétisés leur conférant des propriétés
paramagnétiques, ils n"ont pas été analysés par RMN. En revanche, les composés IV-2-1, IV-2-2, et IV-2-

3, ont été analysés par ESI-HRMS, respectivement Figure 97, Figure 98, et Figure 99.
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Figure 97 : Analyse ESI-HRMS du composé IV-2-1. Figure 98 : Analyse ESI-HRMS du composé IV-2-2.
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Figure 99 : Analyse ESI-HRMS du composé 1V-2-3. Les fragments non annotés ne sont pas propres a I’échantillon.

Pour chacun des composés synthétisés, I'analyse par spectrométrie de masse a permis de
confirmer la structure désirée, et d’attester de sa pureté. Le composé IV-2-3 a donc été utilisé comme

TEMPO-N; pour la synthese des oligomeres dans ce chapitre.

2.2 Synthese du comonomere codant: la cyclooctyne
2.2.1 Voie A : Synthése du 2-(cyclooct-2-yn-1-yloxy)ethyl 2-bromo-2-methylpropanoate

La cyclooctyne a synthétiser porte l'unité codante. Le composé final doit alors étre une
cyclooctyne — capable de réagir par SpAAC avec I'azoture du TEMPO-N; — fonctionnalisée avec une
extrémité bromée similaire a celle de I'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique, afin de réagir pas
couplage radicalaire avec le TEMPO-Ns. La premiére structure visée a ainsi été celle du 2-(cyclooct-2-yn-
1-yloxy)ethyl 2-bromo-2-methylpropanoate, dessiné Figure 100. Les conditions expérimentales et

analyses de cette section sont détaillées dans la Partie Expérimentale.

(o]

o

Figure 100 : Structure visée de la cyclooctyne codant pour 1.

La synthése du composé s’est effectuée en 4 étapes, détaillées Figure 101. La littérature
rapporte de nombreuses synthéses de cyclooctynes partant du cycloheptene qui se transforme en 8,8-
dibromobicyclo[5.1.0]octane en présence de bromoforme.!*® ¥ Ainsi, I'étape (i) a permis la synthése
du composé IV-2-4, avec un rendement de 84%. En s’appuyant sur la littérature, le diéthanol a été

ajouté en présence de perchlorate d’argent pour former le composé IV-2-5 avec une double liaison C=C
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bromée.™®” Le produit a été obtenu sous forme d’huile jaunatre avec un rendement de 44%. Puis
I’élimination du brome en présence de DBU étape (iii) a permis la formation de la triple liaison pour
obtenir le composé IV-2-6 avec un rendement de 21%. Enfin, I'estérification étape (iv) avec I'anhydride
bromé, en présence d’'HBTU et de DMAP a mené a I'obtention du composé IV-2-7 avec un rendement de
50%.%

Synthése de la cyclooctyne — Voie A

Br
CHBr;, Br Br

HO
_ \/\
Kt-BuOH 5 OH 5 o\//\OH
(i) (i)

IV-2-4 1V-2-5

g @ DBU | (iii)
o Br\})LOJ\‘/Er .
= o ~o H/Br L ©/O\/\OH
()

v-2-7 IV-2-6
Figure 101 : Syntheése de la cyclooctyne voie A. Conditions expérimentales : (i) Hexane, nuit, Ta_(ii) Acétone anhydre, AgClO,
anhydre, T,, 1h, protection de la lumiére. (iii) DMSO, 60°C, nuit. (iv) HBTU, DMAP, THF, 40°C au micro-onde, 90min.

<

Le composé final a été obtenu avec un rendement global de 3,9%. Ce rendement est tres faible.
C'est pourquoi un travail d’optimisation a été entrepris. La voie de synthese optimale a ce jour est

décrite dans la section suivante.

2.2.2  Voie B: Synthése du 4-(cyclooct-2-yn-1-yloxy)butyl 2-bromo-2-methylpropanoate
La nouvelle voie de synthése implique également 4 étapes et meéne a la synthése du 4-(cyclooct-
2-yn-1-yloxy)butyl 2-bromo-2-methylpropanoate dessiné Figure 102. Les conditions expérimentales et

analyses de cette section sont détaillées dans la Partie Expérimentale.

o

=0 JJ\{/
o

Figure 102 : Structure finale visée de la cyclooctyne codant pour 1.

L’étape 1 présente un rendement de 84% et permet d’étre lancée sur plusieurs grammes, elle a
donc été conservée pour cette voie de synthése, détaillée Figure 103. L'étape (ii’) d’addition du 1,4-
butanediol, basée sur la littérature, s’est déroulée en présence de perchlorate d’argent, a I'abri de la
lumiére, en milieu anhydre, a reflux pendant 4 heures.™® Le composé IV-2-8 a été obtenu sous forme

d’huile jaune avec un rendement de 70%. Puis I'étape (iii’) de réduction en triple liaison s’est tenue en
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présence d’hydrure de sodium, en milieu anhydre pendant 5 heures. Aprés purification sur colonne de
silice, le composé IV-2-9 a ainsi été obtenu avec un rendement de 58%. Enfin, I'estérification s’est
effectuée dans le dichlorométhane pendant 24 heures, en présence de DCC et de DMAP. 2% Apres
purification sur colonne de silice, cette approche a permis I'obtention du composé IV-2-10 avec un

rendement quantitatif.

Synthése de la cyclooctyne — Voie B

CHBr; "o Br
NN
: Kt BuOH OH O™ "N0H

("’)
Iv-2-3 Iv-2-8

NaH | (i)
— JJ\{, % H/ = OW\OH
IV-2-10 Iv-2-9

Figure 103 : Synthése de la cyclooctyne voie B. Conditions expérimentales : (i) Hexane, nuit, Ta_(ii’) AgClO, anhydre, Toluéne
anhydre, Pyridine anhydre, reflux, 4 heures, protection de la lumiére. (iii’) DMF/THF (50/50), T,, 5h. (iv’) DCC, DMAP, CH,Cl,,
T,, nuit.

Les composés synthétisés ont été analysés par RMN et spectrométrie de masse. Une RMN
couplée carbone-proton a permis d’attribuer tous les protons au composé final IV-2-10, comme le
montre la Figure 104. La synthése compléte présente un rendement total de 33%, soit presque 10 fois
supérieur a la Voie A. Le composé IV-2-10 obtenu par cette méthode a donc été utilisé pour la synthese

d’oligo(alcoxyamine triazole)s.
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Figure 104 : RMN “H (CDCl;) du composé IV-2-10.
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3. Syntheses d’oligomeres

Les deux comonomeéres nécessaires a la synthése itérative ayant été obtenus, une étude
préliminaire a été menée sur la synthése d’oligo(alcoxyamine triazole)s, dont la stratégie a été décrite
Figure 94. Afin d’évaluer la réactivité de la cyclooctyne synthétisée, une premiére étude s’est effectuée
par suivi RMN de réactions modeles. Dans cette section, les travaux ont été effectués avec l'aide de

Guillaume Fiers.

3.1 Reéactions modeles

3.1.1 Réaction 1 dans I'acétonitrile

Figure 105 : Réaction 1 menant a la formation du composé IV-3-1 suivie par RMN 'H.

Dans un premier temps, un test de réaction SpAAC a été effectué dans un tube RMN, afin de
vérifier la réactivité du composé sur une petite quantité, et de pouvoir évaluer la vitesse de la réaction.
Le TEMPO-N; étant un composé paramagnétique, il n’était pas possible de le faire réagir avec la
cyclooctyne IV-2-10. Un autre composé azoture synthétisé dans I'équipe, le 11-azoture-1-aminodécane,
a été utilisé pour réaliser la réaction 1 test, représentée Figure 105, dans un tube RMN. 2 équivalents de
cyclooctyne ont été ajoutés a 1 équivalent d’azoture, dans de l'acétonitrile deutéré. En effet, de
nombreux exemples de SpAAC se tiennent dans ce solvant.® % Les analyses obtenues n’ont
cependant pas été concluantes. L’interprétation des spectres RMN n’a pas permis de conclure a la
formation d’un triazole. Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer ce résultat. D’'une part, la
présence d’un précipité blanc dans le tube a témoigné d’'un manque de solubilité de la cyclooctyne dans
ce solvant. D’autre part, la présence d’une amine en bout de chaine de I'azoture pourrait induire

d’autres réactions au sein du milieu. C'est pourquoi une nouvelle réaction test a été étudiée.
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3.1.2 Reéaction 2 dans le chloroforme
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Figure 106 : Réaction 2 menant a la formation du composé 1V-3-2 suivie par RMN H.

Cette nouvelle réaction 2, représentée Figure 106, a cette fois-ci été effectuée dans le
chloroforme deutéré. L'azoture utilisé est un composé PEGylé synthétisé par I'équipe. Les spectres RMN
1H des deux composés mis en jeu sont représentés Figure 107 et Figure 108. Les protons a et ¢ de la

cyclooctyne, ainsi que les protons d de I'azoture devraient se décaler lors de la formation du triazole.
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Figure 107 : RMN H (CDCl;) du composé IV-2-10. Figure 108 : RMN “H (CDCl;) de I'azoture PEGylé.

Les évolutions majeures, représentées Figure 109, ont été observées aux environs de 4.2 ppm,
sur le signal intégrant pour le proton c du composé IV-2-10, ainsi que vers 1.92 ppm, pour les protons b
du cycle. Des le début de la réaction, un décalage est observé, certainement d{i aux interactions non
covalentes des deux composés mélangés. Ce décalage ne peut pas témoigner d’une réaction déja
terminée, puisque la cyclooctyne est introduite en excés dans le milieu, son signal de départ devrait
donc rester présent. En revanche, des modifications apparaissent a partir de 1500 minutes, traduisant
certainement la formation du triazole. Cette cinétique semble tres lente, et une fois de plus, un léger

probléme de solubilité de la cyclooctyne est observé.
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Figure 109 : Suivi RMN 'y (CDCI;) de la réaction 2. Zoom sur la partie de 4.3 a 4.0 ppm relativeau proton c de la cyclooctyne a
gauche, et de 1.95 a 1.88 ppm a droite, relative aux protons b de la cyclooctyne ; et sur la partie

3.1.3 Réaction 3 dans le mélange méthanol/eau
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Figure 110 : Réaction 3 menant a la formation du composé IV-3-3 suivie par RMN H.

Dans le but d’accélérer cette réaction, et afin de se défaire des problemes de solubilité
rencontrés ci-avant, un dernier test a été réalisé en changeant de solvant de réaction. L’étape de SpAAC
est souvent effectuée dans I'acétonitrile. Cependant, un manque de solubilité de la cyclooctyne a été
observé dans ce solvant lors des études précédentes par RMN. En outre, il a été démontré que

généralement, plus la proportion en eau augmente, plus la réaction est favorisée.™ Afin de
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contrebalancer le fait que I'eau est un non-solvant pour la résine et induit ainsi sa rétractation, rendant
plus difficile I'acces aux sites réactionnels, le solvant de réaction choisi a donc été le mélange MeOD/D,0
(80/20). Ainsi, si cette étude cinétique est concluante, ce mélange pourra étre choisi comme solvant de
réaction lors de la synthése de poly(alcoxyamine triazole)s. Le composé IV-2-10 et |'azoture ont

respectivement été analysé par RMN 1H Figure 111 et Figure 112 dans ce mélange.
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Figure 111 : RMN "H (MeOD/D,0 ; 80/20) du composé IV- Figure 112: RMN 'H (MeOD/D,O ; 80/20) de I'azoture
2-10. PEGylé.

