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RESUME

Ces travaux de these portent sur la conception de systémes amphiphiles provenant de
I'auto-association de nouveaux tensioactifs hybrides non ioniques fluorocarbonés—
hydrocarbonés (F—H) a téte polaire PEGylée ou glucosylée. Ces tensioactifs sont capables de
former différents types d’agrégats dans I’eau (micelles et vésicules) et pourraient servir pour
I’encapsulation et la vectorisation de principes actifs hydrophobes.

Nous avons mis au point une synthese multi-étapes modulable d’un fragment hybride
F—H a motif sérine qui est ensuite greffé a une téte polaire par réaction de chimie click, pour
conduire aux tensioactifs hybrides F-H. Une étude détaillée de leurs propriétés d’auto-
assemblage (i.e. cmc, nombre d’agrégation, taille et stabilité des agrégats) a été réalisée et a
permis de préciser I'influence de la longueur des chaines hydrophobes F-H et de la nature
des tétes hydrophiles greffées (Glucose, PEGs) sur |'auto-association des tensioactifs. Ces
résultats permettent une meilleure compréhension de la physico-chimie des agrégats qui
permettra par la suite la sélection du (des) meilleur(s) candidat(s) pour une future
encapsulation de principes actifs.

Enfin, des essais préliminaires d’encapsulation du Paclitaxel (PTX), un agent anti
cancéreux hydrophobe, ont été menés a I'aide d’un tensioactif candidat hybride PEGylée Fs.
Malgré de faibles doses de PTX encapsulées et un effet de burst-release rapide, des tests de
viabilité cellulaire sur des lignées cancéreuses pulmonaires, ont permis de mettre en évidence
le caractére biocompatible du vecteur seul et la conservation de I'activité pharmacologique

du PTX dans la formulation micellaire.

Mots clés : tensioactifs hybrides fluorocarbonés/hydrocarbonés, PEG, Glucose, agrégats,
systemes de délivrance de principes actifs.



ABSTRACT

This thesis focused on the design of amphiphilic systems resulting from the self-association of
new hybrid nonionic fluorinated/hydrogenated surfactants with a PEGylated or a glucose
polar head. In water, these surfactants were found to form different types of stable
aggregates, micelles for the PEG series and vesicles for the Glucose series, and thus could be
used for the encapsulation and vectorization of hydrophobic drugs.

We developed a versatile multi-step synthesis of an hybrid building block with a serine core
which was then grafted to a polar head by a copper(l)-mediated azide-alkyne cycloaddition
(CuAAC) reaction to lead to the F—H hybrid surfactants. A thorough study of their self-assembly
properties i.e. cmc, aggregation number, size and stability of the aggregates was carried out.
We demonstrated that subtle changes in the chemical structure can change the nature and
the size of the aggregates with the Fs PEG series forming rather small and compact micelles,
those of the Fg PEG being larger and likely well-defined while the two Glucose compounds
form vesicles.

Finally, preliminary encapsulation trials of Paclitaxel (PTX), an hydrophobic chemotherapeutic
agent, were carried out using a hybrid PEGylated surfactant from the Fs series. Despite low
drug-loading and rapid burst-release, cell viability tests on pulmonary cancer lines showed
that PEGylated Fs alone is biocompatible and that PEGylated Fs/PTX formulation does not

inhibit the activity of PTX in the micellar formulation.

Keywords : fluorocarbon/hydrocarbon hybrid surfactants, PEG, Glucose, aggregates, drug
delivery systems.
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ABREVIATIONS ET ACRONYMES

A absorbance

A; second coefficient du Viriel

AcOEt acétate d’éthyle

Anmin aire minimale occupée par un tensioactif a I'interface
AMU Aix-Marseille Université

APFO pentadecafluorooctanate d’ammonium

ASC aire sous la courbe

AU acétate d’uranyle

Boc groupe protecteur tert-butoxycarbonyle

c concentration

CBzouZ groupe protecteur carboxybenzyle

ccm chromatographie sur couche mince

CES-SLS chromatographie d’exclusion stérique—diffusion statique de la lumiere
cf. confer ; se reporter a

Cinjection concentration a I'injection

CLHP chromatographie en phase liquide a haute performance
C.M. charge médicamenteuse

cmc concentration micellaire critique

Ccosy COrrelation SpectroscopY

Cp1X chargé concentration en PTX chargé dans les micelles
Cryo-ME cryo-microscopie électronique a transmission

czq concentration en monomeres de tensioactif dans la phase aqueuse
Cw concentration molaire de I'eau

on/dc incrément d’indice de réfraction

Ap puissance

AG’nic variation de I’énergie libre de Gibbs standard a la micellisation
AH° ic variation de I’enthalpie standard a la micellisation
An variation de I'indice de réfraction

D coefficient de diffusion

DCC N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DCM dichlorométhane

DDM N-dodécylmaltoside

Dy diametre hydrodynamique

Dno diametre hydrodynamique a dilution infinie

DIPEA N,N’-diisopropyléthylamine

DLS diffusion dynamique de la lumiére

DMF N,N’-diméthylformamide

DMSO diméthylsulfoxyde

DP, degré de polymérisation moyen en nombre

DP, degré de polymérisation moyen en masse

DSs dendrimersomes



EDC 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

E.E. efficacité d’encapsulation

EPR Enhanced Permeability and Retention effect

équiv. équivalent

EtsN triéthylamine

EtOH éthanol

Et,O0 éther diéthylique

F force de Wilhelmy

Fa chaine hydrophobe a 4 carbones perfluorés

Fe chaine hydrophobe a 6 carbones perfluorés

Fs chafne hydrophobe a 8 carbones perfluorés

FDA Food and Drug Administration

F-H Fluorocarboné(es/s) — Hydrocarboné(es/s)

Fluo spectrofluorimétrie

Yeme tension interfaciale a la cmc

T max concentration molaire surfacique par unité de surface a l'interface air-eau

GNFs GoldNanoFlowers

G(t) fonction d’auto-corrélation

Hs chaine hydrophobe a 6 carbones perhydrogénés

Hs chaine hydrophobe a 8 carbones perhydrogénés

Hiz chaine hydrophobe a 12 carbones perhydrogénés

HAP hydroxyapatite

HOBt 1-hydroxybenzotriazole

HRSM spectrométrie de masse a haute résolution

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation

Io intensité incidente

1Cso concentration inhibitrice médiane

ie. id est ; c’est-a-dire

It Intensité fluorescente

isoBCF i-butyl chloroformate

IR signal de la variation de I'indice de réfraction

IWVw viscosité intrinseque

K constante optique

Kmic coefficient de répartition des fractions molaires pour la micellisation

A longueur d’onde

In logarithme népérien

LS signal de diffusion statique de la lumiére

MALDI-TOF spectrométre de masse couplée a une source d’ionisation laser assistée par une
matrice

MEB microscopie électronique a balayage

MeCN acétonitrile

MeOH méthanol

MeONa méthanolate de sodium

MET microscopie électronique a transmission
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perfluoropropyl vinyl éther
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Introduction générale

Depuis les années 1990, la recherche en délivrance de principes actifs (ou drug
delivery en anglais) a connu une croissance presque exponentielle et constitue toujours une

préoccupation majeure. La Figure 1 représente le nombre de citations faisant apparaitre le
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Figure 1. Nombre de citations d’articles comportant le terme « drug delivery » dans leur titre ou résumé?.

terme drug delivery sur la période 1990-20211.
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Ce domaine consiste a imaginer et moduler des systemes de délivrance encore appelés
nanovecteurs. Ces derniers sont capables de protéger et de transporter un principe actif dans
la circulation sanguine jusqu’a son site cible privilégié, lors du passage a travers les barrieres
naturelles du corps humain (comme par exemple le foie avec le premier passage hépatique)?.
Leur utilisation est privilégiée, puisque certains principes actifs ont des activités
pharmacologiques faibles notamment di a une faible solubilité, faible perméabilité, une
toxicité non négligeable et ils peuvent étre rapidement éliminés par le métabolisme du corps
humain3. Il est donc nécessaire d’explorer de nouveaux vecteurs qui pourront transporter
efficacement ces principes actifs et ainsi créer ou optimiser les formulations de médicaments

commercialisés actuellement.
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Il existe différentes familles de vecteurs, dont la taille est généralement entre 100 et
500 nm classés selon leur forme, leur composition (auto-assemblage ou particule seule) ou

leur synthése (contrélée ou non) qui peuvent avoir des formes diverses et variées (cf. Figure

2)%3,
/'I:"I
{
Nanoparticules d’or Fullerénes
cylindriques
O Wty |
/ \l-_‘
| 23,
\ \ "J;f_; EHe
Dendrimeére Particule Prodrogues a base
a structure virale de polymeére
Figure 2. Exemples de nanovecteurs*®.
Pour qu’un nanovecteur soit efficace, plusieurs paramétres’ sont a prendre en compte
tels que :

» La sélectivité vis-a-vis de la cible thérapeutique
» La biocompatiblité avec les cellules saines (qu’il soit inerte biologiquement)

» Avoir un effet thérapeutique significatif en apportant une meilleure biodisponibilité du
principe actif tout en limitant ces effets secondaires lorsqu’il est administré seul

9
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» Assurer une certaine furtivité du principe actif et de lui-méme lorsqu’il est introduit
dans la circulation sanguine et qu’il soit non reconnu vis-a-vis du systéme immunitaire

Parmi les outils de construction de ces systemes, figurent les tensioactifs qui sont

principalement utilisés pour leurs auto-assemblages originaux®.

+* Les tensioactifs

Queue apolaire hydrophobe Téte polaire hydrophile

N '4

Figure 3. Schéma d’un tensioactif.

Les tensioactifs font partie de la classe des molécules amphiphiles et sont présents de
multiples facons dans notre mode de vie (savons, produits cosmétiques, produits
alimentaires). Ces molécules possedent une partie hydrophobe et une partie hydrophile sur

la méme structure chimique.

Cette configuration leur confére des propriétés physico-chimiques particulieres telles
gue I'abaissement de la tension interfaciale de mélanges en s’adsorbant aux interfaces ou
encore la formation d’auto-assemblages dans I'eau au-dela d’une certaine concentration
appelée concentration micellaire critique (cmc), résultant d’une saturation au préalable de

I'interface air/eau en tensioactifs>° (cf. Figure 4).
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Tension

superficielle
A

Concentration en tensioactifs

»
>

cmc

Figure 4. Courbe de la tension de surface en fonction de la concentration en tensioactifs dans la solution °,

Ces auto-assemblages peuvent par la suite avoir différentes formes (sphériques,
cylindrigues, phases lamellaires, micelles inverses) en fonction de la nature de leur partie
hydrophobe/téte hydrophile et des forces attractives/répulsives qui régissent leur systeme
(cf. Figure 5). Cette caractérisation est faite par la détermination du parametre d’empilement
P selon I’équation (1) de Ninham et Israelachvili*!:

%4

Pza_ol (1)

Ou Vreprésente le volume de la chaine du tensioactif, / la longueur de chaine hydrophobe et

a, la surface optimale a I'interface occupée par une molécule de tensioactif.

Truncated Truncated

Cone cone cone
<113 1/3-1/2 1241
Self-aggregation ‘ :* ‘
Micelle  Cylindrical Vesicle
micelle

Figure 5. Forme des auto-assemblages en fonction de la valeur du paramétre d’empilement P*2,

Les deux modeles issus de 'auto-association de ces tensioactifs et dont nous discuterons

tout au long de cette these sont :

11



Introduction générale

>

Les micelles qui sont des auto-assemblages dynamiques de molécules amphiphiles
généralement de diamétre <50 nm*3. La dynamique de micellisation traduit le temps
de passage d’'une molécule de tensioactif entre un état monomérique et un état
micellaire et donne également une indication sur la durée de vie dans un état
micellaire, généralement de l'ordre de 10° & 10° sec pour des tensioactifs
conventionnels!*. Pour une application en drug delivery, ce temps doit étre
suffisamment lent pour stabiliser le systeme, ce qui est le cas chez les micelles
polymériques!®>. Généralement, les actifs hydrophobes tels que certains anti-

cancéreux sont solubilisés dans le cceur hydrophobe des micelles®.

Les vésicules qui sont formées d’une ou plusieurs bicouches de nature
phospholipidique (liposomes!®) ou de molécules amphiphiles non ioniques
(niosomes?’) renferment un compartiment aqueux. Elles sont généralement plus
volumineuses que les micelles. Les niosomes, ou le cholestérol est généralement
incorporé dans ces vésicules comme excipient, sont réputés plus stables et moins
coliteux a produire que les liposomes de phospholipides ce qui les rend tres
intéressants®®. Grace a leur bicouche lipidique, les vésicules peuvent encapsuler des
actifs hydrophiles et/ou hydrophobes incorporés dans le compartiment aqueux ou

dans la bicouche lipidique de la vésicule>*®.

L’élaboration de ces systemes demeure complexe car ils doivent étre établis en fonction

des caractéristiques du principe actif choisi, des propriétés d’auto-assemblage des tensioactifs

et de la cible visée. Ainsi :

>

Les assemblages doivent étre suffisamment stables a la dilution pour protéger le
principe actif jusqu’a son site de délivrance. Les liposomes sont beaucoup plus
résistants a la dilution que les micelles. En effet, pour les micelles, la contrainte de
stabilité va généralement de pair avec la cmc des tensioactifs qui les constituent,
laquelle doit étre suffisamment basse pour éviter la déstabilisation de ces

nanovecteurs dans un systeme dilué, comme la circulation sanguine.

12
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» Les assemblages doivent avoir une taille comprise entre 10 et 100 nm, leur permettant
I’extravasation dans le microenvironnement tumoral grace a I'effet EPR ou « enhanced
permeation and retention effect » (cf. Figure 6)*°%°. Les micelles étant généralement

beaucoup plus petites que les liposomes, elles sont de bons candidats pour tirer profit

de 'effet EPR.

()3 e
* Vaisseau sanguin

TUMEUR

Figure 6. Représentation schématique de I'effet EPR. Les vecteurs a long temps de circulation (1) pénétrent a
travers les jonctions endothéliales lacunaires au niveau de la tumeur (2) et y sont retenus du fait de la faible
efficacité du drainage lymphatique, ce qui aboutit a une forte accumulation tumorale de ces vecteurs (3)*.

Une classe de tensioactifs en particulier, les tensioactifs fluorocarbonés, répondent a
ces deux criteres. lls sont donc intéressants pour la délivrance de principes actifs, raison pour

laquelle ils ont été trés étudiés dans la littérature?!=23,
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+»* Les tensioactifs fluorocarbonés

Le fluor est I’élément chimique le plus électronégatif de la classification périodique et
est donc faiblement polarisable?®. En conséquence, son énergie de liaison carbone-fluor (C-F)
est trés élevée (environ 552 kJ/mol) comparée a celle d’une liaison carbone-hydrogéne (338
k)/mol). Par ailleurs, le diamétre de I'atome est de 0,72 A lorsqu’il est lié de maniére
covalente?. Le volume d’une chaine fluorocarbonée est donc plus important que dans le cas
d’une chaine hydrocarbonée, avec une estimation des volumes d’une unité —CF, ou —CF3 a 38
A3 et 92 A3 respectivement, contre 27 A3 et 54 A3 pour une unité —CH, ou —CHs
respectivement?>24, De plus, les atomes de fluor créent un nuage électronique dense autour
du squelette carboné. En conséquence, les chaines perfluorocarbonées sont rigidifiées avec
une demande en énergie de la rotation de la liaison (C-F)—(C-F) plus grande (4,6 kJ/mol) que
dans le cas de chaines hydrocarbonées (2,1 klJ/mol). De ce fait, ces chaines ont tendance a

s’organiser en conformation hélicoidale pour minimiser cette demande énergétique?>.

Les chaines perfluorocarbonées sont trés stables chimiquement et thermiquement,
comparées a leurs analogues hydrocarbonés. Cela a un impact sur les propriétés colloidales
des tensioactifs fluorocarbonés, qui ont généralement des cmc plus basses du fait de leur
hydrophobie plus marquée, avec en général une contribution du groupe —CF; sur la
micellisation équivalent a 1,5 fois celle d’'un méthyléne —CH,?’. D’autre part, leurs propriétés
interfaciales sont plus intéressantes avec un abaissement de la tension de surface de |'eau
plus important jusqu’a ~20 mN/m et parfois moins, contrairement a ~30-40 mN/m pour les

analogues hydrocarbonés?*. Enfin, elles sont considérées comme inertes biologiquement?®.

De ce fait, on trouve les tensioactifs fluorocarbonés utilisés dans de nombreuses applications

comme:

> Emulsifiants pour des microémulsions eau dans le CO; supercritique (extraction de
molécules polaires)?®?® ou dans les perfluorocarbures (systémes de délivrance
d’oxygeéne ou de principes actifs par ventilation liquidienne)?33°

> Additifs pour I'extraction et la stabilisation de protéines membranaires!?31-33

14
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> Additifs dans les mousses extinctrices de feux3*

> Agents de contraste dans le diagnostic biomédical>3®

Toutefois, il existe quelques contraintes pour l'utilisation de ces tensioactifs dans les
applications citées :

D’une part, le caractere ambivalent de la chaine fluorocarbonée, qui est a la fois
lipophobe et hydrophobe?3, pourrait limiter la solubilisation d’actifs au sein de ces agrégats.
En effet, il a été démontré que les chaines fluorocarbonées et hydrocarbonées étaient
immiscibles, ce qui peut limiter leur utilisation dans le cas de micelles mixtes?’.

D’autre part, il existe un probléme de bioaccumulation environnementale, notamment
pour les tensioactifs fluorocarbonés ayant une longue chaine perfluorée3?,

Enfin, le co(t industriel est un facteur réfrénant a la production de ces molécules®. Les
travaux de recherche tendent a limiter I'apport de fluor dans les molécules tout en conservant

les propriétés colloidales tres intéressantes des tensioactifs fluorocarbonés.

¢ Objectifs de ces travaux de these

Face a cette problématique, une nouvelle classe de tensioactifs bicaténaires a émergé dans
les années 1990, appelée tensioactifs hybrides fluorocarbonés—hydrocarbonés, possédant la
particularité d’avoir une chaine fluorocarbonée et une chaine hydrocarbonée sur la méme
structure chimique?®. Ils possédent des propriétés assez similaires a leurs analogues
fluorocarbonés que nous allons aborder dans un premier chapitre bibliographique. La
rétrospective de ces structures hybrides existantes ainsi que leurs applications majeures
seront détaillées afin de préciser pourquoi ils pourraient étre une alternative souhaitable a

leurs analogues fluorocarbonés.

Les objectifs principaux de ces travaux de thése sont donc :

» De concevoir un tensioactif hybride comme potentiel vecteur (Chapitre 1)

» D’étudier les propriétés physico-chimiques du vecteur (Chapitre Ill)

15
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» D’étudier le potentiel d’encapsulation du vecteur vis-a-vis d’un anti-cancéreux

hydrophobe (Chapitre 1V).

Dans le chapitre Il, nous nous intéresserons a la synthése de nouveaux tensioactifs non
ioniques F—H. Pour s’assurer d’une biocompatibilité du futur vecteur, nous avons choisi de
construire notre architecture moléculaire a partir d’un acide-aminé, la sérine, et de motifs
hydrophiles de type PEG et glucose. La construction dans un premier temps d’un fragment
hybride F-H apolaire avec des longueurs de chaines variables, permet de concevoir diverses
séries de tensioactifs hybrides F-H de géométrie modulables. Dans un second temps, nous
avons décidé de greffer ce fragment hybride F-H aux tétes polaires choisies via une réaction
de cycloaddition catalysée au cuivre (I) de « chimie click » et aboutit a une jonction chimique
de type cycle triazole. Ce choix a été porté notamment sur la facilité de mise en ceuvre de
cette réaction concertée entre un dérivé azoture et un dérivé propargylé, réalisée dans des
conditions douces. Son utilisation a permis d’élaborer un modele de structure amphiphile

versatile et originale.

L’étude des propriétés physico-chimiques de ces auto-assemblages est ensuite abordée
au Chapitre Ill. Plusieurs méthodes physico-chimiques a haute sensibilité ont été utilisées pour
déterminer dans un premier temps les propriétés de surface et thermodynamiques des
tensioactifs PEGylés hydrosolubles qui forment des micelles. Parmi ces méthodes, des
expériences en titration calorimétrique isotherme et de spectrofluorimétrie ont été menées
dans le cadre d’une mobilité sortante du programme Perdiguier de I'Université d’Avignon en
2019 au sein du laboratoire d’accueil « Molecular Biophysics » du Prof. Dr. S. Keller
(Kaiserslautern, Allemagne). Des expériences de diffusion de la lumiére statique et dynamique
ont également été menées en Allemagne pour déterminer la taille des agrégats formés sur les

dérivés PEGylés.

Parallelement lors de cette mobilité sortante, la faible hydrosolubilité des tensioactifs
glucosylés nous a conduits a les valoriser en tant que systemes vésiculaires hydrosolubles,
dont la préparation est détaillée dans le Chapitre Ill. L’étude de leur stabilité cinétique dans
différentes conditions de solvants et de température, a été faite par diffusion dynamique de

la lumiére, pour s’assurer de leur utilisation en conditions physiologiques.
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Enfin, une étude par microscopie électronique a transmission (MET), a permis de
visualiser les formes et tailles des agrégats de tensioactifs PEGylés et glucosylés et d’établir un
lien entre leur structure chimique et la forme finale des agrégats formés. Cette étude a été
menée par nos collaborateurs de |'Université Martin Luther de Halle-Wittenberg en
Allemagne, au laboratoire du Dr. Annette Meister (Equipe ZIK HALOmem & Institut de

Biochimie et Biotechnologie).

Ces données physico-chimiques ont permis d’élire un tensioactif candidat PEGylé pour
une application d’encapsulation d’un anti-cancéreux hydrophobe, le Paclitaxel (PTX), décrite
dans le Chapitre IV. Aprés I’étude comparative des techniques d’encapsulation possibles, nous
avons mis au point une formulation vecteur-PTX dont les parametres d’optimisation (tels que
la charge médicamenteuse dans les micelles et [I'efficacité d’encapsulation) ont été
déterminés par chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP).

Par la suite, le phénomene de libération de I'actif, par fuite passive des micelles, a été
étudié par suivi cinétique de relargage. En paralléle, des tests de viabilité cellulaire ont été
menés sur le vecteur seul et sur cette formulation vecteur-PTX pour s’assurer du caractére
biocompatible du vecteur d’'une part, et d’'une amélioration de I'activité pharmacologique de
I’anti-cancéreux par cette formulation, sur des lignées cancéreuses pulmonaires d’autre part.
Ces tests ont été réalisés par nos collaborateurs de I'Institut de NeuroPhysiopathologie
(équipe GlioME) a Aix-Marseille Université (AMU).

Dans une derniere partie, les modes opératoires utilisés tout au long de la thése ainsi
que les protocoles expérimentaux de synthése accompagnés de leurs spectres RMN seront

présentés en fin de ce manuscrit.
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Chapitre | — Les tensioactifs hybrides bicaténaires fluorocarbonés-hydrocarbonés

1. Structure et généralités

Pour rappel : un tensioactif « hybride » est un tensioactif bicaténaire qui possedent deux
chaines apolaires, fluorocarbonée (lipophobe) et hydrocarbonée (lipophile), de longueur
modulable et d’'une téte polaire de nature variable au sein d’'une méme structure chimique
amphiphile®. Cette structure originale conduit a la formation d’auto-assemblages de ces
tensioactifs dans I'eau. Nous les appellerons pour la suite « tensioactifs hybrides F-H ». Un

schéma de cette construction est représenté en Schéma I-1.