Le suivi le plus probant a été réalisé aux environs de 3.92 ppm, correspondant au proton c du
composé 1V-2-10. Un zoom sur le suivi cinétique a été effectué Figure 113 au niveau de cette région.
Une déformation du signal est obersvée a partir de 20 minutes de réaction environ. Par ailleurs, un suivi

CCM a été réalisé en paralléle. L'apparition d’une nouvelle tache traduisant la formation du triazole est

observée dés 10 minutes de réaction.
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Figure 113 : Suivi RMN 'y (CDCl3) de la réaction Zoom sur la partie de 4.00 ppm a 3.80 ppm relative au proton c de la
cyclooctine.

On peut donc conclure, d’'une part, que le composé 1V-2-10 synthétisé est actif lorsqu’il est mis en
jeu dans un SpAAC, et d’autre part que le mélange MeOH/H,0 semble étre le meilleur solvant pour une
formation rapide du triazole. Cette étude préliminaire ayant été réalisée, des premiéres synthéses

d’oligo(alcoxyamine triazole)s ont été effectuées.
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3.2 Synthese itérative sur support Rew

La synthése du composé IV-3-3, codant pour [111], a été réalisée sur 50 mg du support Rgy, en
suivant la stratégie décrite Figure 94, avec les monomeéres IV-2-3 et IV-2-10. Dans un premier temps,
toutes les étapes ont été effectuées a température ambiante. L'étape de couplage radicalaire a été
effectuée dans les mémes conditions que dans les chapitres Il et Ill, en présence de cuivre et du ligand
MesTREN, dans le DMSO anhydre, sous argon, et ce pendant une heure. L'étape de SpAAC s’effectue
sans catalyseur, en atmosphére non-inerte. En se basant sur les observations précédentes, le solvant de
réaction choisi a été le mélange MeOH/H,0 (80/20). Afin de maximiser les chances d’obtenir un
oligomeére en fin de synthese, cette étape de SpAAC s’est tenue chaque fois pendant 1,5 heures. En
effet, I’étude cinétique a montré qu’un triazole se formait en quelques minutes dans le tube RMN, mais
les syntheses sur support solide sont plus lentes, puisque I'accés aux sites réactionnels est plus difficile
gu’en solution. A la fin de la synthese, I'oligomére a été clivé de son support en conditions acides puis
précipité dans I’éther. Le composé IV-3-3 a été obtenu avec un rendement de 10% puis analysé par SEC
Figure 114.
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Figure 114 : Analyse SEC du composé IV-3-3.

L'allure polymodale du chromatogramme indique la présence dans I’échantillon de I'oligomeére
recherché codant pour [111] ainsi qu’un plus court codant pour [11]. Ceci indiquerait que I'une des deux
étapes — couplage radicalaire ou SpAAC — ne présente pas un rendement total dans les conditions de

réaction. Le composé a également été analysé par spectrométrie de masse Figure 115.
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Figure 115: Analyse du composé IV-3-3 par spectrométrie de masse. a) Spectre ESI-HRMS. b) Spectre MS/MS de I'ion

précurseur a 687.9 Da.
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Le spectre ESI-HRMS indique la présence de la structure recherchée sous ses formes protonée et
diprotonée, ainsi que celle d’un autre composé X sous sa forme protonée. L'ion précurseur du composé
IV-3-3 a été fragmenté en spectrométrie de masse tandem. Le séquengage des oligo(alcoxyamine
triazole)s par MS/MS induit deux chemins de fragmentation: un premier au niveau des liaisons
alcoxyamines, et un second au niveau de la liaison C-O en a de la double liaison du cycloalcéne. Par
ailleurs, I'impureté X a également été analysée par MS/MS Figure 116. Son chemin de fragmentation
ainsi que sa masse indique bien la présence d’un composé codant pour [11], finissant par une unité
codante bromée. Cette structure indiquerait que I'étape de couplage de couplage radicalaire est

incomplete dans ces conditions.
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Figure 116 : Spectre MS/MS de I'ion précurseur a 799.4.

Un nouvel oligo(alcoxyamine triazole) codant pour [111], le composé IV-3-4, a alors été
synthétisé dans de nouvelles conditions. L'emploi du micro-onde s’était avéré pertinent lors de
I’optimisation des conditions dans le Chapitre Il. C'est pourquoi cet oligomeére a été synthétisé dans les
mémes conditions de réaction que précédemment, mais en ajoutant une chauffe de 40°C au micro-onde
pour chaque étape de couplage radicalaire et de SpAAC. Les temps de réaction sont restés les mémes —
une heure pour le couplage, 1,5 heures pour la SpAAC. Apreés clivage et précipitation, le composé IV-3-4
a été analysé par SEC Figure 117, et par spectrométrie de masse Figure 118.

De tres légers épaulements sont visibles sur le chromatogramme SEC, indiquant que ces
nouvelles conditions ont permis d’améliorer le rendement de chaque étape. De plus, le spectre ESI-
HRMS indique la présence unique de la structure désirée. Une fois de plus, le séquencage par MS/MS

induit deux chemins de fragmentation.
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Figure 117 : Analyse SEC du composé IV-3-4.
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Figure 118 : a) Spectre ESI-HRMS du composé IV-3-4. Les pics non annotés a gauche ne sont pas propres a I’échantillon. b)
Spectre MS/MS du I'ion précurseur a 687,9. Le pic non annoté a gauche est un fragment interne.
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4. Conclusion et perspectives

Pour cette étude préliminaire sur la synthese itérative de poly(alcoxyamine triazole)s a séquences
contrélées, une premiéere conclusion peut étre faite sur la synthése des monomeres. La synthése du
TEMPO-N; s’effectue en trois étapes qui présentent de bons rendements, elle peut donc étre validée. La
synthése de la cyclooctyne est quant a elle plus délicate. Malgré de nombreux essais d’optimisation, elle
s'effectue toujours en 4 étapes nécessitant des étapes de purifications chronophages. D’autres
optimisations restent certainement a apporter a ce niveau.

Par ailleurs, les premiers essais de synthese d’oligomeéres se sont avérés concluants. L’utilisation du
micro-onde semble indispensable a I'étape de couplage radicalaire, cependant une étude permettrait de
réduire le temps de réaction. De méme, les premiers essais de SpAAC se sont déroulés pendant 1,5
heures afin d’optimiser les chances d’obtenir de bons rendements de réaction. Il est cependant possible
qgue ce temps de réaction puisse étre réduit considérablement. De plus, la structure de la cyclooctyne
synthétisée dans ce chapitre appartient a une premiere génération de cyclooctyne, aliphatiques.
D’autres structures, détaillées Figure 119, telles que les mono- puis bi-fluorées ont permis d’améliorer la
réactivité de la triple liaison en insérant un groupement électro-attracteur en position a.™% % plys
récemment, une nouvelle génération de cyclooctynes dibenzoannulées a été développée.’® Leur
grande réactivité est due a I'augmentation de la contrainte de cycle induite par les nombreux carbones
hybridés sp”. Si les cinétiques obtenues pour la SpAAC avec la structure IV-2-10 s’avérent trop lentes, il
serait donc envisageable de s’inspirer des structures citées ci-avant.

Enfin, seule la cyclooctyne fonctionnalisée codant pour 1 a été synthétisée pour le moment. La
méme approche devrait étre utilisée pour synthétiser son équivalent codant pour 0. Ainsi, des

oligo(alcoxyamine triazole)s porteurs d’un code binaire pourraient étre synthétisés.
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Figure 119 : Structure de cyclooctynes reportées dans la littérature, de la moins réactive a la plus réactive.
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Pour conclure, les travaux de cette thése ont été consacrés a la synthése itérative supportée de
polymeéres a séquences controlées, par emploi d’une stratégie orthogonale « AB+CD », pour I'encodage
de données binaires. La majorité des travaux s’est portée sur la synthése de poly(alcoxyamine amide)s,
et le Chapitre Il s’est plus particulierement tourné vers I'étude approfondie de leur synthese, en
optimisant les conditions de réactions, ce sur différents supports. La synthése des poly(alcoxyamine
amide)s a mis en jeu deux réactions orthogonales : le couplage radicalaire et le couplage acide-amide.
Pour ce faire, deux types de comonomeéres ont été employés : le TEMPO-NH, avec une fonction amine A
et une fonction nitroxyde B, utilisé en tant qu’espaceur, ainsi qu’un anhydride bromé avec une fonction
acide C et carbone bromé en a D, utilisé en tant qu’unité codante. Il a en effet été défini arbitrairement
qgue l'anhydride 2-bromo-2méthylpropanoique code pour 1, alors que I'anhydride 2-bromo-2-
propanoique code pour 0.

Les premiers travaux ont été réalisés sur la résine Rgy. lls ont permis de mettre en évidence
I'aspect pratique de la synthése itérative sur support solide. En effet, dans cette approche, les réactifs
sont introduits en exces dans un tube SPE. Puis, a la fin de chaque étape, les composés n’ayant pas réagi
pour se fixer a la chaine en croissance sur les billes de résine sont éliminés par simple lavage. Cette
approche permet donc de se libérer des étapes de purification, sur colonne de silice par exemple,
chronophages. Par ailleurs, I'optimisation des conditions de réaction a montré que I'emploi du micro-
onde pour les étapes de couplage radicalaire était pertinent pour obtenir des rendements quantitatifs a
chaque étape, nécessaires a I'obtention d’un polymeére isomoléculaire. Ainsi, une bibliothéque de 8
oligo(alcoxyamine amide)s codant pour 3 bits, ainsi que des polyméres contenant jusqu’a un octet
d’informations ont été synthétisés. En outre, la présence de liaisons alcoxyamines au sein de la structure
s’est avérée intéressante pour un séquencage par spectrométrie de masse tandem. En effet, ces liaisons
thermolabiles rompent sous I'effet d’'un clivage homolytique. Ainsi, en envoyant une faible énergie au
composé analysé, le chemin de fragmentation de ce dernier est prédictible. Les masses de chaque
fragment dépendant des unités codantes contenues — 0 ou 1 -, le séquencage par MS/MS a chaque fois
permis de décoder les codes binaires incrémentés le long des chaines.

Par la suite, la synthese itérative des poly(alcoxyamine amide)s a été étudiée sur d’autres
supports. En particulier, la synthese « AB+CD » a été effectuée sur des supports solubles qui présentent
certains avantages par rapport aux résines. En effet, un support soluble est soluble dans les conditions
d’ajouts de monomeres, et peut précipiter dans un non-solvant. Les ajouts de monomeres s’effectuent
donc en solution — avec de meilleures accessibilités aux sites réactifs que sur support solide — puis la
purification se fait par précipitation. Des oligo(alcoxyamine amide)s ont été synthétisés sur différents
supports solubles polystyrene synthétisés par ATRP. Leurs différents taux de fonctionnalisation ont
permis de mettre en avant l'influence de ce dernier lors de la synthése itérative. En effet, un taux de
fonctionnalisation trop élevé induit des réactions inter-chaines formant des ponts, augmentant ainsi la
polymolécularité de I’échantillon. En revanche, I'inconvénient majeur de I'emploi de ce type de support

demeure le faible taux de précipitation a la fin de chaque étape. C'est pourquoi un dernier support a été
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étudié : le support fluoré. Ce support combine a la fois les avantages de la synthése en solution —
comme le support soluble — et |a facilité de purification — comme le support solide. La chaine perfluorée
utilisée en tant que support est soluble dans les conditions d’ajouts de monomeéres. Puis la purification
s’effectue sur colonne de silice per-fluorée. Un lavage avec un éluant fluorophobe permet d’6ter tous les
composés non-attachés au support, puis une élution avec un solvant fluorophile permet de récupérer le
support avec la chaine en croissance. Cependant, de nombreux problémes de purification ont été
rencontrés lors de la synthese d’oligo(alcoxyamine amide)s. Les rendements de récupération étaient
tres faibles, notamment apres les étapes de couplage radicalaire. L’hypothése a été avancée que la
présence d’'une amine primaire en bout de chaine pouvait engendrer des interactions avec la colonne,
menant a des problemes de rétention. Cette hypothése pourrait étre validée en essayant la synthése
itérative de polymeres a séquences contrdlées avec une autre structure, n’impliquant pas de bout de
chafne —NH, au cours de la synthese.

Ces études menées Chapitre Il ont permis de mettre en avant la pertinence du choix des réactifs
et des réactions mises en jeu pour la synthése itérative de polymeres a séquences contrbélées pour
I’encodage de données. De plus, la structure des poly(alcoxyamine amide)s permet un décodage aisé par

spectrométrie de masse tandem.

Une preuve de concept ayant été obtenue pour I'encodage de données via la synthése de
poly(alcoxyamine amide)s a séquences contrélées, les études du Chapitre lll ont été orientées vers
I'optimisation de la synthése pour I'écriture, le stockage, et la lecture d’informations digitales. Dans un
premier temps, quatres diades ont été synthétisées pour mettre en place une stratégie convergente. La
synthése de diades sur résine Ry a permis de mettre au point des conditions d’estérification avec les
anhydrides bromés. Puis, les ligations successives de ces diades ont permis des syntheses plus rapides
de longues chaines, contenant jusqu’a 10 bits d’informations. Cette étude a permis d’apercevoir les
limites d’une telle synthése. En effet, I'analyse par spectrométrie de masse du plus long polymeére a mis
en évidence |'apparition de composés cycliques. Ces observations laissent supposer que le nombre de
réactions interchaines risque d’augmenter si la longueur des chaines augmente.

Fort de ces observations, une nouvelle étude a été menée dans le but d’augmenter la quantité
d’informations contenues au sein d’un échantillon, tout en ne nécessitant pas d’augmenter la longueur
des chaines oligo(alcoxyamine amide)s. Le concept est basé sur I'optimisation de I'espace sur un spectre
de masse. Pour ce faire, des chaines isomoléculaires de masses différentes ont été synthétisées par voie
itérative sur support solide Rgw. Une fois en solution, elles ont été mélangées puis le mélange a été
analysé par ESI-HRMS. Grace a la polymolécularité intentionnellement induite par ce mélange, le spectre
obtenu a donc présenté un pic par chaine de taille différente, bien plus optimisé que lors de I'analyse
d’un échantillon isomoléculaire dont le spectre ne contient qu’un seul pic. Puis, le séquencage par

MS/MS de chacun de ces pics a permis de décoder deux échantillons, codant pour les acronymes
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« CNRS » et « CMP », et contenant respectivement 32 et 24 bits d’informations. Cette approche a donc
permis de coder de plus longs messages, sans avoir a augmenter la longueur des chaines synthétisées.
En outre, I'utilisation de tels codes-barres moléculaires pourrait trouver son application dans la lutte
anti-contrefagon, en étiquetant les matériaux avec une faible fraction de ce code-barres dans la matrice.
Cependant, les liaisons alcoxyamines induisent une dégradation du composé a 60°C, température qui
pourrait étre atteinte lors des processus de mise en ceuvre. C'est pourquoi ce concept devrait
s'appliquer a des polymeres a séquences controlées présentant d’autres architectures, tel que les
poly(uréthane)s.

Enfin, une derniere approche a été envisagée dans le Chapitre lll, pour faciliter la lecture du
code. Linduction intentionnelle de terminaison d’une fraction des chaines en croissance aprés chaque
ajout d’unité codante a permis de lire le code incrémenté le long des chaines oligo(alcoxyamine amide)s,
sans fragmentation. En effet, lors de la synthése des polymeres, une faible fraction de TEMPO a été
ajoutée en présence du TEMPO-NH, a chaque étape de couplage radicalaire, induisant la terminaison
d’une fraction des chaines en croissance. Ainsi, aprés le clivage, des chaines de différentes tailles
correspondant a chaque étape de synthese étaient présentes au sein de I’échantillon. L’analyse par
spectrométrie de masse a permis de recouvrer le code incrémenté en mesurant |'écart entre chaque pic,
spécifique a I'unité codante 0 ou 1. Les premiéres études ont été réalisées en MALDI-TOF, et elles ont pu
mettre en évidence que la structure des poly(alcoxyamine amide)s répond mal a cette technique. En
revanche, les résultats ont été concluants lors des analyses par ESI-HRMS.

Le Chapitre Ill a donc développé différents exemples d’optimisation de synthese pour I'écriture,
le stockage, et la lecture d’informations. Une ouverture pourrait étre I'étude d’une possibilité de
réinscription le long des chaine poly(alcoxyamine amide)s. En effet, ce polymére possede des liaisons
alcoxyamines, thermolabiles. Une étude poussée du comportement dynamique de ces liaisons pourrait

étre une piste pour la réinscription de données le long d’une chaine polymere a séquences contrblées.

Enfin, le Chapitre IV a été consacré a I'étude d’un nouveau type d’oligomeres encodés, les
poly(alcoxyamine triazole)s. Ces polymeéres ont été synthétisés par synthese itérative sur support solide
Rew, par stratégie « AB+CD ». L'étape de couplage radicalaire a été conservée, tandis que la seconde
réaction orthogonale mise en jeu est une SpAAC. Dans cette réaction, un cycloalcyne et un azoture
réagissent en absence de catalyseur, pour former rapidement un triazole, la réaction étant accélérée par
la torsion du cycloalcyne. C'est pourquoi les deux comonomeres utilisés pour la synthese d’oligomeres
ont été : I'espaceur TEMPO-N; avec une fonction azoture A et une fonction nitroxyde B, ainsi qu’un
comonomere codant, une cyclooctyne présentant une fonction alcyne C et carbone bromé en a D. La
synthése du TEMPO-N; s’est effectuée en 3 étapes avec de bons rendements, tandis que la synthése de
la cyclooctyne s’est effectuée en 4 étapes, plus longues, avec des rendements plus faibles. La difficulté

de synthése de ce monomeére pourrait étre un point négatif a la synthése des poly(alcoxyamine
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triazole)s. En revanche, les structures désirées ayant été obtenues, des premiers essais de synthése
d’oligoméres ont été effectués. L'étape de SpAAC s’est déroulée en milieu non contr6lé, dans le
mélange MeOH/H,0 (80/20). L’étude par spectrométrie de masse des composés obtenus a démontré
que l'utilisation du micro-onde permettait I'obtention d’oligoméres isomoléculaires, et était nécessaire a
I’étape de couplage radicalaire pour obtenir un rendement total. En outre, le séquencage par MS/MS
donne lieu a 2 chemins de fragmentation, un premier au niveau des liaisons alcoxyamines, ainsi qu’un
second au niveau des liaisons C-O en a de la double liaison du cycloocténe.

Les premiers résultats obtenus sur la synthése d’oligo(alcoxyamine triazole)s sont
encourageants, alors que cette étude reste encore a approfondir. Il faudrait en effet synthétiser la
cyclooctyne équivalente codant pour 0, et optimiser les conditions de réaction. L'étape de couplage
radicalaire semble plus lente que lors de la synthése des poly(alcoxyamine amide)s, une étude de
nouveaux ligands pourrait étre judicieuse. Quant a I'’étape de SpAAC, un seul solvant et un seul temps de
réaction ont été testés. Ce temps pourrait certainement étre diminué, tandis qu’une optimisation du
solvant pourrait étre effectuée. De plus, la structure de la cyclooctyne pourrait étre améliorée afin
d’augmenter encore la vitesse de réaction. Il a en effet été démontré que les cyclooctynes fluorées ou
bicyclisées sont plus réactives que les aliphatiques. Enfin, puisqu’une nouvelle fragmentation est induite
en spectrométrie de masse tandem due a l'utilisation de la cycloctyne, un nouveau design des
monomeres pourrait étre envisagé afin de mettre en jeu une nouvelle réaction orthogonale a la SpAAC,
ne menant pas a la formation de liaisons alcoxyamines. Le choix d’une nouvelle architecture pourrait
permettre de répondre a de nouveaux besoins, tels que ceux de la tenue en température pour

I’étiquetage anti-contrefagon par exemple.

En conclusion, les travaux de cette thése ont ouvert de nouvelles pistes a la synthese de
polyméres numériques. La synthése itérative des poly(alcoxyamine amide)s et poly(alcoxyamine

Iy

triazole)s a démontré la pertinence de la stratégie « AB+CD » pour l'obtention de polymeéres

Q)

séqguences controélées sans I'emploi de groupements protecteurs, cette stratégie pouvant s’appliquer a
un large choix de réactions orthogonales. Enfin, I’analyse de ces polymeres par spectrométrie de masse
a montré qu’un séquencage par MS/MS était une technique appropriée pour décoder le code
incrémenté le long des chaines, grace a la présence de liaisons faibles dans I'architecture des composés.

Bien que les premiers résultats obtenus Chapitre IV lors de la synthése d’oligo(alcoxyamine
triazole)s soient trés encourageants, de nombreux aspects restent a étudier. Sur un plan plus général,
les syntheéses de polyméres encodés ont été effectuées en utilisant un comonomeére codant, ainsi
gu’une unité TEMPO utilisé en tant qu’espaceur. Il pourrait étre judicieux de travailler sur la structure de
ce dernier dans le but de coder également via cette unité. Cette approche pourrait permettre de
doubler la quantité d’informations incrémentées le long d’'une chaine, pour un méme nombre d’étapes.

Dans I'absolu, les travaux de cette thése ont au final mené a de nombreuses syntheses concluantes de
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polyméres a séquences contrdlées encodés numériquement, encourageantes pour le développement de

nouvelles structures de tels polymeéres numériques, via une approche multi-étapes.
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Partie Expérimentale







1. Techniques d’analyse et matériel utilisé

1.1 Résonance magnétique nucléaire
Les spectres RMN 'H, 3C, et en deux dimensions ont été enregistrés sur un spectrométre Brucker
Avance 400MHz dans les solvants deutérés suivants : CDCl; CD;CN, MeOD, D,0.