Schéma I-1. Structure générale des tensioactifs hybrides F-H. En vert, la chaine perfluorocarbonée R(F) et en
rouge, la chaine hydrocarbonée R(H). La téte polaire hydrosoluble est représentée par la sphére grise.

La littérature au sujet de ces tensioactifs est peu abondante, probablement en raison de
la difficulté de synthése de ces composés. En raison de lI'immiscibilité des tensioactifs
fluorocarbonés et hydrocarbonés, I'un des tout premiers tensioactifs hybrides F-H a été mis
au point par le groupe de Guo et al., afin de combiner les propriétés antagonistes de chaque
type de tensioactif au sein d’une méme structure chimique (cf. Schéma I-2). Par exemple, une
meillleure réduction de la tension de surface sera notée chez les tensioactifs fluorocarbonés

et une meilleure réduction de la tension interfaciale sera notée chez les analogues

hydrocarbonés*!.
2 étapes 2 étapes
R(H)MgBr CISOzH/Pyr.
NaBH,/EtOH Na,CO3/NaHCO, 0SO.Na
0 . OH 3
- —— X — PR
(F)R” “OH (FIR” "R(H) H

Guo et al. (1992)

R(F): 6 a 9 carbones perfluorés
R(H): 1 a 9 carbones hydrogénés

Schéma I-2. Synthése multi-étapes pour I’édition d’une nouvelle série de tensioactifs bicaténaires hybrides
fluorocarboné-hydrocarboné par le groupe de Guo et al**.
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La synthese en trois étapes est réalisée a partir d’un acide perfluoré (6 a 9 carbones
perfluorés) sur lequel est greffée une chaine hydrocarbonée (1 a 9 carbones). L'insertion de la
téte polaire anionique sulfonatée —SO3Na a été faite par une sulfonation avec le couple acide
chlorosulfonique/pyridine. Le rendement global de la synthése est de 69 % dans le cas de
chaines apolaires a 7 carbones fluorés et 7 carbones hydrogénés. Les auteurs ont rapporté la
formation de micelles dont les cmc des composés suivaient I’équation (I.1) de Klevens lorsque

la chaine hydrocarbonée dépasse 2 atomes de carbone?? :

log (cmc) = A — Bl (1.1)

Ou / est le nombre d’atomes de la chaine variante fluorocarbonée ou hydrocarbonée, A
et B des constantes par une régression linéaire des données expérimentales.
Les résultats ont indiqué une diminution de la cmc de 35 % pour chaque groupement —CH;
ajouté pour une chaine fluorocarbonée fixe et de 75 % pour chaque groupement —CF; ajouté
pour une chaine hydrocarbonée fixe. Ceciindique une contribution a la micellisation plus forte

des —CF; par rapport aux —CH,%%43,

Cependant, des problémes d’hydrolyse des composés ont été reportés, notamment en
présence d’humidité, ce qui limite leur stabilité dans le temps. L’explication la plus probable,
selon les mémes auteurs, serait la présence du groupe —SO3Na fortement électroattracteur,

lié a la chaine fluorocarbonée sur le méme carbone.

Pour améliorer la stabilité de ces tensioactifs hybrides, le groupe de Yoshino et al.** a
développé 6 tensioactifs anioniques sulfonatés ayant une structure qui différe de ceux de Guo
et al. par la présence d’un bras écarteur benzénique. Les chaines apolaires sont greffées sur
I'iodobenzéne via une réaction d’acylation de Friedel-Crafts puis d’une perfluoroalkylation au
complexe Cu/ diméthylsulfoxyde (DMSO). La téte sulfonate est introduite sur I'aromatique F—
H par une sulfonation régiosélective (complexe SO3/1,4-dioxane), sur le méthyléne en o de la
cétone permettant ainsi d’éloigner la chaine perfluorocarbonée de la téte polaire anionique

(cf. Schéma I-3).
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2 étapes

| R(F)

R(H)CH,COCI R(F)!
AICI3/082 Cu/DMSO SO3 1,4-Dioxane
NaOH(aq)
NaO3;S
alj o
R(H)

R(F): C4Fg; CeF13
R(H) C2H5; C4H9; C6H13

Schéma I-3. Schéma des travaux de synthése réalisés par Yoshino et al **.

Les tensioactifs synthétisés ont montré une thermorésistance remarquable jusqu’a
environ 200 °C ainsi qu’une grande stabilité vis-a-vis de de I’hydrolyse a 25 °C. Parallelement,

plusieurs propriétés physico-chimiques ont été notées :

» Une haute activité de surface mise en évidence par une tension de surface proche de
20 mN/m a la cmc, valeur similaire a celle de tensioactifs fluorocarbonés. D’autre part,
la tension de surface de I'eau n’est pas constante a des concentrations micellaires au-
dessus de la cmc; ce qui d’aprés les auteurs indiqueraient que la morphologie des

micelles change avec la concentration*%,

» Une cmc trés basse (55 uM) pour le tensioactif ayant une chaine perfluorocarbonée et

une chaine hydrocarbonée a 6 carbones respectivement.

Des études physico-chimiques complémentaires ont révélé des propriétés singulieres
lides a I'hybridité des tensioactifs hybrides F-H que I'on ne rencontre pas chez leurs analogues

hydrocarbonés?®® telles que :
» Une capacité a émulsifier des systemes ternaires n-octane/perfluoropolyether/eau

d’ordinaire immiscibles entre eux. Ceci pourrait se révéler particulierement

intéressante pour la préparation de peintures fluorées hydrosolubles*
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» Une haute viscoélasticité a 37 °C des solutions aqueuses a 10 % massique en tensioactif
pour le composé ayant une chaine perfluorocarbonée a 6 carbones et une chaine
hydrocarbonée a 4 carbones (FCs-HCy)*748.

» Lexistence d’'une phase de ségrégation intra-micellaire entre les chaines
fluorocarbonées et hydrocarbonées conditionnant la forme et taille des agrégats
formés®.

» La possibilité (notamment pour le tensioactif FCg-HCa) de solubiliser indépendamment
des huiles perfluorocarbonées et hydrocarbonées (comme le perfluorobenzéne et le
2-naphtol) mais également de les cosolubiliser. Les travaux de Saeki et al. ont
également rapporté une solubilisation de perfluorobenzéne 10 fois plus importante

dans les agrégats hybrides que dans ceux de I'analogue bicaténaire hydrocarboné°.

2. Rétrospective de la synthése de ces composés

A partir des années 2000%, la synthése de tensioactifs hybrides F—H s’est développée
considérablement et il est dés lors possible de les classer par famille de composés sur des

critéres structuraux :

» Les tensioactifs ioniques : anioniques (chargés négativement) ou cationiques (chargés
positivement))

» Les tensioactifs non ioniques, qui ne possédent pas de charges électrostatiques et sont
donc neutres.

» Les tensioactifs zwitterioniques (cf. Schéma I-4), qui possédent a la fois une charge
positive et une charge négative. A notre connaissance, nous avons relevé un seul
exemple dans la littérature synthétisé par le groupe de Peresypkin et al. en 2007°.
Enfin, les tensioactifs catanioniques composés de deux parties de structure chimique
et de charges différentes avec une chaine fluorocarbonée et hydrocarbonée sur

chaque partie. Les charges opposées permettent la formation d’une liaison
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électrostatique aboutissant au tensioactif hybride final. Une structure hybride

appartenant a cette classe a été rapportée par le groupe de Diouf et al. en 20142,

Q (0]
I S o} |
*1 _R(H
R(F)\O/?\O/(CHZ)Q\'L/C8H17 R(F)—/_ HN ( )
O- | + |
R(F): C4Fg; CgF43; CgH47
R(F): (CH2)2C6F 13; CH2C7F 15, CH2C4FgH R(H): CeHq3; CgH17; CqoH21; Cq2H2s
Q:HouCl
Peresypskin et al. (2007) Diouf et al. (2014)

Schéma I-4. Structures chimiques des tensioactifs zwitterioniques hybrides F-H reportés dans la
littérature®->2,

Dans la suite du chapitre, nous nous focaliserons exclusivement sur les tensioactifs
ioniques et non ioniques qui constituent la trés large majorité des travaux publiés dans la

littérature.

2.1 Les tensioactifs ioniques

2.1.1 Généralités

Suite aux travaux de Yoshino et al.**, les classes de tensioactifs ioniques

43,53-58 59-64

anioniques et cationiques représentent la majeure partie des tensioactifs hybrides
F—H décrits dans la littérature. D’une part, les structures générales des tensioactifs anioniques

sont présentées dans le Schéma I-5.
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Tensioactifs hybrides F-H anioniques

0]
i
0SO3Na R(F) 0SO3Na o O@
R(F) ONa
R(F)
R(H) R(H) R(H)
R(F): CaFo; CoF13; Catliz R(F): C4Fg; CeF13; CgH17
R(H): C3F7; CsF11;C7F 15 R(H): CaF: CsF 1,
Miyazawa et al. (2003) Miyazawa et al. (2005) Miyazawa et al. (2005)
(0]
(|)SO3Na (l)sogNa 07" C,Fs
OR(H)
HC CH NaO-S
SN TN (CHL)TT T N alUs tBu
R(F) (CHz) R(F) 0  RMH) ‘ = ou Y BB
tBu
tBu
Ohno et al. (2008) Mohamed et al. (2015)
]
C,F5——0
0" "C,F }SO3Na
NaO3S ® (HR-0
O~ Bu n:2,4,6,8
0]
R(H): CoF5; C4Fo;CeF13,CsF 17
Mohamed et al. (2016) Kang et al. (2018)
. J

Schéma I-5. Structures chimiques de tensioactifs hybrides F-H ioniques**53-58,

Les travaux de Miyazawa et al. 4>°3°8 qui s’inscrivent dans la continuité des travaux du
groupe de Yoshino* sur les tensioactifs anioniques, ont permis d’élargir la famille des
tensioactifs sulfonatés et phosphonatés. Concernant les dérivés sulfonates, I'étude de
I'influence de la nature du bras écarteur (i.e. lien benzénique ou éthyléne) entre la téte polaire
et la chaine perfluorocarbonée a été également conduite. De meilleurs rendements sont
obtenus avec un bras écarteur éthyléne (70 % contre 30 % pour la fonction benzénique) et les
cmc sont 3,5 fois plus hautes que celles constatées sur les tensioactifs contenant une fonction
benzénique, ce qui peut s’expliquer par une hydrophobie moins marquée.

D’autre part a notre connaissance, nous avons compté 5 dérivés hybrides F—H

cationiques qui sont présentées dans le Schéma I-6.
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Tensioactifs hybrides F-H cationiques

Ny, 2Br
N CgF17 OH c|:6F13
|
N L RH) CiHas  (CHy)s
/ N+ _ N* |+
C12Ha2s ( 7 | — (CH )/N\
CeF17 | 2)s |
Oda et al. (2000) Aydogan et al. (2003) Morishima et al. (2015)
Br B
* r
H)R—N +
AN O\/szR(H)
R(F) (F)R@N¢ \
HO N
Yang et al. (2014) Saito et al. (2021)
Liu et al. (2017)

Schéma I-6. Structures chimiques de tensioactifs hybrides F-H cationiques®**,

Les tensioactifs ioniques ont été beaucoup étudiés pour leurs propriétés physico-
chimiques et la morphologie de leurs agrégats. De nombreuses applications découlent de ces
structures : par exemple, ils abaissent la tension de surface aux alentours de 20 mN/m, valeurs

retrouvées généralement pour les tensioactifs fluorocarbonés?%6%62,

D’un point de vue morphologique, I'augmentation de la longueur des chaines
hydrophobes augmente le diamétre micellaire et favorise la ségrégation intra-micellaire entre
les chaines fluorocarbonées et hydrocarbonées. Ainsi, les chaines fluorocarbonées pourraient
étre conditionnées au coeur des micelles et les chaines hydrocarbonées recouvriraient la
structure sous forme de couronne, elles-mémes enveloppées dans la partie hydrophile au
contact des molécules d’eau environnantes®’#°, Ce phénomeéne pourrait réduire la
contribution hydrophobe de I'ajout d’'un —CH; sur la chaine hydrocarbonée du tensioactif
hybride comparé a des tensioactifs hydrocarbonés généraux*>%°.