1.2 Chromatographie

Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de silice (MERCK 60F 254,
épaisseur 0.25mm).

Les chromatographies par exclusion stérique (SEC) ont été réalisées par un systeme de chromatographie
d’exclusion stérique équipé d’une pompe Shimadzu LC20AC; de quatre colonnes individuelles PLgel
avec des pores de dimensions variées (Agilent Technologies, 50 A, 100 A, 500 A, 1000 A, 5 pm, 300 mm x
7.5 mm) et d’un réfractométre différentiel Shimatzo RID10A. Les analyses ont été réalisées avec une
vitesse d’élution de 1 mL.min™ dans le THF avec le toluéne comme marqueur. La calibration des masses

molaires est basée sur seize standards de polystyréne linéaires fournis par Polymer Laboratories.

1.3 Spectroscopie infrarouge
Les composés ont été analysés a I'aide d’un spectrometre Bruker Vertex 70 a transformée de Fourier,

mode réflexion totale atténuée (ATR), cristal : diamant, résolution : 2 cm™.

1.4 Spectrométrie de masse

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

chez Applied Biosystems.

1.5 Micro-onde
Les synthéses au micro-onde ont été réalisées en employant le micro-onde Monowave 300 de chez

Antoon Paar, sous agitation magnétique a 600 rpm.
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1.6 Synthese itérative

Les syntheses sur support solide ont été réalisées dans des tube SPE de 6mL en polypropyléne avec un
fritté de porosité de 20 um, fournis par SUPELCO. Les tubes ont été agités a |'aide d’un agitateur IKA HS
260.

Lors des synthéses sur support fluoré, les séparations ont été effectuées sur colonnes de silice

perfluorée FluoroFlash© de chez Boron Specialties, de 8mL contenant 2 g de silice.

2. Réactifs et solvants

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

contraire.

4-Amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (4-amino TEMPO, TCl, 97%), 2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO, Alfa Aesar, 98%), acide 2-bromo-isobutyrique (Alfa Aesar, 98%),
acide 2-bromopropionique (Aldrich, 99%), tris(2-dimethylaminoethyl)amine (Alfa Aesar, > 99%), acide
trifluoroacétique (Sigma-Aldrich, 99%), N,N-dicyclohexylcarbodiimide (Alfa Aesar, 99%), pipéridine
(Sigma-Aldrich, 99%), carbonate de potassium (Prolabo, 99%), N-éthyldiisopropylamine (DIPEA, Alfa
Aesar, 99%), dichlorométhane (DCM, Carlo Erba, 99.9%), dichlorométhane anhydre (Sigma Aldrich, 2
99.8%, amylene comme stabilisant) tétrahydrofurane (THF, Aldrich, 99%, stabilisé avec BHT), diméthyle
sulfoxyde anhydre (DMSO, Aldrich, > 99.6%), résine Fmoc-Gly-Wang (Novabiochem, 0.7 mmol.g™),
Tris(2-dimethylaminoethyl)amine (MesTREN, Alfa Aesar, > 99%), sulfate de cuivre (Il) (Sigma Aldrich, >
99%), acide L-ascorbique (Sigma Aldrich, 99%), bromure de cuivre (ll) (Alfa Aesar, 99%), chlorure de
cuivre (ll) (Alfa Aesar, 99%), 2-éthylhexanote d’étain (ll) (Alfa Aesar, 96%), anisole (Sigma Aldrich, 99%),
cuprisorb (Seachem), 3-(Fmoc-amino)-1-propanol (Iris Biotech, 99%), 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP,
Alfa Aesar, 99%), triéthylamine (Acros Organic, > 97%), bromure de 2-Bromoisobutiryle (Alfa Aesar,
97%), sulfate de sodium anhydre (Fischer Scientific, 99.6%), 2-[(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-Tridecafluoro-
1,1-dimethylnonyloxy) carbonyloxyimino]-2-phenylacetonitrile (Sigma Aldrich, 95%), résine Wang
(Novabiochem, 0.94 mmol.g?), O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N'N'-tétraméthyleuronium
hexofluorophosphate (HBTU, Iris Biotech, 99%), N,N-Diméthylformamide (DMF, Sigma Aldrich, 99.8%),
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH (Iris Biotech, > 99%), Fmoc-Gly-OH (Iris Biotech, > 99%), benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP, Novabiochem, 99%), 1-Methyl-2-
pyrrolidinone (NMP, Alfa Aesar, 99%), e-Caprolactone (Sigma Aldrich, 97%), chlorure de tosyle (Alfa
Aesar, 98%), azoture de sodium (Alfa Aesar, 97%), cycloheptéene (Alfa Aesar, 96% stabilisé avec 0.1% de
BHT), tert-butoxyde de potassium (Alfa Aesar, 97%), éthanol absolu (VWR, 99.8%), n-pentane anhydre
(Alfa Aesar, > 99.8%), bromoforme (Alfa Aesar, 97%, stabilisé avec éthanol), éthyléne glycol anhydre
(Acros Organics, 99.8%), perchlorate d’argent anhydre (Alfa Aesar), acétone anhydre (Fischer Scientific),
1,8-diazabicyclo[5.4.0lundec-7-eéne (DBU, TCl, 98%), toluene anhydre (Sigma Aldrich, 99.8%), pyridine

150



anhydre (Sigma Aldrich, 99.8%), 1,4-Butanediol (Alfa Aesar, 99%), hydrure de sodium (Sigma Aldrich,

60% en suspension dans une huile minérale), méthanol (Carlo Erba, 99.9%).

Le bromure de cuivre (I) a été purifié par agitation pendant une nuit dans I'acide acétique, puis lavé a
I’éthanol et séché sous vide. Le THF distillé a été purifié par passage sur colonne d’alumine active sous
argon (GT S100).

3. Synthese et analyses
3.1 Syntheses du Chapitre II

3.1.1 Synthese de 'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique codant pour 1

(0] 0 (o)
DCC
Br —— 5 Br Br
OH DCM Anh. \PLOJ\\/
Nuit, T,

6.8 g (1 eq.) d’acide 2-bromo-2-méthylpropanoique sont introduits dans un ballon, dégazé a I'aide de

trois cycles vide/argon. Puis 50 mL de dichlorométhane anhydre sont ajoutés a travers le septum. Enfin,
10 g (0.5 eq) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dissouts dans 20 mL de dichlorométhane anhydre sont
ajoutés au milieu. La réaction se tient toute la nuit a température ambiante. A la fin de la réaction, le
précipité blanc est filtré et le filtrat est concentré a I'aide de I’évaporateur rotatif. Puis environ 60 mL de
pentane sont ajoutés, et le milieu est agité jusqu’a ce que tout I'anhydride ait été dissout. Seule la
fraction d’acide restante n’est pas solubilisée. Apres filtration, le filtrat est évaporé. L'anhydride est

obtenu sous forme de poudre blanche avec un rendement de 50% en moyenne.

RMN H (CDC3) & (ppm) : 2.00 (s,12H)
RMN 3C (CDCl3) & (ppm) : 165.9, 55.11, 30.18

3.1.2 Synthese de 'anhydride 2-bromo-propanoique codant pour 0

0 (0] (o)
Br DCC Br Br
OH DCM Anh.
Nuit, T,

6.8 g (1 eq.) d’acide 2-bromo-propanoique sont introduits dans un ballon, dégazé a I'aide de trois cycles
vide/argon. Puis 50 mL de dichlorométhane anhydre sont ajoutés a travers le septum. Enfin, 10 g (0.5
eq) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dissouts dans 20 mL de dichlorométhane anhydre sont ajoutés au

milieu. La réaction se tient toute la nuit a température ambiante. A la fin de la réaction, le précipité

151



blanc est filtré et le filtrat est concentré a I'aide de I'’évaporateur rotatif. Puis environ 60mL de pentane
sont ajoutés, et le milieu est agité jusqu’a ce que tout I'anhydride ait été dissout. Seule la fraction
d’acide restante n’est pas solubilisée. Apreés filtration, le filtrat est évaporé. L'anhydride est obtenu sous

forme de poudre blanche avec un rendement de 50% en moyenne.

RMN *H (CDCl;) & (ppm) : 4.48-4.43 (m,2H), 1.90-1.88 (dd, 6H)
RMN *3C (CDCl3) & (ppm) : 164.57, 39.19, 21.06

3.1.3 Stratégie générale de synthése des poly(alcoxyamine amide)s sur support Rew

Les syntheéses itératives de poly(alcoxyamine amide)s sur support Rgy ont été effectuées en suivant les
étapes suivantes. La résine Rgw est une résine Fmoc-Gly-Wang chargée a 0.7 mmol.g . Les synthéses se
sont effectuées dans un tube SPE de 6mL. Lors de la synthese, les étape 2 et 3 sont interchangeables
selon I'unité codante incrémentée, et s’alternent avec I'étape 4. Ces étapes sont répétées le nombre de

fois fixé par I'expérimentateur, avant le clivage étape 5.

Etape 1 : Déprotection de la résine Ry

0.2 g (0.14 mmmol, 1eq.) de résine Rgw sont placés dans un tube SPE, puis la résine est gonflée en
agitant dans le CH,Cl, pendant 30 minutes. Puis, une solution pipéridine/ CH,Cl, (3 mL/3 mL) est
introduite au milieu. L’agitation se tient pendant 20 minutes, puis une nouvelle solution pipéridine/
CH,Cl, (3 mL/3 mL) est introduite, pour une seconde agitation de 20 minutes afin de s’assurer de la

déprotection de tous les sites. Puis la résine est lavée au CH,Cl,.

Etape 2 : Ajout de 'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique codant pour 1

0.212 g (5 eq.) d’anhydride 1 et 0.248 g (12 eq.) de K,COs sont ajoutés au milieu. La réaction se tient
pendant 50 minutes a température ambiante, dans 6mL de THF. A la fin de la réaction, le mélange
réactionnel est lavé a I'eau pour enlever I'excédent de K,COs;, puis au THF pour éliminer I'exces
d’anhydride.

Etape 3 : Ajout de 'anhydride 2-bromo-propanoique codant pour 0
0.193 g (5 eq.) d’anhydride 0 et 0.29 mL (12 eq.) de DIPEA sont ajoutés au milieu. La réaction se tient
pendant 50 minutes a température ambiante, dans 6mL de THF. A la fin de la réaction, un lavage au THF

est effectué.

Etape 4 : Ajout du TEMPO-NH,

0.143 g (6 eq.) de TEMPO-NH, et 0.12 mL (3.2 eq.) de MegTREN sont dissouts dans 4 mL de DMSO
anhydre, et le mélange est introduit dans le tube SPE. Ce dernier est fermé a I’aide un septum et purgé a
I’'argon pendant environ 15 minutes, puis 0.060 g (3 eq.) de CuBr sont rapidement ajoutés au milieu.
L'agitation se tient pendant 40 minutes sous atmosphere inerte, puis les billes de résine sont lavées au
THF.
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A partir du troisieme ajout de TEMPO-NH,, la réaction se tient pendant 1.5 heures au micro-onde, a

40°C, afin d’obtenir des rendements quantitatifs de réaction.