En complément de ces informations, certains travaux réalisés sur les tensioactifs
hybrides F-H anioniques ont mis en évidence l'influence de la concentration sur le parametre

d’empilement P et donc du type d’agrégat formé, confirmant les observations de Yoshino et
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al**4>%8 En effet, ils relatent la formation de micelles sphériques a concentration diluée avec
P <1/3 (disposition conique du tensioactif) avec une ségrégation intra-micellaire entre les
chaines hydrophobes (cf. Figure I-1). Plus la concentration en tensioactif anionique augmente,
plus la force ionique augmente avec les interactions intermoléculaires, réduisant la taille du
groupement hydrophile et forgant la chaine hydrocarbonée a pénétrer a I'intérieur du coeur
de I'agrégat. On peut ainsi observer en microscopie l'apparition de micelles cylindriques, de

vésicules ou encore de phases lamellaires et de gels a plus haute concentration®.

(a) (b) (©)

BN
1
TR TN

T —————

Figure I-1. Possibilité de transition de phase pour les tensioactifs hybrides, exemple avec le tensioactif
FsHs0S : (a) 16 mM ; (b) 160 mM et (c) 480 mM*®,

Une autre particularité de ces tensioactifs est la formation de micelles dont les temps

de vie sont 100 et 1000 fois plus importants que pour les tensioactifs conventionnels4>°,
L’hybridité apporte d’autres propriétés uniques dans le cas de tensioactifs cationiques. Le
modele de bolaforme hybride asymétrique, rapporté dans les travaux d’Aydogan et al.(cf.
Schéma I-6)%* ,donne des valeurs de cmc a différentes longueurs de chaines hydrophobes qui
sont indépendantes de la concentration en ions électrolytes dans le milieu ; ce qui est I'inverse

généralement observé chez les tensioactifs ioniques conventionnels®.

2.1.2 Particularité des tensioactifs gemini

Les tensioactifs gemini hybrides sont constitués de deux monomeres de tensioactifs liés
par un bras écarteur. Leur synthése et leur potentiel en tant que systémes amphiphiles est

remarquable du fait de leurs cmc trés basses, I'abaissement de la tension de surface et leur
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haute solubilité dans I’eau® par rapport a leurs analogues monomériques>*. Plusieurs auteurs
ont décrit la synthése de dérivés ioniques>*® ou zwitterioniques>?.

Généralement ce type de tensioactifs forme spontanément des micelles cylindriques
plus longues qui s’enchevétrent plus que leurs analogues hydrocarbonés, ou donne dans
certains cas des vésicules (cf. Figure I1-2)>>3. Le groupe de Oda et al. a investigué un systéme
gemini hybride (cf. Schéma I-6) avec deux motifs hydrophiles qui conduisent a la formation de
vésicules en accord avec une valeur du parametre d’empilement plus importante, au contraire

de I'analogue hydrocarboné qui forme des micelles cylindriques®®.

Morishima et al. ont également décrit un autre dérivé -F—H 12-3-C5C¢F ayant une chaine
hydrocarbonée a 12 carbones et une chaine semifluorocarbonée -(CHs)3CsF13 qui sont greffées
chacune sur un ammonium quaternaire en guise de motif hydrophile, ces derniers reliés par
une chaine a 3 méthylénes. Les agrégats résultant de ce tensioactif ont été comparés a ceux
formés par I'analogue hydrocarboné 12-3-12 en Figure 1-2%. Le diamétre et I'épaisseur des
micelles cylindriques formées par ces gemini hybrides seraient plus bas que pour I'analogue
hydrocarboné. Cette tendance est également observée pour le nombre de tensioactif par
micelle appelé communément nombre d’agrégation N. Tous ces résultats suggérent de hautes
propriétés viscoélastiques a basses concentrations que I'on retrouve généralement chez les

tensioactifs hybrides F—H4748.63

Transformation

C|6F13
Ci12Hzs (CH3)3
|

e N N~
3% | Y(CHy);3 CH3
CHs CH,4

12-3-C;C4F

12-3-C3Cq" 12-3-12

Figure I-2. Comparaison de morphologie d’un dérivé gemini hybride F-H (12-3-C3Csf) et de son analogue
hydrocarboné (12-3-12)%3,
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2.1.3 Applications

On retrouve une multitude d’applications potentielles de ces tensioactifs anioniques
gue nous allons détailler ci-dessous. La plupart du temps, ils sont considérés comme

substituants idéaux aux tensioactifs fluorocarbonés.

2.1.3.1 Stabilisants de microémulsions eau dans le fluide supercritique (H.0/CO;

supercritique)

C'est une des applications potentielles majeures relevées pour les tensioactifs
anioniques sulfonatés. Le fluide CO, supercritique est considéré comme un solvant
d’extraction prometteur qui est abondant, non toxique et trés bon marché®”. On I'utilise

principalement :

> pour I'extraction de composés lipophiles (tels que des lipides®®) ou composés naturels
provenant de matieres premiéres végétale
» comme solvant en chromatographie séparative

» Comme solvant réactionnel pour s’affranchir des solvants usuels.

Tout cela le rend tres intéressant pour des applications dans I'industrie pharmaceutique
et agro-alimentaire®’. Cependant, I'extraction de composés polaires est un facteur limitant a
I"utilisation du fluide CO; supercritique et bien souvent, I'utilisation de co-solvants doit étre
préférée (EtOH/MeOH). Plusieurs auteurs ont rapporté [Iutilisation de tensioactifs
fluorocarbonés pour s’affranchir de I'utilisation de ces co-solvants et pouvoir obtenir des

microémulsions stables H,0/CO,supercritique®®.

Pour garantir une bonne stabilisation des micro-émulsions H,0/CO; supercritique, deux

parametres entrent alors en jeu :

» Le paramétre de pression Pians, qui traduit la pression a une certaine composition et

température, permettant I'obtention d’une seule phase.
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» La charge en eau effective dans les micro-émulsions qui rend compte de la capacité a

solubiliser une certaine quantité en substances polaires®.

De ce fait, les tensioactifs fluorocarbonés présentent un certain avantage avec un Ptrans
bas et une haute charge en eau dans les microémulsions®>%°, Cependant comme déja évoqué
précédemment, le co(t et la bioaccumulation de ces tensioactifs dans I'environnement
limitent leur utilisation’®. En limitant I"apport de fluor dans les structures chimiques tout en
conservant les propriétés physico-chimiques de ces tensioactifs, les tensioactifs hybrides F—H

représentent ainsi un bon compromis.

La premiére étude portée a ce sujet sur l'utilisation d’un tensioactif hybride F-H a été
faite sur le dérivé a téte sulfonate issu des travaux de Guo et al. (cf. Schéma I-2) avec deux
chaines fixes a 7 carbones perfluorés et hydrogénés*-’1, Dans cette étude, Harrison et al. ont
rapporté que les tensioactifs bicaténaires ayant des chaines ramifiées abaisseraient mieux la
tension et I’énergie de surface, augmentant ainsi la compatibilité avec le fluide supercritique
et la stabilisation des micro-émulsions’?. Les travaux de Mohamed et al. ont élargi le panel de
tensioactifs hybrides F-H, pour cette application, notamment avec la synthese de dérivés
hybrides CO3-philes succinates hyper-branchés, puis de dérivés de glutarates aussi efficaces
voire méme plus performants que les analogues perfluorocarbonés (cf. Figure I-3). Ceci serait
en partie di a une hydrophobie plus prononcée qui permettrait d’augmenter I’affinité avec
le CO; supercritique, une meilleure capacité a abaisser la tension interfaciale
H,0/COsupercritique et une meilleure stabilisation des microémulsions (Pians bas et haute

charge en eau)>>>% >,

NaO), | =y

-

>
CO:-philie

=
-

-

—4

Hybrid CF2Z/AOT14 di-CF2GLL Hybrid CF2/AOT14GLLU di-CF2

Dérivés sulfosuccinate

O Dérivés sulfoglutarate

Figure I-3. Comparaison des tensioactifs bicaténaires fluorocarbonés et hybrides F-H mentionnés en terme
de compatibilité avec le fluide supercritique®®.
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2.1.3.2 Modlificateur de surface dentaire

Une autre application potentielle de ces tensioactifs hybrides F-H a été évoquée dans
les travaux de Teranaka et al., qui portent sur la modification et I'’étude de la stabilité de la
surface de granules d’hydroxyapatite (HAP). Le HAP est un matériau tres utilisé comme
modele dentaire, dont la surface a été préalablement modifiée avec certains tensioactifs
hybrides F-H a tétes polaires phosphonates synthétisés par Miyazawa et al. (cf. Schéma I-5)
ayant une chaine fixe a 8 carbones perfluorés avec une chaine hydrogénée de 3 ou 5

carbones®373,

Selon leurs observations, ces tensioactifs ont apporté une haute hydrophobie et
lipophobie a ces surfaces, ce qui améne une augmentation de la stabilité jusqu’a plus de 90
jours. Ces résultats pourraient étre tres intéressants notamment dans le traitement de la

plaque dentaire ou encore la prévention de caries’™.

2.1.3.3 Emulsions pour la polymérisation de fluorure de vinylidéne

Le groupe de Kang et al. a investigué la possibilité de remplacer le PFOA (acide
perfluorooctanoique), par un tensioactif hybride F-H comme stabilisant d’émulsions pour la

polymérisation de fluorure de vinylidéne (cf. Schéma I-7)>’.

R FRFRF O

F
S o
F

F FFFFFF

Acide perfluoroctanoique (PFOA) Polyfluorure de vinylidéne (PVDF)

Schéma I-7. Structures chimiques du PFOA et du PVDF.

En effet, le PFOA est un tensioactif controversé dont la fabrication et la
commercialisation ont été interdites en Europe depuis le 4 Juillet 202074, Ils ont synthétisé

une série de tensioactifs hybrides F-H a téte anionique sulfonate, dont la chaine
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fluorocarbonée est fixée a 2 carbones et ont fait varier la longueur de chaine hydrocarbonée
avec n allant de 2 a 8 atomes de carbone (i.e. F;H,). La comparaison des performances
d’émulsion a été faite avec le pentadecafluorooctanate d’ammonium (APFO), un tensioactif

déja utilisé pour les émulsions de PVDF.

La synthése est réalisée dans des conditions douces et donne en deux étapes un
rendement supérieur a 80 %. En particulier, le tensioactif F,Hg posséde une cmc aussi basse
qgue celle de I'analogue bicaténaire fluorocarboné F,F, (0,1 mM) et abaisse fortement la
tension de surface a 32 mN/m, valeur comprise entre celle du APFO (21 mN/m) et de son
analogue bicaténaire F,F> (40 mN/m). L'augmentation de la longueur de chaine
hydrocarbonée augmente I'encombrement stérique et diminue la valeur de I'aire minimale
Anmin Occupée par un tensioactif a l'interface. Ils ont également observé une trés grande
stabilité des émulsions formées avec le tensioactif F;Hg dans un systéme ternaire

perfluorohexane/toluéne/eau.

La production de particules pures de PVDF dans les microémulsions avec le tensioactif
F,Hs est aussi efficace qu’avec le tensioactif APFO (i.e. 22 % et 23 % massique respectivement).
Il est donc prometteur, comme substituant, pour la formation d’émulsions pour la
polymérisation de ces particules, d’autant plus que ce tensioactif permet de diminuer la

polydispersité de tailles de particules par rapport a l'utilisation d’ APFO (cf. Figure I-4).

APFO-PVDF

-

R

Figure I-4. Images de microscopie électronique a balayage (MEB) des particules de PVDF faites a partir des
émulsions d’APFO (& gauche) et du tensioactif hybride FHs (¢ droite)®’.
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2.1.3.4 Stabilisants pour la nucléation et de la croissance de nanoparticules d’or

D’autres tensioactifs hybrides F—H cationiques sont utilisés pour contréler la formation
(c’est-a-dire, la nucléation puis la croissance) de nanoparticules d’or en forme de fleur a partir
d’une réduction de HAuCls par le couple réducteur AgNOs/acide ascorbique (i.e.
goldnanoflowers ou GNFs) (cf. Figure I-5). C'est le cas des dérivés de pyridinium synthétisés
par le groupe de Yang et al. %4. Les GNFs ont été ensuite appliqués par exemple a de la catalyse

de réactions telle que la réduction de 4-nitroaniline déja mentionnée par les mémes auteurs®.

Le tensioactif en lui-méme, grace a sa haute activité de surface, influe sur la morphologie
des surfaces des GNFs en les stabilisant et en les rendant plus réguliéres. Les mémes auteurs
ont émis I'hypothése que cette classe de tensioactifs hybrides F—H pourrait étre

particulierement intéressante dans la formation d’autres nanoparticules inorganiques.

Ripening

0.0p5 00

AgNdaﬁmicellar Fomation of Anisofropic crystal GNFs
| solution of 1 Au seeds growth

SIag’e 1

Br
+
(H)R—N \ /
R(F)
HO

Yang et al. (2014)
Liu et al. (2017)

Figure I-5. Schéma du possible mécanisme de formation des particules GNFs tiré des travaux de Liu et al. (en
haut), structure chimique du dérivé pyridinium hybride F-H utilisé (a gauche) et image MEB des GNFs (a
droite)®°.
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2.1.3.5 Agent photo-sensibles

Depuis quelques années*”>, le groupe de Kondo et al. explore la synthése de dérivés
d’azobenzéne et plus particulierement associés a une structure hybride F-H (cf. Schéma 1-6)2.
Ces dérivés tres stables ont la particularité de changer trés rapidement de structure et/ou de
propriétés chimiques suite a une irradiation lumineuse de longueur d’onde fixe. lls peuvent
aisément passer d’une configuration trans, la plus stable, a une configuration cis suite a une
exposition a la lumiéere bleue (A=365 nm) et réciproquement par lumiére blanche. La variabilité
structurale de ces composés se traduit également au niveau physico-chimique avec un
changement drastique dans les propriétés interfaciales. En effet, le passage de la
conformation trans a cis aboutit a une diminution de la tension de surface a I'interface air/eau
(dans une gamme de 17-34 mN/m, cf. Figure I-6), avec des valeurs proches de 20 mN/m,

valeurs observées pour des tensioactifs fluorocarbonés conventionnels*®>37,

La modulation des propriétés de surface de ces tensioactifs hybrides F-H telles que la
mouillabilité”’, la stabilité des mousses’® ou encore les mouvements de fluides® par un
stimulus lumineux est un atout tres intéressant que les mémes auteurs souhaitent exploiter
par exemple dans le contréle du mouvement de fluides par irradiation lumineuse avec ces

tensioactifs.

70}
60}
50|
40}

-O- CF4AzoCH4 frans “'!.i
30t| -»- CF4AzoCH4 cis

o 8F6Az H4 trans
20_ & CF6AzoCH4 cis

- CEBAZoCH4 frans
-o- CF8AzoCH4 cis

0001 001 0.1 1
Concentration / mM

Surface tension / (mN.m™")

Figure I-6. Représentation des dérivés d’azobenzéne hybrides F-H dans leurs conformations cis et trans et
exemple de répercussion du stimulus lumineux sur les propriétés interfaciales de ces tensioactifs®?
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2.2 Les tensioactifs non ioniques

2.2.1 Généralités

On constate de plus en plus d’études sur la synthése et le comportement physico-
chimique des tensioactifs non ioniques dans la littérature’®’%81, Ces structures chimiques
variées sont visibles en Schéma I-8.

Tensioactifs hybrides F-H non ioniques
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Schéma I-8. Structures chimiques des tensioactifs hybrides F-H non ioniques étudiés.

Les tensioactifs non ioniques sont moins représentés dans la littérature que les
tensioactifs anioniques. Aprés avoir développé la synthése de tensioactifs hybrides F—H
ioniques, Miyazawa et al. a développé en 2004 les premiers dérivés non ioniques a base de
motifs PEG comme partie hydrophile®2. Pour ce faire, un dérivé hybride hydroxyle FmPH,A
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commun aux trois séries de tensioactifs*3>382 (avec m le nombre de carbones perfluorés et n
le nombre de carbones hydrogénés) est préparé a partir d’'iodobenzeéne.

L’étape suivante consiste a insérer le motif hydrophile, en y greffant une chaine chlorée
d’oxyde d’éthylene via une catalyse par transfert de phase dans le mélange n-
BusN:H,S04/NaOHaq.qui donne un rendement compris entre 70 et 85 % du composé
intermédiaire FePHsEOKCI. La réaction est favorisée par la présence d’un alcool secondaire
avec un groupe encombré comme le benzene. L'introduction de la chaine PEGylée sur cet
intermédiaire est réalisée par une réaction de Williamson donnant des rendements entre

29 % et 40 % pour le tensioactif hybride F-H PEGylé final FsPHsEOm (cf. Schéma I-9).

Cl

OH CI(CH,CH0), 1CH,CH,CI 0O s
CeF13 . CGF134®—<
CsHyy

n-Bu4N:HSO4 / NaOHaq) CHy
FePH5A FePH5EO,CI
6 5 6 5 k k: 2.6
S HO(CH,CH,OH Ow&m
CGF13 > C6F13
CHy NaH / HCONMe, CsHy
FPHSEOKCI FePHEO,
m: 4,8,10,14

Schéma I-9. Schéma de la réaction multi-étapes®.

D’un point de vue physico-chimique, plus le nombre de motifs PEG augmente, plus la
cmc augmente (0,63 mM et 5,4 mM pour FePHsEO10 et FsPHsEO14 respectivement). De plus,
les auteurs ont comparé ces résultats aux analogues anioniques et ont constaté de plus faibles
cmc a mémes longueurs de chaines hydrophobes dans le cas de tensioactifs non ioniques (210
mM et 340 mM pour I'analogue phosphonate et I'analogue sulfonate respectivement).

Anmin augmente avec le nombre de motifs PEG. Ces valeurs sont toutefois plus basses
qgue celles trouvées pour des anioniques. En effet, les répulsions électrostatiques entre les
tétes ioniques rendent le compactage des tensioactifs anioniques a l'interface difficile, ce qui

augmente la valeur de Amin®2.
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En ce qui concerne la tension de surface a la cmc ycmc, les valeurs se trouvent a
20 mN/m et leur conferent une haute activité de surface. Cette propriété semble étre
partagée quelle que soit la classe de tensioactif hybride F—H visée et rappelle une similarité

de comportement avec les tensioactifs fluorocarbonés*°,

2.2.2 Applications

2.2.2.1 Transport de principes actifs et d’oxygéne avec des perfluorocarbures

Une des applications médicales étudiée sur les tensioactifs hybrides F-H est la
ventilation liquidienne. Cette technique consiste a remplir les voies respiratoires par un
perfluorocarbure qui agit comme transporteur d’oxygeéne. C'est une méthode plus efficace et
moins agressive que les méthodes classiques de ventilation gazeuse, surtout dans le cas de
poumons non matures comme chez les nouveau-nés atteints du syndrome de détresse
respiratoire (SDR)?322,

Le groupe de Williams et al. en 1998 a investigué la possibilité d’utiliser des tensioactifs
hybrides F-H comme transporteurs de principes actifs dans des microémulsions inverses
stables H,O/perfluorocarbure comme le bromure de perfluorooctyle (PFOB). en utilisant un
dérivé de cétone hybride F-H, le 1-(4-Perfluorobutylphenyl)-1-hexanone synthétisé par le
groupe de Yoshino et al.*#83, Miyazawa et al. ont suggéré I'utilisation de leurs dérivés hybrides
F-H PEGylés comme transporteurs de principes actifs dans des émulsions
eau/perfluorocarbure en précisant que les chaines PEG sont généralement biocompatibles,

ce qui est un point crucial pour une application médicale.

2.2.2.2 Glycolipides dans I’extraction et la stabilisation de protéines membranaires

Les protéines membranaires représentent environ 60 % des cibles thérapeutiques dont

il convient de connaitre la structure pour concevoir des médicaments efficaces. Cependant,
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ces études requierent de cristalliser ces cibles thérapeutiques en les maintenant en solution
aqueuse dans une conformation native. Les détergents classiques peuvent aider en ce sens
pour extraire ces cibles de leur environnement lipidique, mais peuvent avoir un pouvoir
déstabilisant et dénaturant; si bien que les protéines se retrouvent dénaturées. Les
tensioactifs hybrides F-H peuvent grace a leur chaine perfluorocarbonée, étre considérés
comme des détergents « doux » et ainsi étre utilisés comme additifs pour extraire et stabiliser

ces protéines membranaires dans leur conformation native %82,

Ainsi dans notre laboratoire, plusieurs séries de tensioactifs hybrides F—H avec des tétes

diglucosylées et maltosylées ont vu le jour (cf. Schéma I-10).

HN_O OH

RFFRFRF X=N HCO OH PH

/\/
FFFFF HO \)o\/\

R(F): CoFs5; C4Fg; CeF 13
R(H): CgF13; C1oH21

Legrand et al. (2015) Bonnet et al. (2019)

Schéma I-10. Structures chimiques de tensioactifs hybrides F-H diglucosylés (a gauche) et maltosylés (a
droite) synthétisés au laboratoire ces derniéres années’®%,

Tout le challenge consiste a assurer une bonne aptitude a maintenir les protéines stables
et solubles par interaction entre les domaines hydrophobes de la protéine et la chaine
hydrogénée, tout en maintenant le caractére doux des tensioactifs perfluorés. De plus, garder
des longueurs de chaines F-H relativement courtes tout en augmentant le caractére

hydrophobe du tensioactif serait un moyen d’obtenir des agrégats de relativement petite taille

de type micelles pour les dérivés glucosylés (entre 7-11 nm)”°.
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Ces tensioactifs abaissent la tension de surface a la cmc jusqu’a ~24 mN/m en accord
avec des valeurs associées aux tensioactifs hybrides F-H vus dans ce chapitre. Les cmc sont
également plus faibles (79 uM et 11 uM) que dans le cas de leurs analogues perfluorocarbonés

ou hemifluorés FeDigluM3* et FgH3DigluM?® (0,38 et 0,79 mM respectivement).

Leur utilisation sur la protéine membranaire bactériorhodopsine montre une stabilité
du complexe avec le dérivé hybride F-H d’éther jusqu’a 1 mois’®. En raison du volume plus
faible de la téte maltose, la deuxieme série nous a conduit a de plus larges agrégats (15-100
nm)3! et ces composés se sont révélés peu solubles dans I’eau. Cependant en association avec
le N-dodécylmaltoside (DDM), ces derniers ont conduit a de bons rendements d’extraction de
deux protéines modeéles (A2aR et AcrB) et une bonne thermostabilité de la protéine AaR, des

critéres prometteurs pour cette application biomédicale8’.

2.2.2.3 Les dendriméres de Janus hybrides F-H comme potentiels agents de contraste

Les dendriméres de Janus amphiphiles sont des structures chimiques hyperbranchées
contenant des parties hydrophobes et dendrons hydrophiles qui s’auto-assemblent sous la
forme de dendrimersomes (DSs), des vésicules a I’échelle nanométrique, formés une fois leur
solution éthanolique en dendriméres injectée dans I'eau®.

lIs sont largement étudiés pour leur architecture complexe et leurs applications
thérapeutiques ou de diagnostic (délivrance de principes actifs®, agents de contraste ou

sondes fluorescentes®’, catalyse®®).