Etape 5 : Clivage des oligoméres de la résine
Les billes de résine sont introduites dans un ballon, dans lequel est ajouté une solution de TFA/CH,Cl, (3

mL/3 mL) pendant 2 heures. Aprés la réaction, les billes de résine sont filtrées et le filtrat est concentré
puis précipité dans I'éther. Le mélange est ensuite dissout dans quelques millilitres de THF, le résidu
insoluble est éliminé par filtration. Le filtrat est de nouveau concentré puis les oligomeres sont isolés par
précipitation dans I'éther sous forme de poudre blanche. Les oligomeres ne contenant que 2 unités

codantes sont trop courts pour étre précipités et sont isolés par simple évaporation du TFA.

3.1.4 Analyse de la bibliothéque des 8 oligomeéres codant pour 3 bits

Les oligomeéres synthétisés ont été analysés par spectrométrie de masse.
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Figure 120 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [100] et son séquengage par MS/MS.
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Figure 121 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [011] et son séquencage par MS/MS.
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Figure 122 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [101] et son séquengage par MS/MS.
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Figure 123 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [000] et son séquencage par MS/MS.
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Figure 124 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [110] et son séquengage par MS/MS.
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Figure 125 : Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [010] et son séquengage par MS/MS.
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Figure 126: Analyse ESI-HRMS du composé codant pour [001] et son séquencgage par MS/MS.
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Figure 127 : RMN 'y (CDCl3) de I'oligomeére codant pour [111].
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Figure 128 : RMN “3C (CDCl;) de P'oligomeére codant pour [111].
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3.1.5 Synthese d’oligo(alcoxyamine amide)s en utilisant le systeme acide
ascorbique/CuSO,4 pour I'étape de couplage radicalaire

Les synthéses d’oligo(alcoxyamine amide)s dans cette partie ont été effectuée sur support Rgw en se

basant sur la stratégie générale détaillée en 3.1.3. Seules les conditions de I'étape 4 de couplage

radicalaire ont été modifiées.

Etape 4 : Ajout du TEMPO-NH, en présence du systéme acide ascorbique/CuSO,

0.144 g (6 eq.) de TEMPO-NH,, 0.074 g (3 eq.) d’acide ascorbique, ainsi que 0.067 g (3 eq.) de CuSO, sont
introduits dans un tube SPE puis dissouts dans 4 mL de DMSO anhydre. Le tube est fermé avec un
septum et le milieu est mis a agiter tout en bullant sous argon, les temps indiqués dans le Chapitre Il

pour chaque composé. A la fin de la réaction, un lavage a I'eau puis un lavage au THF sont effectués.

3.1.6 Synthese d’oligo(alcoxyamine amide)s en utilisant le systéme CuX./Sn(II) pour
I’étape de couplage radicalaire

Les synthéses d’oligo(alcoxyamine amide)s dans cette partie ont été effectuées sur support Rgw €n se

basant sur la stratégie générale détaillée en 3.1.3. Seules les conditions de I'étape 4 de couplage

radicalaire ont été modifiées.

Etape 4 : Ajout du TEMPO-NH, en présence du systéme CuBr,/Sn(ll)

Dans le tube SPE, 0.144 g (6 eq.) de TEMPO-NH,, 0.097 g (3 eq.) de CuBr,, et 0.11 mL (3 eq.) de MegTREN
sont dissouts dans 2.5 mL d’anisole. Le tube est ensuite fermé avec un septum et le milieu est purgé
sous argon pendant 15 minutes. Une solution de 0.170 g (3 eq.) de 2-éthyl-hexanoate d’étain dans 2.5
mL d’anisole est ensuite ajoutée au milieu a travers le septum. La réaction se tient en milieu fermé sous
agitation mécanique, a température ambiante, le temps indiqué pour chaque composé dans le Chapitre

Il. A la fin de la réaction, un lavage a I'eau puis un lavage au THF sont effectués.

Etape 4 : Ajout du TEMPO-NH;en présence du systéme CuCl,/Sn(ll)

Dans le tube SPE, 0.144 g (6 eq.) de TEMPO-NH,, 0.056 g (3 eq.) de CuCl,, et 0.11 mL (3 eq.) de MegTREN
sont dissouts dans 2.5 mL d’anisole. Le tube est ensuite fermé avec un septum et le milieu est purgé
sous argon pendant 15 minutes. Une solution de 0.170 g (3eq.) de 2-éthyl-hexanoate d’étain dans 2.5mL
d’anisole est ensuite ajoutée au milieu a travers le septum. La réaction se tient en milieu fermé sous
agitation mécanique, a la température et aux temps indiqués pour chaque composé dans le Chapitre Il.

A la fin de la réaction, un lavage a I’eau puis un lavage au THF sont effectués.
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3.1.7 Synthese de poly(alcoxyamine amide)s sur une longue chaine poly(alcoxyamine
amide) utilisée en tant que support soluble
Dans cette section, les synthéses ont été effectuées sur 15 mg de poly(alcoxyamine amide) [1]; ou [1]s.

Un ajout d’unité TEMPO-NH, suivi d’un ajout d’anhydride codant pour 1 ont été réalisés en solution.

Ajout du TEMPO-NH,

15 mg de support sont introduits dans un ballon, en présence de 9.2 mg (6 eq.) de TEMPO-NH,, et 7.7 uL
(3.2 eq.) de MegTREN. Les réactifs sont placés sous atmosphere inerte, puis dissouts dans 4mL de THF
distillé. Le milieu est placé a buller sous argon pendant 15 minutes, puis 3.9 mg (3 eq.) de CuBr sont
introduits rapidement. La réaction se tient pensant 40minutes sous agitation magnétique a 40°C, dans
un bain thermostaté ou dans le micro-onde, selon les conditions indiquées Chapitre Il. Aprées la réaction,
le milieu est concentré a I'’évaporateur rotatif, puis précipité dans I'éther froid. Si une couleur bleue
témoignant la présence de cuivre persiste, il est mis en solution une nuit avec des billes de Cuprisorb®,

qui sont filtrées le lendemain matin.

Ajout de I'anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique
Sur 15 mg de support, 13.7 mg (4.8 eq.) d’ anhydride 2-bromo-2-méthylpropanoique, ainsi que 14.1 mg
(12 eq.) sont ajoutés dans 4 mL de THF. La réaction se tient pendant une heure a température ambiante

sous agitation magnétique. Puis le milieu est reconcentré et précipité dans I'éther froid.

3.1.8 Stratégie générale de synthese des poly(alcoxyamine amide)s sur les supports
solubles Sy, S1, et S2

Lors de I'étude sur ces différents supports, la stratégie de synthese, décrite ci-dessous, est restée la

méme. Seules les quantités de départ et le non-solvant de précipitation (méthanol ou pentane) varient,

comme le détaille le Chapitre Il. Les étapes 2 et 3 s’alternent le nombre de fois choisi, plus I'étape 4 de

clivage a lieu aprés une étape 2 d’ajout d’anhydride.

Etape 1 : Déprotection du support
Le support est mis a agiter dans une solution pipéridine/ CH,Cl, (3 mL/3 mL) est introduite au milieu.
L'agitation se tient pendant 50 minutes a température ambiante. Puis le milieu est précipité au goutte a

goutte dans 60 mL de non-solvant.

Etape 2 : Ajout de 'anhydride codant pour 0 ou pour 1
0.075 g (5 eq.) d’anhydride et 12 eq. de DIPEA sont ajoutés au milieu. La réaction se tient pendant 50
minutes a température ambiante, dans 6 mL de THF. A la fin de la réaction, le milieu est précipité au

goutte a goutte dans 60 mL de non-solvant.
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Etape 3 : Ajout du TEMPO-NH,

0.045 g (6 eq.) de TEMPO-NH, et 3.2 eq. de MegTREN sont ajoutés au milieu, dans 6mL de THF distillé.
Un bullage a I'argon se tient pendant environ 15 minutes. Puis 3 eq. de CuBr sont rapidement ajoutés au
milieu. L’agitation se tient pendant 40 minutes sous atmosphére inerte. A la fin de la réaction, le milieu

est précipité au goutte a goutte dans 60 mL de non-solvant (voir 11.5.2).

Etape 4 : Clivage des oligoméres du support
Une solution de TFA/CH,Cl, (3 mL/3 mL) est ajoutée au milieu. L’agitation se tient pendant 2 heures a
température ambiante. Apres la réaction, le support est précipité dans 60 mL de non-solvant. Puis le

filtrat est concentré et I'oligomeére est précipité a froid dans de I'éther diéthylique.

3.1.9 Synthese du support fluoré Voie A

Synthése du composé 11-6-1 : le Fmoc-3-aminopropyle-2-bromo-2-méthylpropanoate

o o]
Fmoc
\H/‘\/\OH + BrH/Br > Fmoc.\N/\/\\o)“\\/Br
H

Dans un bicol sont introduits 1,2 g (1 eq.) de 3-(Fmoc(amino-1-propanol) ainsi que 0,1 g (0,2 eq.) de

DMAP. Le ballon est scellé par 2 septums puis placé sous argon. A travers le septum, 30 mL de THF
distillé sont ajoutés. Le milieu est ensuite placé a 0°C. 1,4 mL (2,5 eq.) de triéthylamine sont ajoutés a
travers le septum, puis 1,3 mL (2,5 eq.) de bromure de 2-bromo-isobutiryle sont ajoutés goutte a goutte.
La réaction se tient ensuite pendant 22 heures a température ambiante. A la fin de la réaction, le milieu
réactionnel est filtré. Le filtrat est concentré puis dissout dans de la saumure. Le produit est extrait au
dichlorométhane, lavé a I’eau puis séché sur Na,SO,. Il est ensuite purifié sur colonne de silice en éluant

a I’hexane/acétate d’éthyle (4/1).
RMN H (CDCls) & (ppm) : 7.77 (d, 2H), 7.60 (d,2H), 7.40 (m,2H), 7.31 (m,2H).

Synthése du composé 1l-6-2 : le 3-aminopropyle-2-bromo-2-méthylpropanoate

(o] (o]
DCM
Fmoc Br — — — Br
H/‘\/\o)l\k Pipéridine HoN /\/\OJ\{,

Le composé lI-6-1 est dissout dans une solution DCM/pipéridine (10 mL/10 mL). Le milieu et mis a agiter

pendant une heure. A la fin de la réaction, il est filtré puis le filtrat est reconcentré. Le produit est

ensuite chromatographié sur colonne de silice en éluant au chloroforme.
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RMN *H (CDCls) & (ppm) : 9.33 (br's, 2H), 7.79-7.69 (m, 1H), 7.43-7.31 (m, 1H), 4.48 (s, 1H), 3.12-3.09 (t,
5H), 1.96-1.86 (m, 8H), 1.74-1.65 (m, 3H).