Il'y a quelques années, le groupe de Xiao et al.8% a décrit la synthése d’un dendrimére
de Janus hybride F-H et a étudié la morphologie des dendrimersomes formés. Ils ont ainsi
comparé la taille et la forme de dendrimersones issue de 3 types de dendriméres de Janus :
un analogue hydrocarboné (Ru), un analogue hybride (Rug) et un analogue fluorocarboné (Rg).
Le chainon fluorocarboné en question est le perfluoropropyl vinyl éther (PPVE) (cf. Figure 1-

7). La comparaison des tailles de dendrimersomes, déterminées par diffusion de la lumiere a
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mis en évidence une tendance similaire pour tous les analogues a augmenter la taille des
agrégats avec 'augmentation de la concentration®.

Les auteurs ont remarqué que les dendrimersomes Ruront des tailles supérieures (142
nm) a leurs analogues Ry (120 nm) ou Re (121 nm). lls forment des vésicules multi-lamellaires
(VML) de 2 a 11 bicouches comparables aux tensioactifs fluorocarbonés en cryo-microscopie

électronique a transmission (Cryo-ME).

e ONO\/\OND-\ ReO ONO'\/\O’\’O\ 0‘\./0\./*‘0"'\’0

o) 0. (o] 0,
<: :HO OH: :}- OO <: HO Dp-{ :>-0\/\0AVO\/\ o” <::: } 4( 9 < :> O\/\OAVO\/\O
RyO OJ\OAVO\‘AO/ R:O OMOA"O%O’ O~ 0’\’0“'/\‘0
Ry0Q o O"‘VO\/“-DNO\ RL0 5 O’\.zouf\o/‘\.ro\ R:0 OA“’O“'/\DA""O
: 0 0] O

0O ~On 0""-’0'*’“‘ OAVCJ\ @_« O),_Q_ 0O~ O
0

[¢] o 0 o) 0
RyO RH O\/‘Q’VO\/‘D’ RyO RHF O\/\OAVO\/\.OI R0 RF OWOWOWQ’
(3,5)12G1-PE-(3,4,5)-3E0-G1-(OCH;); [(3,5)12G1+(3,5)PPVEG1]-PE-(3,4,5)-3E0-G1-(OCH;); (3,5)PPVEG1-PE+(3,4,5)-3E0-G1-(OCH3);
Dps =120 nm (0.15) Dpg = 142 nm (0.11) Dpis =121 nm (0.16)
Interdigitated Interdigitated Interdigitated

Bilayer thickness Bilayer thickness Bilayer thickness
drem=6.1 0.4 nm dren=46+04nm Grem=4.7 £ 0.5 nm

Vésicules

uni-lamellaires

Figure I-7. Morphologie des dendrimersomes en fonction des dendriméres (a) Ru (b) Rur et (c) Ry, tirée des
travaux de Xiao et a/*°,

Dans le cas des analogues Ru, des vésicules uni-lamellaires (VUL) sont uniquement

constatées® et ont une épaisseur de bicouche comparable aux bicouches membranaires
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biologiques (~¥4nm) due a l'interdigitation des chaines fluorocarbonées et hydrocarbonées.
Cette découverte pourrait permettre d’incorporer des composés de la bicouche membranaire
(protéines, lipides) a lintérieur des dendrimersomes pour de futures applications

biomédicales®O.

De plus, les auteurs ont rapporté que les DSs de dendrimeres Rue émettent un signal
important en RMN *°F, suggérant de les appliquer comme agents de contraste °F en imagerie
a résonance magnétique (IRM). Parallélement, les auteurs ont rapporté la capacité pour les
dendriméres Ruede former des DSs mixtes avec les analogues Ry ou Re .Cette miscibilité a été
montré par microscopie par fluorescence ou des agents fluorescents ont été greffés sur
chaque dendrimeére (émission de lumiére rouge Ry et émission de lumiere verte pour Rg). Ces

dendrimeéres suscitent donc de I'intérét comme potentiel outil biomédical.

2.2.2.4 Additif pour les mousses extinctives formant un film flottant

Les mousses extinctrices, formant un film flottant, sont utilisées pour lutter contre les
incendies de solvants®!. Elles sont composées d’eau additionnée d’un tensioactif et de 80 %
d’air®2. Ainsi, les tensioactifs fluorocarbonés tels que le PFOA ont présenté des propriétés
adaptées a cette application et conduisent a une extinction beaucoup plus rapide des feux en
limitant des rejets importants de combustion®2.

Les tensioactifs hybrides F-H pourraient constituer une alternative aux analogues
fluorocarbonés, en limitant la longueur de chaine perfluorocarbonée tout en conservant les
propriétés des mousses extinctives.

Les travaux de Peng et al.’® en 2018 ont été conduits en ce sens et ont abouti a la synthése
d’un dérivé hybride F-H non ionique ayant une fonction amide en a de la chaine
perfluorocarbonée, une chaine ramifiée hydrocarbonée liée a une amine tertiaire et une
fonction amide agissant comme partie hydrophile qui forme des interactions faibles avec les
molécules d’eau environnantes (cf. Figure I-8)%. Les 3 composés CoF16AM, CoF19AE et CoF10AB
(respectivement R(H) = CH3 ; CoHs et C4Hg) présentent des tensions de surface a la cmc de 15

mN/m ce qui montre de hautes propriétés interfaciales.
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Parmi ces 3 composés, CoF19AE présente la cmc la plus basse a 0,12 mM contre 0,23 et
2,58 mM pour CoF19AM et CoF19AB respectivement. CoF19AE est chimiguement stable jusqu’a
une température de 173 °C et posséde un haut pouvoir moussant, comme on peut le voir en

Figure I-8. Son utilisation pourrait étre prometteuse dans ce domaine.

0]

Cng)J\N/\/\N,R(H)
R(H)

R(H) CH3, C2H5; C4H9
Peng et al. (2018)

CF,AM CF,AE C,F, ,AB

Figure I-8. Structure chimique des tensioactifs hybrides F-H non ioniques CsF1sAM, CoF19AE et CoF19AB.
Structure des bulles de CsF19AE dans I’eau et comparatif du pouvoir moussant des tensioactifs’®.

3. Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre un certain nombre de tensioactifs hybrides F-H

synthétisés et rapportés dans la littérature au cours de ces derniéres années.

De ces tensioactifs découlent de nombreuses applications potentielles, essentiellement
comme alternative aux tensioactifs fluorocarbonés du fait de contraintes environnementales,

industrielles ou liées a la nature de la chaine perfluorocarbonée (cf. Tableau I-1).

Il est intéressant de noter que peu d’applications dans la délivrance de médicaments
sont décrites. Il conviendrait alors d’imaginer de nouveaux vecteurs capables d’encapsuler des
principes actifs hydrophobes (micelles) ou hydrophiles (vésicules) et dont I'application

thérapeutique differerait de I'utilisation des perfluorocarbures pour la ventilation liquidienne.
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Tensioactifs ioniques Applications potentielles Références
Dérivés sulfonates Y]
Stabilisants de microémulsions
Dérivés hybrides succinates [>°]
H,0/CO,supercritique
Dérivés hybrides glutarates [°9]
Dérivés de phosphonates Modificateurs de surface dentaire [73]

Emulsions pour la polymérisation de
Dérivés de sulfonates "]
polyfluorure de vinylidene (PVDF)

Agents stabilisants pour le contréle de la

Dérivés cationiques de pyridinium nucléation et de la croissance de [6064]
nanoparticules d’or (GNFs)
Dérivés cationiques d’azobenzene Agents photo-sensibles [%7]
Tensioactifs non ioniques Applications potentielles Références
L, , Transport de principes actifs dans les
Dérivé de cétone P P P [®°]
perfluorocarbures
L, , Additif pour les mousses extinctives formant [79]
Dérives azotés .
un film flottant
[]
Dérivés hybrides diglucosylés ) o .
Extraction et stabilisation de protéines
L _ . membranaires 3]
Dérivés hybrides maltosylés
Dendrimeres hybrides de Janus Agents de contraste [39]

Tableau I-1. Syntheése des applications potentielles de tensioactifs hybrides F-H mentionnées au cours de ce
chapitre.

Les travaux préliminaires de Miyazawa et al. 8 sur I’élaboration de tensioactifs hybrides
F-H avec des motifs PEG comme téte hydrophile, nous ont inspirés sur I'utilisation de ces
motifs déja connus, comme protection vis-a-vis de |'adsorption des opsonines a la périphérie
des nanovecteurs dans le corps humain; ce qui faciliterait le transport du principe actif en
évitant la reconnaissance et la destruction du nanovecteur par le systeme immunitaire

(cf. Figure 1-9)%.
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(1

Véhiculants pegylés Réductionde Augmentation du temps en circulation
I'adsorption d’'opsonines avec une toxicité moindre

Figure 1-9. Schéma de la protection du vecteur couronné de motifs PEG limitant sa reconnaissance par le
systéme immunitaire dans 'ordre (1), (2) et (3). lllustration tirée des travaux de thése du Dr. F. Levedec®*.

Ainsi, un nouveau modele de synthése de ces tensioactifs hybrides F-H non ioniques a été
élaboré et est décrit au chapitre suivant.
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Chapitre Il — Synthése de nouveaux tensioactifs hybrides F—H

Introduction

Nous allons maintenant nous intéresser a la synthése de nouveaux tensioactifs
« tensioactifs hybrides F-H ». Dans ce chapitre, nous avons construit un modeéle de structure

de tensioactifs hybrides F—H a partir de la configuration ci-dessous en Schéma II-1.

Téte polaire hydrophile

Structure hybride F-H apolaire hydrophobe

Schéma II-1. Représentation du modéle de tensioactif hybride F-H adopté.

La partie apolaire (0 gauche) est synthétisée dans un premier temps. Cette partie
apolaire comporte les deux chaines hydrophobes fluorocarbonée et hydrocarbonée (F-H) de
longueur variable désirée, qui sont séparées par une fonction chimique modulable appelée
« bras écarteur».

Elle comprend également une fonction azoture —Ns pour procéder ensuite au couplage
avec une téte polaire propargylée de type PEG ou glucose, motifs déja largement utilisés dans
le drug delivery®>=°%, via une réaction de cycloaddition catalysée au cuivre (I) de « chimie click »

et aboutit a une jonction chimique de type cycle triazole que nous étudierons dans ce chapitre.
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1. Voies rétrosynthétiques engagées

Plusieurs modeles de fragments moléculaires hybrides F-H (cf. Schéma 1I-2) ont été

congus a partir de dérivés de sérine bi— ou tri— fonctionnalisés.

-

o) Q -
- “R(H R(F) o}
R(F) N, N3/, = H
N ' N !
3 OO ﬁm &H (FR N\[J\N R(H)
(@

o o]
O | N3
E \ RH
\" R( 'R(F (
Synthon Voie A Synthons Voie B Synthon Voies C et D

R(F):CgF43; CgF17
R(H): CgH43; CgH17; C12Hos

Schéma 11-2. Schéma des fragments moléculaires hybrides F-H synthétisés durant ce projet de thése. R(H) et
R(F) représentent respectivement les chaines hydrocarbonées et fluorocarbonées de longueur variable.

Nous avions souhaité au départ partir du glycérol qui est un composé biocompatible
trés utilisé en industrie agro-alimentaire et pharmaceutique®. Il présente une structure
symétrique avec 3 fonctions alcools primaires. Néanmoins, pour faciliter la fonctionalisation
et notamment introduire une fonction azoture —Ns en position centrale, la structure d’un

acide aminé, la sérine, nous a semblé étre un bon candidat analogue du glycérol (cf. Schéma

11-3).

O
HO H,oN
\COH Analogie 2 OH
OH : OH
Glycérol Sérine

Schéma II-3. Structures chimiques du glycérol (a gauche) et de son analogue acide-aminé, la sérine (a droite).

En effet, cet acide-aminé présente une amine primaire en position N-terminale, un
acide carboxylique en position C-terminale et un groupement hydroxyle primaire sur sa chaine
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latérale. Ces positions peuvent étre facilement protégées par des groupements protecteurs

orthogonaux.

Pour les chaines apolaires, nous avons décidé de fixer deux longueurs de chaines
fluorocarbonées R(F) avec 6 ou 8 carbones perfluorés, espacées de deux carbones hydrogénés
entre la fonction réactive et le segment perfluorocarboné. Les chaines hydrocarbonées R(H),
guant a elles, ont été choisies avec 6, 8 et 12 carbones hydrogénés. Ces variations de longueurs
de chaines ont permis de construire une série de fragments moléculaires hybrides F—H

différents.

Les différentes propositions de synthese des fragments moléculaires hybrides F—H ont

été imaginées selon les arbres rétrosynthétiques représentés ci-dessous (cf. Schéma II-4).

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer l'influence des jonctions
homologues sur le bras écarteur (ici, deux jonctions de type éther pour la voie A et deux
jonctions de type amide pour les voies C et D) et différentes (une jonction éther et amide sur
la voie B) sur les propriétés physico-chimiques des agrégats. En effet, les travaux de Legrand
et al. sur un tensioactif hybride F—H dérivé du glycérol, ont indiqué que la modification
chimique de ce bras écarteur (éther ou amide) a entrainé une modification au niveau de la

cmc du tensioactif et de la taille de ses agrégats.
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Fragments moléculaires hybrides F-H

i 1 (RO
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Schéma 11-4. Rétrosynthése pour la construction des différents fragments moléculaires hybrides F-H.

La cmc est jusqu’a 8 fois plus basse lorsque la fonction amide est remplacée par la
fonction éther, ce qui accroit la contribution hydrophobe, qui a pour effet d’augmenter de 1,5
fois le diameétre hydrodynamique Dy de la micelle’. Ces possibilités sont visibles en voies
rétrosynthétiques A, B et C/D.

Nous voulions ensuite étudié I'influence de la modification du positionnement des
chaines apolaires au niveau des fragments moléculaires hybrides F-H en voies B et C. En
paralléle, la modification du positionnement de la fonction azoture —Ns entre la position N—
terminale de la sérine et le groupe hydroxyle —OH sur sa chaine latérale, pourrait étre

également intéressante a étudier ultérieurement en étude physico-chimique.

Nous allons maintenant nous intéresser de plus prés aux différentes voies de synthese

étudiées pour chaque fragment moléculaire hybride F—H.
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2. Syntheése des fragments moléculaires hybrides F-H

2.1 Etude de la voie de synthese A

La voie de synthése pour le fragment moléculaire hybride F-H possédant des jonctions

éther symétriques a été imaginée en Schéma II-5. Pour fonctionnaliser correctement chaque

terminaison de la sérine, nous avons opté pour une stratégie de synthése orthogonale. Le

composé de départ utilisé est le composé commercial Z-Ser(tBu)-OH, un dérivé de sérine bi-

protégé en position N—terminale par un groupe carboxybenzyle (CBz ou Z) et par un

groupement tert-butyle (tBu) sur le groupe hydroxyle —OH. Celui-ci représenterait le candidat

idéal pour une syntheése stratégique de protection/déprotection de la sérine dans notre cas.
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Schéma II-5. Synthése multi-étapes imaginée pour I'obtention du vecteur hybride F-H par la voie A.
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La premiere étape de construction du vecteur reposerait sur la réduction totale en
alcool primaire de l'acide carboxylique libre en position C-terminale du composé
Z-Ser(tBu)-OH. Une fois le dérivé hydroxyle obtenu, celui-ci attaquerait I’alkyle halogéné choisi
R(H)! via une réaction d’étherification (réaction de Williamson) pour introduire sélectivement

en C-terminale la chaine hydrocarbonée de longueur variable.

Les étapes 3 et 4 de déprotection du groupement —tBu en milieu acide, puis d’addition
d’un dérivé allylique sur le groupe hydroxyle —OH de la chaine latérale par une seconde
réaction de substitution nucléophile, permettraient d’introduire une double liaison sur
laguelle la chaine fluorocarbonée pourrait étre introduite par la suite via une réaction
radicalaire.

L’hydrogénation catalysée au palladium sous atmosphere Hy) serait ensuite utilisée
pour réduire l'iodure en alcane et simultanément interviendrait une hydrogénolyse qui
déprotégerait le groupe carboxybenzyle en position N—terminale de la sérine. Enfin, I'étape
finale pour obtenir le fragment moléculaire hybride F—H désiré consisterait en une conversion
de I'amine en azoture, par I'utilisation d’un réactif de transfert de diazote (N3), I'azoture

d’imidazole-1-sulfonylel®,

Compte tenu des nombreuses difficultés rencontrées a cette étape de réduction de la
voie de synthése A, nous n’avons pas réussi a fonctionnaliser au-dela de cette 1°™ étape. Seule
I’étude de la réduction de l'acide carboxylique en position C—terminale sera discutée ci-

dessous.

7

+* Etude de la réduction de l'acide carboxylique libre en position C-terminale du composé

Z-Ser(tBu)-OH.

Pour réduire I'acide C—terminal en dérivé intermédiaire hydroxyle (cf. Schéma 1I-6),
plusieurs conditions de réaction ont été testées et reportées dans le Tableau II-1, en

s’inspirant de conditions de réactions déja décrites dans la littérature.
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H 0] Agent réducteur H
O\[(N l on THFanhydre O\[fN
N
o] o]

Y o

I B
Z-Ser(tBu)-OH

Schéma I1-6. 1% étape de réduction de I'acide carboxylique libre sur la position C-terminale de la sérine pour
obtenir le dérivé intermédiaire hydroxyle.

Dans un premier temps, nous avons testé l'utilisation du réducteur fort LiAlH4)
(EG101, EG103 et EG106) pour réduire la fonction acide en alcool primaire a température

ambiante pendant 24 h (cf. Tableau II-1).

. P , Temps de .
Entrées Réactifs Température L. Conversion
réaction
EG101 LiAlHa(s) (1,2 équiv.) 24 h
EG103 LiAlHa4(s) (2 équiv.) t.a. 24 h non
EG106 LiAlHa() (2,2 équiv.) 29 h
1) DCC, NHS 1)0°C 1)1h
EG105 . non
2) NaBH4 2) ta. 2) 20 min
EG113101 1)1h,2)24h
EG115A1!  BH3.THF (2 équiv.) 1)0°C, 2) t.a. 1)2h,2)24h non
EG115C0? 1) 1h30, 2) 24 h
EG115B%! L. R 1) 2h,2) 24 h
101 BHs.THF (3 équiv.) 1)0°C, 2) t.a. non
EG115D 1) 1h30, 2) 24 h
EG12010? BH3.THF (2 équiv.) 1)0°C,2)50°C 1)1h,2)72h non
1) isoBCF (1,1 équiv.), EtaN (1 équiv. 1) 30 min
EG12218 ) (1,1 équiv.), EtsN (1 quiv.) 1)0°C, 2) ta. )30 mi non
2) NaBHa(s) 2) 20 min
1) isoBCF (1,1 équiv.), NMO (1 équiv. 1) 30 min
EG136 ) ( quiv.) (1 équiv.) 1)0°C, 2) t.a. ) . non
2) NaBHa(s) 2) 20 min
1) NaBH
Eepos 1) NaBHa 70°C 48h non
2) BFs.Et20

Tableau lI-1. Liste des conditions expérimentales engagées pour I'étape 1 de réduction de I'acide
carboxylique libre en position C-terminale de la sérine.

L’addition de HCl(ag) 1M glacé permet ensuite d’arréter la réaction pour générer le
dérivé hydroxyle attendu. Cependant, malgré les ajouts supplémentaires de réactifs jusqu’a

2,2 équivalents, le suivi en chromatographie sur couche mince (ccm) indique la présence
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majoritaire du réactif de départ. Nous avons utilisé dans un second temps les agents de
couplage N,N'-dicyclohexylcarbodiimide et N-hydroxysuccinimide (DCC/NHS, EG105) pour obtenir
I'ester actif succinimide correspondant, permettant de réduire plus facilement celui-ci en
dérivé hydroxyle cible a température ambiante (t.a.) avec un réducteur doux, le NaBHa). Le
réactif de départ a été converti partiellement en une trés faible fraction plus apolaire. Celle-
ci, isolée et analysée en RMN H, présentait un mélange de pics non identifiables ne

correspondant pas au produit attendu.

Nous avons tenté par la suite de mimer les conditions de réduction (EG113) décrites
par les travaux de Jung et al. en utilisant le réactif préformé BHs.THF, qui a été utilisé par les
auteurs sur I'analogue Boc-Ser(OBn)-OH, protégé avec un groupement benzyle sur sa chaine
latérale et un groupement tert-butoxycarbonyle (Boc) sur la position C-terminale. Le composé
finale hydroxyle a été obtenu avec un rendement de 91 %%, Le réactif BH3.THF (2 équiv.) est
ajouté, goutte a goutte a, 0 °C dans le tétrahydrofurane (THF) anhydre contenant le réactif de
départ préalablement solubilisé, puis le milieu est laissé revenir a température ambiante
pendant 3 h. Le milieu est ensuite refroidi a 0 °C avant d’étre dilué dans le méthanol (MeOH)
pour stopper la réaction et ainsi générer le dérivé hydroxyle cible. Nous avons également
rencontré des problémes de conversion du réactif de départ, et avons essayé de jouer sur les
parameétres de temps de réaction a basse température a lissue de l'ajout BH3.THF
(EG115A&B) et sur le nombre d’équivalents (EG115 A&C et EG115B&D), sans succes. Nous
obtenons au terme des réactions un solide blanc qui en analyse RMN H présente les signaux
appartenant exclusivement au Z-Ser(tBu)OH.

Nous avons également essayé d’augmenter la température (EG120) jusqu’a 50 °C pour
mieux activer le réactif préformé BHs;.THF, en diminuant les interactions stériques qui
pourraient empécher la conversion du réactif de départ a basse température'®?, Cette fois-ci,
nous avons fait un suivi ccm sur 72 h. Celui-ci a une nouvelle fois indiqué I'absence de

conversion du dérivé, malgré des conditions de réaction plus drastiques.

Une des hypothéses avancées a été qu’il pourrait y avoir une différence significative
entre lintroduction du réactif préformé BH3.THF et la formation in situ de celui-ci par

I"utilisation de NaBHa(s) et de BF3.Et,0. Nous nous sommes inspirés de la procédure de Cho et
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al.*%* pour I'expérience EG126 en ajoutant dans le milieu réactionnel contenant le réactif de
départ et NaBH4 (1,5 équiv.), une solution de BFs.Et;0 dans le THF (6,5 équiv.). Le tout est
placé sous atmospheére inerte, puis chauffé a reflux. Malheureusement, nous avons observé
une multitude de taches apolaires en plus de la persistance du réactif de départ, malgré

I’addition supplémentaire de 0,5 équivalent de NaBHa(s) et de BFs.Et,0.

La conversion de I'acide carboxylique libre en anhydride mixte a également été étudiée
(EG122), par l'utilisation des réactifs i-butyl chloroformate (isoBCF) et d’une base
triéethylamine (EtsN), suivi d’une réduction douce avec NaBHa() dans le MeOH. Le groupe de
Jeon et al. a rapporté cette réaction sur I'analogue Boc-Ser(OBn)-OH avec un rendement final
de 92 % en deux étapes!®. Ces autres conditions réactionnelles n’ont pas fonctionné, puisque
nous retrouvons le réactif de départ en suivi ccm et en RMN 'H du brut réactionnel. Le
changement de base pour la N—-méthylmorpholine (NMO) n’a pas non plus eu une incidence

positive sur la conversion du réactif de départ (EG136).

Au vu des difficultés de conversion et de dégradation pour toutes les réactions, nous
avons décidé de nous focaliser sur le fragment moléculaire hybride F—H asymétrique construit

a partir de la voie B.