3.1.10 Synthese du support fluoré Voie B
Synthése du composé 11-6-3

0,7 g (1 eq.) de chaine perfluorée sont dissouts dans 5mL de THF. Puis sont ajoutés 0,1 g (1,1 eq.) de 3-
amino-1-propanol et 0,23 g (1 eq.) de triéthylamine. La réaction se tient pendant 2 heures a
température ambiante. Aprés la réaction, le milieu est concentré puis purifié sur colonne de silice
perfluorée. Les exces de réactifs et produits secondaires sont éliminés par un premier lavage au solvant
fluorophobe MeOH/H,0 (80/20). Puis le composé II-6-3 est récupéré par élution au THF, fluorophile. Le
solvant est évaporé sous pression réduite, puis le produit est séché sous vide pour obtenir un

rendement de 54%.

RMN *H (CDCl3) 6 (ppm) : 1.49 (6H, C9F19-C-(CH3)2-C), 1.68 (2H, -NH-CH2-CH2), 3.31 (2H, -NH-CH2-),
3.67(2H, -CH2- CH2-OH), 8.84 (1H, C-NH-CH2-).

Synthése du composé 11-6-4

o]

I J+ N i
/\/\0 Br
F19C9><°/U\H/\/\OH > G © H

0.377 g. (1 eq.) du composé II-6-3 sont introduits avec 0.014 g. (0.2 eq.) de DMAP dans un ballon, fermé
sous argon. 10mL de THF distillé sont ajoutés, puis le milieu est plongé dans un bain de glace a 0°C. 0.20
mL (2.5 eq.) de triéthylamine sont ajoutés a travers le septum, puis 0.19 mL (2.5 eq.) de bromure de 2-
bromo-isobutyrile sont ajoutés au goutte a goutte. La réaction se tient pendant 22 heures a
température ambiante. Apreés la réaction, le milieu est filtré, puis le filtrat est concentré. Le composé IlI-

6-4 est purifié sur colonne perfluorée, et obtenu avec un rendement de 66%.
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RMN 'H (CDCI3): & : 1.49 (6H, C9F19-C-(CH3)2-C), 1.92 (6H, -C-(CH3)2-Br), 2.13 (2H, NH-CH2-CH2), 3.25

(2H, NH-CH2-

CH2), 4.87 (1H, NH-CH2-CH2).

3.1.11 Syntheése de poly(alcoxyamine amide)s sur support fluoré

Les synthéses ont été réalisées sur la chaine fluorée préencodée 11-6-4. Les étapes d’ajout d’anhydride

codant et de TEMPO-NH, ont été effectuées dans les conditions décrites pour la stratégie générale sur

support Rew ; le solvant de réaction pour le couplage radicalaire a cependant été remplacé par le le THF

distillé. Aprés chaque ajout de monomere, le milieu est concentré puis purifié sur colonne perfluorée. Le

composé lI-6-5 a été clivé en conditions acides usuelles.

Le composé 11-6-6 a été clivé en conditions basiques. Le support est solubilisé dans 3 mL de THF. Un

mélange méthylamine/NH;3 (1 mL/1 mL) est ajouté au goutte a goutte, et le milieu est mis a agiter

pendant 1 heure. Le milieu est ensuite concentré et I'oligomeére est précipité dans I'éther.

Les oligomeéres ont été analysés par ESI-HRMS.
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Figure 129 : Analyse ESI-HRMS du composé 11-6-5.

Figure 130 : Analyse ESI-HRMS du composé 11-6-6.
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3.2 Syntheses du Chapitre III
3.2.1 Synthese des 4 diades sur support Ry
Chaque diade a été synthétisée sur 2 g de résine Wang Ry, avec un loading de O,94mmo|.g'1, selon la

stratégie décrite ci-apres.

Etape 1 : Estérification

La résine est introduite dans un tube SPE. Y sont ajoutés. Puis 6 eq. d’anhydride codant pour 0 (3,25 g)
ou pour 1 (3,56 g), 2,85 g (4eq.) d’'HBTU, et 0,46 g (2 eq.) de DMAP y sont additionnés, dans 6mL de DMF
anhydre. Le milieu est chauffé pendant 90 minutes au micro-onde a 40°C. A la fin de la réaction, la

résine est lavée au DMF.

Etape 2 : Ajout du TEMPO-NH,

Idem a Etape 4 de la synthése sur support Rgyw

Etape 3 : Ajout de 'anhydride codant
Idem a I'Etape 2 de la synthése sur support Rgw pour I'anhydride codant pour 1, et a I'Etape 3 pour

I"anhydride codant 0.

Etape 4 : Clivage
La résine est introduite dans un ballon avec une solution TFA/DCM (3 mL/3 mL). Le milieu est agité

pendant 2 heures puis la résine est filtrée. Le filtrat est reconcentré.

ESI-HRMS :

[00] : [M+H]* M/zcac 379.1227, M/zexp 379.1227
[01] : [M+H]* m/zcac 393.1383, M/zex, 313.1380
[10] : [M+H]" m/zcac 393.1383, m/ze, 313.1381
[11] : [M+H]" m/zcac 407.1540, m/ze,, 407.1539

3.2.2 Synthese convergente de poly(alcoxyamine amide)s sur support Rew

Les synthéses ont été effectuées sur 200mg de support Rgw. L'étape 1 de déprotection de la résine, puis
les étapes 2 ou 3, et 4 répétées une seconde fois ont été réalisées dans les conditions usuelles sur ce
support. Une fois le support pré-encodé finissant par une fonction NH, obtenu, les étapes 5 et 6 ont été

répétées le nombre de fois désiré, suivies de I'étape 7 de clivage.

Etape 5 : Ligation de diade

4 eq. de diades, 5 eq. d’'HBTU, et 15 eq. de DIPEA sont ajoutés a la résine. Le milieu en solution dans 5
mL de DMF anhydre est chauffé pendant 2h a 40°C au micro-onde. Apres la réaction, la résine est lavée
au DMF.
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Etape 6 : Ajout du TEMPO-NH,

Idem a I'étape 4.

Etape 7 : Clivage

Idem a I'étape 5 de clivage du support Rgy.

ESI-HRMS

[111110] : M/zyc 705.9511, M/Zeyp 705.9511
[110110] : M/zczic 698.9433, M/Zey, 698.9435
[110101] : M/zy)c 698.9433, M/zey, 698.9416
[1]10 : M/Zcac 1193.3265, M/zey, 1193.3264

3.2.3 Synthese des poly(alcoxyamine amide)s sur support Rew pour I'élaboration de codes-

barres moléculaires

Chacun des oligomeres a été synthétisé sur la résine Rgy en suivant la stratégie générale sur ce support.

Ils ont été analysés dans le tableau ci-apres.

Composé Séquence m/z_ m/zexp ‘
31 [01] = 448.1453  448.1469
11-3-2 [0000] 886.4659  886.4683
I1-3-3 [11010] 1154.6809  1154.6814
13-4 [011100] 1380.8491  1380.8481
I35  [1010010]  1607.0172 1607.0185
I3-6  [01010011]  1847.2010 1847.2034
I-3-  [0001010]  1593.0015 1593.0008
I-3-2  [100100] 1366.8334  1366.8323
11-3-3’ [0000] 886.4659  886.4683
13-4 [11] 886.4659  886.4683
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Mélange « CNRS »

Un mélange des composés 1I-3-1, 1I-3-2, 1I-3-3, 1I-3-4, 1I-3-5, 1I-3-6, en solution a respectivement 32

nmol.mL?, 25 nmol.mL™, 40 nmol.mL™, 30 nmol.mL", 35 nmol.mL", 115 nmol.mL", a été analysé par

ESI-HRMS.

(1)

448.1/450.1

(2)
886.5/888.5
(3)
1154.711156.7 (4) (6)
1380.8/1382.8 (5) 1847.2/1849.2
l | 1607.0/1600.0
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Figure 131 : Analyse ESI-HRMS du mélange « CNRS ».

Chacun des pics de (1) a (6) a été séquencé par MS/MS.
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Figure 132 : Spectre MS/MS du pic (1). Figure 133 : Spectre MS/MS du pic (2).
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Figure 134 : Spectre MS/MS du pic (3).

Figure 135 : Spectre MS/MS du pic (4).
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Figure 136 : Spectre MS/MS du pic (5).
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Figure 137 : MS/MS du pic (6).

Mélange « PMC »

Un mélange des composés II-3-1’, 1I-3-2’, 1I-3-3’, 1I-3-4’, 1I-3-5°, en solution a respectivement 40

nmol.mL?, 48 nmol.mL™, 40 nmol.mL", 40 nmol.mL™, 1000 nmol.mL™, a été analysé par ESI-HRMS.
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Figure 138 : Analyse ESI-HRMS du mélange « PMC ».
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Chacun des pics de (1’) a (5’) a été séquencé par MS/MS.

]
1
]
o ! o]
H i
- J-I\/N _N J\~/Br
o (M) N
i H
o ]
130 ¢ mfz143,0
462.1
L
N T N T
200 400
miz

|
1000

o
o i
¢ m/z1290 ¢y m/z3553 ¢y m/z581,4 886.5
581.4
355.2
128.0

L . Il ,

' T T T T

200 400 600 800

m/z

Figure 139 : Spectre MS/MS du pic (1°).

Figure 140: Spectre MS/MS du pic (2’).
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Figure 141 : Spectre MS/MS du pic (3’).
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Figure 143 : Spectre MS/MS du pic (5).
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3.2.4 Synthese avec capping partiel sur support Rgg4

La synthése du composé 1lI-4-1 codant pour [11100] a été réalisée sur 71mg de résine Rza avec un
loading de 0,59 mmol.g™. La résine a été modifiée par 'équipe de Hans Bérner a l'université de Berlin ;
la structure est représentée Figure 144. La synthése s’est déroulée selon la stratégie décrite ci-apres. Les
étapes 1 et 2 ont été alternées pour finir sur une étape 1 d’ajout d’anhydride bromé, puis I'étape 3 de

clivage a été réalisée.

[+] o
- J'L/ﬁ.r“ e J"\./\nc" L i T,
o [=] N ]
EH LR \,\\/Ih'l
2]

pd MHgihoe)
ﬁrj
é-‘

jopel
Figure 144 : Structure de la résine Ry, regue modifiée.

Etape 1 : Ajout de 'unité codante
Cette étape est effectuée dans les mémes conditions que sur résine Rgy, correspondant a I'étape 2 pour

I'ajout de I'anhydride codant pour 1, et a I'étape 3 pour I'ajout de I'anhydride codant pour 0.

Etape 2 : Couplage radicalaire

A la résine sont ajoutés 38 mg (5,3 eq.) de TEMPO-NH,, 4,5 mg (0,7 eq.) de TEMPO, et 35,8 uL (3,2 eq.)
de MegTREN dans 5 mL de DMSO anhydre. Le milieu est purgé 15 minutes sous argon. Puis 18 mg (3 eq.)
de CuBr sont introduits rapidement. L’agitation se tient sous argon pendant 40 minutes.

A partir du troisieme couplage radicalaire, la réaction se tient pendant 90 minutes au micro-onde a 40°C.

Etape 3 : Clivage
A la résine est ajouté une solution de TFA/DCM (3 mL/3 mL), avec 4% de triéthylsilane. Le milieu est
agité pendant 2 heures puis les billes de résine sont filtrées. Le filtrat est reconcentré puis précipité dans

I'éther.

Le composé 11-4-1 a été analysé par MALDI-TOF (Figure 145).
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Figure 145 : Spectre MALDI-TOF du composé II-4-1.

3.2.5 Synthese avec capping partiel sur support Rew
Le composé 11-4-2 a été synthétisé sur 200mg de résine Rgw, €n suivant la stratégie décrite ci-apreés.

Etape 1 : Déprotection de la résine Ry

0.2 g de résine Rgw sont placés dans un tube SPE, puis la résine est gonflée en agitant dans le CH,Cl,
pendant 30 minutes. Puis, une solution pipéridine/ CH,Cl, (3 mL/3 mL) est introduite au milieu.
L’agitation se tient pendant 20 minutes, puis une nouvelle solution pipéridine/ CH,Cl, (3 mL/3 mL) est
introduite, pour une seconde agitation de 20 minutes afin de s’assurer de la déprotection de tous les

sites. La résine est ensuite lavée au CH,Cl,.

Etape 2 : Ajout de la lysine
0,67 g (10eq.) de Fmoc-Lys(Boc)-OH et 0,73 g (10eq.) de PyBOP sont dissouts dans 6 mL de NMP. La
solution ainsi que 0,48 mL (20 eq.) de DIPEA sont ajoutés aux billes de résine. Le milieu est agité pendant

60 minutes puis la résine est lavée au NMP.
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Etape 3 : Déprotection de la lysine
Une solution DCM/pipéridine (4,8 mL/1,2 mL) est ajouté au milieu. L’agitation se tient pendant 10
minutes puis la résine est lavée au DCM. Cette étape de déprotection est répétée 2 fois

supplémentaires.
Les étapes 2 et 3 sont répétées une fois supplémentaire.

Etape 4 : Ajout de la glycine
0,42 g (10 eq.) de Fmoc-Gly-OH et 0,73 g (10 eq.) de PyBOP sont dissouts dans 6mL de NMP. La solution
ainsi que 0,48 mL (20 eq.) de DIPEA sont ajoutés aux billes de résine. Le milieu est agité pendant 60

minutes puis la résine est lavée au NMP.

Etape 5 : Déprotection de la glycine

Idem étape 3.

Etape 6 : Ajout de I'anhydride codant
Cette étape est effectuée dans les mémes conditions que sur résine Rgy, correspondant a I'étape 2 pour

I'ajout de I'anhydride codant pour 1, et a I'étape 3 pour I'ajout de I'anhydride codant pour 0.

Etape 7 : Couplage radicalaire

A la résine sont ajoutés 0,127 g (5,3 eq.) de TEMPO-NH,, 0,015 mg (0,7 eq.) de TEMPO, et 0,12 mL (3,2
eq.) de MesTREN dans 5mL de DMSO anhydre. Le milieu est purgé 15 minutes sous argon. Puis 0,06 g (3
eq.) de CuBr sont introduits rapidement. L’agitation se tient sous argon pendant 40 minutes.

A partir du troisieme couplage radicalaire, la réaction se tient pendant 90 minutes au micro-onde a 40°C.
Les étapes 6 et 7 sont répétées le nombre de fois choisies, en terminant par une étape 6.

Etape 8 : Clivage

A la résine est ajoutée une solution de TFA/DCM (3 mL/3 mL), avec 4% de triéthylsilane. Le milieu est
agité pendant 2 heures puis les billes de résine sont filtrées. Le filtrat est reconcentré puis précipité dans
I’éther.

Le composé 11-4-2 a été analysé par ESI-HRMS (Figure 146).
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Figure 146 : Spectre ESI-HRMS du composé 11-4-2.

3.3 Syntheses du Chapitre IV

3.3.1 Synthese du TEMPO-N3

Etape 1 : Ouverture de I’s-caprolactone

o] (8]
Jl\/\/\/ on
O0—N NH, + o —_—> ©O—N N
H v-2-1

0.8 g (1 eq.) de TEMPO-NH, et 1,6 g (3 eq.) d’ e-caprolactone sont introduits dans un ballon. Le milieu est

port » a reflux pendant 2 heures. Un suivi CCM est effectué et la réaction est stoppée lors de I'apparition

de produits secondaires. A la fin de la réaction, le milieu est concentré et le produit est purifié sur

colonne de silice en éluant au CH,Cl,/MeOH (95/5). Le produit est isolé avec un rendement de 66%.

ESI-HRMS : [M+H]" m/z¢ac 286.2251, m/ze,, 286.2252
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Etape 2 : Tosylation

(e}

(o] I o o]

— 1]

. JJ\/\/\/OH “ ﬁ_©_ Jj\/\/\/o_s

O—N N o > O—N N g
v-2-1 H Iv-2-2

1 eq. du composé 1V-2-1 (0.880 g) est introduit dans un ballon (1 eq.) avec 1,8 eq. de triéthylamine, dans
30 mL de DCM anhydre. Le ballon est plongé dans un bain d’eau glacée puis 1,2 eq. de chlorure de tosyle
sont ajoutées. Le milieu est mis a agiter pendant 2,5 heures a température ambiante. A la fin de la
réaction, le composé IV-2-2 est extrait au DCM puis lavé a I'eau. Il est ensuite purifié sur colonne de

silice en éluant au DCM/MeOH (95/5). Le produit est obtenu avec un rendement de 70%.
ESI-HRMS : [M+H]* M/z,c 440.2339, M/z,, 440.2346

Etape 3 : Ajout de 'unité azoture

(o]
o il o N
O—ﬁ NaN, [ w ?
O=N N I —— 35 O-—N N
H IV-2-2 IV-2-3

2 eq. (0.830 g) de NaN; sont ajoutés a 1 eq. du composé 1V-2-2 dans I'éthanol absolu. Le milieu est mis a
agiter toute la nuit. A la fin de la réaction, le composé IV-2-3 est extrait au DCM, lavé a I'eau, puis séché

sur Na,S0;. Il est obtenu avec un rendement quantitatif.

ESI-HRMS : [M+H]" m/z¢,c 311.2316, m/z,, 311.2312

3.3.2 Syntheése du 2(cyclooct-2-yne-1-yloxy)ethyl-2-bromo-2-méthylpropanoate
Etape 1 : Synthése du 8,8-dibromobicyclo[5.1.0]octane

CHBr,
o

Dans un ballon sous argon sont introduits 4,4 mL (1 eq.) de cyclohepténe, 7,6 mL (2 eq.) de tert-

Br Br

v-2-4

butoxyde de potassium, et 50 mL de pentane anhydre. Le milieu est refroidi a -10°C a I'aide d’un bain
eau/acétone, puis 5,0 mL (1,5 eq.) de bromoforme sont ajoutés goutte a goutte. La réaction se tient

toute la nuit a température ambiante. A la fin de la réaction, 50 mL d’eau sont ajoutés et le milieu est
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acidifié a pH 1-2 par ajout d’acide chlorhydrique. Le composé IV-2-4 est extrait a I'acétate d’éthyle, lavé

a I’eau puis séché sur Na,S0O,. Le produit est isolé avec un rendement de 84%.

RMN H (CDCl3) & (ppm) : 2.33-2.21 (m, 2H), 1.94-1.78 (m, 3H), 1.77-1.66 (m,2H), 1.43-1.31 (m, 2H), 1.24-
1.09 (m,3H).

Etape 2 : Synthése du 2-((2-bromocyclooct-2-éne-1-yle)oxy)éthan-1-ol

Br
HO\/\
OH o]

v-2-4 IV-2-5

Br Br

1 eq. du composé 11-2-4 (3.5 g) et 2 eq. d’éthane-1,2-diol anhydre sont dissouts dans 50 mL d’acétone
anhydre dans un milieu placé sus argon. A I'exclusion de la lumiére, 3 eq. de perchlorate d’argent
anhydre sont ajoutés. Le milieu est agité a I’abri de la lumiere pendant 1 heure a température ambiante.
A la fin de la réaction, 100 mL d’acétate d’éthyle sont ajoutés au milieu qui est filtré. Une solution
d’acide chlorhydrique a 1M est ajouté au milieu. Le composé IV-2-5 est extrait a I'acétate d’éthyle puis
lavé avec une solution d’acide chlorhydrique a 1M, puis a la saumure. Il est séché sur Na,SO, et obtenu

avec un rendement de 44%.

RMN *H (CDCl5) & (ppm) : 1.23-1.34(m, 2H), 1.43-1.55 (m, 2H), 1.67-1.80 (m, 2H),1.67-1.76 (m,2H), 2.27-
2.34 (m, 2H), 3.46-3.49 (m, 1H), 3.61-3.66 (m, 1H), 3.80 (t, 2H), 3.92 (dd, 1H), 6.20 (dd, 1H).

Etape 3 : Formation de la cyclooctyne

leq. du composé IV-2-5 (0.7 g) est dissout dans 20 mL de DMSO, puis chauffé a 60°C. Un premier ajout
de DBU (2 eq.) est effectué puis le milieu est agité pendant 15 minutes. Un second ajout de DBU (8 eq.)
est effectué puis le milieu est agité a température ambiante toute la nuit. A la fin de la réaction, le
composé IV-2-6 est extrait a I'acétate d’éthyle puis lavé a I'eau. Le produit est ensuite purifié sur
colonne de silice en éluant au pentane/acétate d’éthyle (9/1). Le produit est obtenu avec un rendement
de 21%.

RMN H (CDCl5) & : 1.42-1.5 0(m, 1H), 1.60-1.72 (m, 2H), 1.88-1.95 (m, 2H), 1.91-2.00 (m, 2H), 2.12-2.35
(m, 3H), 3.44-3.52 (m, 2H), 3.65-3.71 (m, 1H), 3.72-3.77 (m, 2H), 4.20-4.24(m, 1H).
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Etape 4 : Estérification

C)/O\\/\OH > O
IV-2-6 IV-2-7

1 eq. du composé IV-2-6 (0.1 g), 3 eq. d’HBTU, 3 eq. de DMAP et 3eq. d’anhydride 2-bromo-2-

méthylpropanoique sont dissouts dans 10 mL de THF. Le milieu est chauffé au micro-onde a 40°C
pendant 90 minutes. A la fin de la réaction, le milieu est filtré et le filtrat est concentré. Le composé IV-

2-7 est purifié sur colonne de silice en éluant au CH,Cl, et obtenu avec un rendement de 50%.

ESI-MS
[M+H]": M/zcaic 304.19, M/ze,, 304.16
[M+Na]": M/z¢yc 327.19, M/2ep 358.17

3.3.3 Synthese du 2(cyclooct-2-yne-1-yloxy)butyl-2-bromo-2-méthylpropanoate
Etape 1 : Synthése du 8,8-dibromobicyclo[5.1.0]octane
Idem a I'étape 1 du 3.3.2.

Etape 2 : Synthése du 4-((2-bromocyclooct-2-éne-1-yle)oxy)butan-1-ol

Br Br Br

V-2-3 1V-2-8

1 eq. du composé IV-2-3 (1 g) est dissout sous argon dans 2mL de toluéne anhydre et 2,7mL de pyridine
anhydre, dans un bicol équipé d’un reflux. Une suspension agitée de 3 eq. de perchlorate d’argent
anhydre dans 30 eq. de 1,4-butanediol et 2,7 mL de toluene est ajoutée au milieu. Ce dernier est chauffé
a reflux, pendant 4 heures, a I'abri de la lumiere. A la fin de la réaction, le mélange réactionnel est filtré,
puis extrait a I’éther en présence de saumure. La phase organique est lavée a I'eau, séchée surNa,SO,,

pour obtenir le composé IV-2-8 avec un rendement de 70%.
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Figure 147 : RMN 'y (CDCl3) du composé IV-2-8.

RMN *H (CDCl3) 6 (ppm) : 6.18 (dd,1H), 3.85-3.88 (q, 1H), 3.56-3.72 (m, 3H), 3.29-3.34 (m, 1H), 2.69-2.79
(m, 1H), 2.25-2.32 (m, 2H), 1.85-2.05 (m, 4H), 1.67-1.76 (m, 5H), 1.42-1.53 (m, 1H), 1.24-1.32 (m, 1H),
0.75-0.85 (m, 1H).

Etape 3 : Formation de la cyclooctyne

NaH —
O == O
IV-2-8 Iv-2-9

Dans un ballon sous argon, 1leq. du composé IV-2-8 (0.7 g) est dissout dans une solution DMF

anhydre/THF distillé (20 mL/20 mL). 7,3 eq. d’hydrure de sodium sont rapidement ajoutés au milieu sous
flux d’argon. La réaction se tient pendant 5 heures a température ambiante. A la fin de la réaction, le
milieu est refroidit a 0°C, puis neutralisé par ajout lent d’une solution d’acide chlorhydrique a 1 M. Le
composé IV-2-9 est ensuite extrait a I'acétate d’éthyle, lavé a I'eau, puis séché sur Na,SO,. Le résidu est
ensuite purifié sur colonne de silice en éluant au DCM/acétone (95/5), pour obtenir le composé 1V-2-9

avec un rendement de 58%.

RMN H (CDCls) 6 (ppm) : 4.15-4.19 (m,1H), 3.60-3.66 (m,3H), 3.31-3.38 (m, 1H), 2.41 (br s, 1H), 2.08-
2.34 (m, 3H), 1.78-2.00 (m, 4H), 1.61-1.69 (m, 6H), 1.45-1.50 (m, 1H).
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Etape 4 : Estérification

o]

0 ]
Br\P‘\ H/Br
— O —
O —— O

IV-2-9 IV-2-10

1 eq. du composé IV-2-9 (0.3 g) est dissout dans 5 mL de DCM, avec 4 eq. d’anhydride 2-bromo-2-
méthylpropanoique codant pour 1, 4 eq. de DCC et 2 eq. de DMAP. Le milieu est mis a agiter pendant 24
heures a température ambiante. A la fin de la réaction, le milieu est filtré et le filtrat est concentré. Le
composé IV-2-10 est purifié sur colonne de silice en éluant au cyclohexane/acétate d’éthyle (95/5), et

obtenu avec un rendement quantitatif.

o8 g
e e f
AR
d e
b b g
b b c+f
b+e
a
dd
W I -
8 6 4 2
8 [ppm]
Figure 148 : RMIN 'y (CDCl3) du composé 1IV-2-10.
I -

f1 (ppm)

46 44 42 40 28 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
ppm

Figure 149 : Analyse RMN 'H couplée *3C (CDCl;) du composé IV-2-10.
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RMN *H (CDCl5) & (ppm) : 4.26-4.16 (m, 3H), 3.64-3.56 (m, 1H), 3.40-3.33 (m, 1H), 2.32-1.99 (m, 2H), 1.95
(s, 6H), 1.89-1.21 (m, 12H)

RMN 3C (CDCl3) & (ppm) : 171.86, 99.65, 93.23, 72.60, 68.79, 66.07, 56.1, 42.51, 34.45, 30.95, 29.93,
26.53, 25.50, 20.86

[NHNH |
624264 4
2312
221.1/223 .
[WHHa]
36T.1/369.1
[M=H]"
45, 1/347 .1
| ' 1 — - 1 ' 1 ' 1
200 300 400 500 600
m/z

Figure 150 : ESI-HRMS du composé IV-2-10.

3.3.4 Réactions modeles dans un tube RMN

Réaction 1

=_.0
NSNS * O \/\/\O)H(Br

CD3CNJ/
ﬁ/\/\/\/\/\NHZ
N\

N” N o]

60\/\/\0&
Br

0.01 g (1 eq.) de 11-azoture-1-aminodécane sont dissouts dans 0.5mL de CD5CN, puis 0.03 g (2 eq.) du

composé 1V-2-10 sont dissouts dans 0.5mL de CD;CN. Les deux solutions sont mélangées a to dans un

tube RMN, puis un suivi de la réaction est effectué par RMN *H.
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Figure 151 : Suivi cinétique par RMN 'H (CDsCN) de la réaction 1.

Réaction 2

cDdl,

—_—

(o]
\0/\/0\/\0/\/0\/\N3 n O \/\/\D)%r

0.004 g (1 eq.) de 13-azido-2,5,8,11-tetraoxatridecane sont dissouts dans 0.3 mL de CDCls, puis 0.012 g

(2 eq.) du composé IV-2-10 sont dissouts dans 0.3mL de CDCls. Les deux solutions sont mélangées a t,

dans un tube RMN, puis un suivi de la réaction est effectué par RMN *H.
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Figure 152 : Suivi cinétique par RMN 'y (CDCl;) de la réaction 2.

Réaction 3

o
— (o]
oSO NN Oy O/ \/\/\okﬁr
MeOD/D,0
/-.../O\
0o/©
N.\ /\../

0.004 g (1 eq.) de 13-azido-2,5,8,11-tetraoxatridecane sont dissouts dans 0.3 mL du mélange MeOD/D-,0
(80/20). 0.012 g (2 eq.) du composé IV-2-10 sont dissouts dans 0.3 mL du mélange MeOD/D,0 (80/20).
Les solutions sont mélangées a tq dans un tube RMN, puis un suivi de la réaction est effectué par RMN
1

H.
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Figure 153 : Suivi cinétique par RMN 'H (MeOD/D,0 ; 80/20) de la réaction 3.

3.3.5 Synthese d'un oligo(alcoxyamine triazole) sur support Rew a température ambiante
La synthése du composé IV-3-4 codant pour [111] a été effectuée sur 50mg de support Rgy en suivant la

stratégie décrite ci-apres.

Etape 1 : Déprotection de la résine
Idem Etape 1du 3.1.3

Etape 2 : Ajout de 'anhydride codant
Idem Etape 2 du 3.1.3 pour 'ajout de I'anhydride 1. Idem Etape 3 du 3.1.3 pour 'ajout de I'anhydride 0.

Etape 3 : Ajout du TEMPO-N;

0.065 g (6 eq.) de TEMPO-N; et 0.030 mL (3.2 eq.) de MecTREN sont dissouts dans 1 mL de DMSO
anhydre, et le mélange est introduit au tube SPE. Ce dernier est fermé a I'aide un septum, puis purgé a
I'argon se pendant environ 15 minutes. 0.015 g (3 eq.) de CuBr sont rapidement ajoutés au milieu.
L’agitation se tient pendant 40 minutes sous atmosphére inerte, puis les billes de résine sont lavées au
THF.
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Etape 4 : SpAAC
0.036 g (5 eq.) du composé IV-2-10 sont ajoutés aux billes de résine dans 1 mL d’une solution
MeOH/H,0 (80/20). Le milieu est agité pendant 90 minutes puis les billes de résine sont lavées au

méthanol et au THF.
Les étapes 3 et 4 sont répétées une fois supplémentaire.

Etape 5 : Clivage
Idem Etape 5 du 3.1.3

ESI-HRMS
[M+2H'%*: m/zcy1c 687.9041, M/ze,, 687.9037
[IM+H']": M/2caic 1374.79, M/2eyp 1374.8

3.3.6 Synthese d’un oligo(alcoxyamine triazole) sur support Rew avec utilisation du micro-
onde

La synthése du composé IV-3-5 codant pour [111] a été effectuée sur 50 mg de support Rgy. Elle a été

réalisée dans les mémes conditions que 3.3.5. Pour les étapes 3 et 4, I'agitation a cependant été

effectuée au micro-onde, en chauffant a 40°C.

ESI-HRMS
[M+2H*1** : m/z.c 687.9041, M/Zex, 687.9049
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Résumé

Des polyméres a séquences contrélées contenant de l'information numérique ont été
synthétisés par voie itérative supportée, via une stratégie « AB+CD » mettant en jeu
deux réactions orthogonales. Cette stratégie a permis la synthése de poly(alcoxyamine
amide)s et de poly(alcoxyamine triazole)s a séquences contrdlées isomoléculaires,
sans avoir recours a des chimies de protection. Les poly(alcoxyamine amide)s ont été
synthétisés sur différents supports — solides, solubles et fluorés — ainsi que par une
approche convergente, tandis que les poly(alcoxyamine triazole)s ont permis I'étude de
la SpAAC qui met en jeu une cyclooctyne et un azoture pour former un triazole sans
utilisation de cuivre. La structure des polyméres obtenus a chaque fois permis un
séquencage par MS/MS, grace a la présence de liaisons faibles, permettant de décoder
le code binaire incrémenté le long des chaines via des groupements codant pour O ou
pour 1. De plus, les poly(alcoxyamine amide)s ont aussi été optimisés pour 'encodage
de données : via la synthése de codes-barres moléculaires pour augmenter la capacité
de stockage, ainsi que via une polymolécularité induite permettant la lecture du code
incrémenté sans fragmentation.

Mots-clés : Synthése itérative, polymeres numériques synthétiques, polymeéres a
séquences contrblées, séquencage par MS/MS.

Résumeé en anglais

Information-containing sequenced-controlled polymers were synthesized by an
« AB+CD » supported iterative strategy, involving two orthogonal reactions. This
approach allowed the protecting-group-free synthesis of monodisperse sequence-
controlled poly(alkoxyamine amide)s and poly(alkoxyamine triazole)s. The
poly(alkoxyamine amide)s were synthesized on different supports - solid, soluble, and
fluorinated — and also by a convergent strategy. Besides, the synthesis of the
poly(alkoxyamine triazole)s allowed studying the SpAAC, involving a cyclooctyne and
an azide for a copper-free formation of a triazole. The structure of the obtained
polymers also allowed an MS/MS sequencing of the binary code implemented along the
chains through functional groups coding for O or 1, thanks to the presence of weak
linkages. Furthermore, the poly(alkoxyamine amide)s were optimized for data encoding,
by synthesizing molecular barcodes to increase storage capacity, and by an induced
polydispersity to decode the polymers without fragmentation.

Key words : Iterative synthesis, synthetic data-encoded polymers, sequence-controlled
polymers, MS/MS sequencing.
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