2.2 Etude de la voie de synthese B

Cette fois-ci, nous aborderons la synthese multi-étapes du fragment moléculaire hybride
F-H asymétrique, possédant 1 jonction éther en position latérale, et 1 jonction amide en
position C-terminale du dérivé de la sérine. Comme précédemment, la rétrosynthese a partir
de ce dérivé, nous amene également au réactif de départ Z-Ser(tBu)-OH. La stratégie de
synthése imaginée est également orthogonale comme pour la voie A. Dans un premier temps,
nous avons décidé d’introduire la chaine hydrocarbonée en position C-terminale de la

molécule Z-Ser(tBu)-OH via un couplage peptidigue en présence de benzotriazol-1-
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yloxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), de EtsN et d’'une amine

aliphatique (cf. Schéma II-7).

H ? R(H)NH,, PyBOP, Et;N e TFA/DCM (50:50, viv) hoo
OWN “\\kOH DCM anhydre OTN ”\\U\N,R(H) Anisole OWN ..\\MN/R(H)

o \L Etape 1 o \L H Etape 2 5 1 H

1a, R(H)=C¢H13 2a, R(H)=CgH13

Z-Ser(tBu)-OH 1b, R(H)=CgH17 2b, R(H)=CgH17

Br , tBuOK
Etape 3 A

THF annhydre
R(F)I, NaOH
o Ha(g), PAIC o (Tr)u: © o
EtOH/AcOH H H\ anhydre H ‘k
N M RE) = OYN W PRH) = OYN S RE)
\L N Etape 5 I \L N Etape 4 1 \L N
o) o (0]

' )
\ ¢ ‘
i) SO,Cl,, MeCN

i) ‘
O =N Hel ; Etape 6
NaféS)*N\J . L

77777777777777777 >

Schéma II-7. Synthése multi-étapes imaginée du vecteur hybride F-H par la voie B.

Au cours de cette premiére étape, deux couples de réactifs différents ont été testés.

Les étapes imaginées de la voie de synthése A ont été reprises a partir de I'étape 2.

Compte tenu des nombreuses difficultés rencontrées par la suite, a I'étape 3
d’introduction d’un chainon allylique sur la chaine latérale du dérivé de départ, nous n’avons
pas réussi a fonctionnaliser au-dela de cette 3™ étape. Seules les étapes 1, 2 et 3 seront

discutées ci-dessous.

®,

+* Etude des deux couples de réactifs utilisés pour le couplage peptidique a I’étape 1.

Nous avons utilisé dans un premier temps les agents de couplage classiques tels que 1-
I’éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC; 1,1 équiv.) et le 1-hydroxybenzotriazole
(HOBt ; 1,2 équiv.) avec une base N,N’-diisopropyléthylamine (DIPEA ; 2,5 équiv.) qui vient
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déprotonner I'acide carboxylique libre en position C-terminale du composé de départ. Elle
) . . . o A . .

permet d’accroitre simultanément la nucléophilie de I'amine alliphatique de longueur

modulable pour l'introduire sur le dérivé d’acide-aminé par une fonction amide.
Malheureusement, malgré la conversion compléte du réactif de départ, nous avons

obtenu de faibles rendements pour les composés intermédiaires amides 1la et 1b

(respectivement 38 % pour une chaine CsHi3 et 52 % pour une chaine CsHi7). Ces résultats

n’ont pas pu étre expliqués puisque nous n’avons pas constaté la présence de sous-produits a

I'issue de la purification chromatographique.

Notre second choix s’est donc porté sur l'utilisation du couple PyBOP/ EtsN, aprés
étude de la littérature®. Celui-ci s’est révélé prometteur puisque nous avons obtenu, cette
fois-ci, des rendements respectivement de 85 % et 90 % pour les composés 1a et 1b. Les
composés ont pu étre caractérisés complétement par RMN !H et 3C ainsi que par
spectrométrie de masse.

Suite a cela, la déprotection du groupement tBu avec I'acide trichloroacétique dans le
dichlorométhane (TFA/DCM, 50:50, v/v) a pu étre engagée pour régénérer le groupe
hydroxyle sur la chaine latérale des composés 1a et 1b au bout de 4 h de réaction a
température ambiante. Les rendements de déprotection restent compris entre 60 % et 66 %
pour les composés 2a et 2b. Compte tenu de la présence d’'un groupe —OH libre, ces
rendements relativement moyens peuvent étre expliqués par une aptitude des composés a
« trainer » sur la colonne de silice lors de la purification chromatographique. L'étape suivante
consiste en une allylation sur les composés 2a et 2b avec I'utilisation d’un dérivé de bromure

d’allyle couplé a une base forte, ici I'hydrure de sodium NaHs) (cf. Schéma II-8).

(0] 0]

H Br , NaH H
©VOTN NG g © ©VOTN SR
solvant gnhydre

0 1 H % o 1 H

OH @]
23, R(H)=CGH13 H
2b, R(H)=C8H17 |

Schéma 11-8. Allylation des composés 2a et 2b.
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Dans un premier temps, NaH ) est ajouté par petites portions dans le solvant THF ou
diméthylformamide (DMF) anhydre, a 0 °C avec I'intermédiaire 2b. Au bout de 30 minutes, le
bromure d’allyle est ajouté goutte a goutte dans le milieu réactionnel, puis le systeme est
laissé revenir a température ambiante et la réaction se déroule selon les temps indiqués dans

le Tableau II-2.

Temps de

Entrées Réactifs Solvants  Température P Conversion
réaction
1) 2b (1 équiv.),
EG123 )2b (1 éq ,) L. THF 0°C 1)1h,2)5h
Bromure d’allyle (2,5 équiv.) non
EG128 L anhydre t.a. 1)1 h,2)24h
2) NaH(s) (2 équiv.)
1) 2b (1 équiv.),
)2b(1¢éq ,) L. DMF 0°C 1)1h
EG132 Bromure d’allyle (2,5 équiv.) non
anhydre t.a. 2)24h

2) NaHs) (2 équiv.)

Tableau II-2. Réactions engagées pour I'étape 3 d’allylation du composé 2b.

Les trois réactions du tableau n’ont pas pu mettre en évidence la présence du produit
désiré par RMN H. En effet, nous avons constaté dans un premier temps la présence
persistante du réactif de départ malgré les ajouts de 0,5 équivalent supplémentaire du couple
NaH()/Bromure d’allyle au cours du temps. De plus, plusieurs produits secondaires apolaires
ont été observés par suivi chromatographique et RMN apres purification de chaque fraction.
Celles-ci ont indiqué un clivage du groupe protecteur CBz avec la disparition a ~7,32 ppm des
signaux des carbones du cycle aromatique. Egalement, une absence des signaux RMN H des
groupements —CH et —CH; du squelette central du composé attendu a été constatée, laissant
supposer une dégradation du composé initial 2b.

En paralléle, une tentative de propargylation a été réalisée sur le composé 2b par
addition de petites fractions de bromure de propargyle (1,5 équivalents) a 0 °C dans le DMF
(cf. Schéma 11-9). Ceci a été fait dans le but de pouvoir greffer sur cette position, un dérivé

azoturé d’'un composé polaire pour construire le tensioactif final.
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=——-Br (1,5 équiv.),

H 0 KOH (2 équiv), H 0]
o _N_ L _cgH,,  DMFanhydre, ta. o _N_ L _cgH,,
TN T

’ \NZ
O\LH -~ 0
OH (@]

2b K\

A

Schéma 11-9. Propargylation du composé intermédiaire 2b.

Apres traitement, nous constatons en suivi chromatographique la présence du
composé de départ 2b, et de plusieurs sous-produits apolaires ayant des rapports frontaux
proches. Ceci s’est révélé délicat lors de la purification sur gel de silice, puisque la plupart des
fractions étudiées en RMN *H ont indiqué la présence de mélanges d’espéces inconnues. Nous
avons donc émis I'hypothése que I'utilisation de bases fortes ou d’agents réducteurs tels que
KOH(s) ou NaH(s) représenteraient un risque de dégradation de la structure initiale de I'amino-

acide.

Nous avons donc utilisé une base faible comme K,CO3() couplé a un dérivé de
perfluoroiodoalcane CgF13CH2CH3l, pour voir si la réactivité serait plus favorable tout en

limitant les produits de dégradation résultants (cf. Schéma II-10).

©\/ H (”3\ CoF1sCH,CH,l (1 équiv.), ©\/ H ﬁ\
O\H/N N -CeH7 K2COss) (0,6 équiv), O\H/N N -Gtz
o H MeCN anhydre o H

OH N -

N = o

2b
CeF13

Schéma 11-10. Fonctionnalisation du composé intermédiaire 2b avec un dérivé perfluoroiodoalcane.

Dans cette optique nous avons comparé deux conditions de températures, figurant dans le

Tableau II-3.

) i ] Temps de .
Entrées Réactifs Température L. Conversion
réaction

2b (1 équiv.), CsF13CH2CHl (1 équiv.
EG142 (1€q ), erisTizET (1 équiv. ta. 24h non
K2CO3(s) (0,6 équiv.)

2b (1 équiv.), CeF13CH2CHal (1 équiv.
EG143 (1€q ), erisk TR (1 équiv.) 70 °C 24h non
K2CO3(s) (0,6 équiv.)
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Tableau II-3. Réactions engagées pour la substitution nucléophile sur le composé 2b.

Le dérivé d’alcane halogéné a tout d’abord été introduit dans I'acétonitrile anhydre
(MeCN) en présence de K2COs(s), le tout a 0 °C. Puis le composé 2b est introduit par petites
portions dans le milieu, et I'ensemble est laissé sous agitation pendant 24 h. A température
ambiante, nous constatons par suivi ccm qu’il n’y a aucune conversion du composé 2b de
départ. Lorsque nous chauffons cette fois-ci le milieu a 70 °C, nous avons la présence d’'un
mélange entre le substrat de départ et un composé inconnu que nous n’avons pas pu

caractériser, semblant provenir de sous-produits de dégradations visibles en RMN H.

Pour remédier a ces problemes de dégradation de la structure amino-acide, nous
avons décidé d’éviter I'utilisation de base/réducteur en activant initialement le groupe
hydroxyle de la chaine latérale, ici du composé 2a, par un groupe partant mésylate —OMs tel

que décrit dans le Schéma II-11.

MsCI (1,5 équiv.),

H 9 EtzN (2 équiv.), y O
O\H/N ‘\\\”\N/CGH13 DCM anhydre O\H/N ‘\\\“\N/C6H13
\L H g \L H
0] 0]

OH ;{ OMs

2a : . 3

Schéma lI-11. Mésylation du composé 2a pour I'activation de I’alcool libre.

Le composé 2a est mis en contact dans le DCM anhydre avec la base EtsN, puis le
chlorure de mésylate MsCl est ajouté goutte a goutte sous atmosphere d’argon a 0 °C et le
milieu est laissé revenir a température ambiante pendant 4 h. Aprés purification, un composé
3 plus apolaire que le composé 2a a pu étre isolé et caractérisé par RMN *H. La présence du
signal singulet du méthyl correspondant au groupement mésylate, est visible a 2.99 ppm.

Nous avons obtenu pour le composé 3 un rendement final de 80 %.
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Une fois le composé mésylé 3 obtenu, nous avons décidé d’introduire la chaine fluorée
soit via un alcool allylique en exces (cf. Schéma 1I-12-A), soit via un réactif commercial d’alcool

fluoré, ici le 1H, 1H, 2H, 2H-perfluorohexan-1-ol en excés (cf. Schéma 1I-12-B).

)

H

A ©\/O\H/N ‘\\\”\N/CGH13 Alcool a;éllque exces.)
I

/CeH13

T

e
e

O
H
B. ©\/O\H/N ‘\\\”\N/C6H13 Alcool fl\Uﬁre (exces.) \
J 1 H X H

CeF13

/—O

~CgH13

Schéma I1-12. Fonctionnalisation du dérivé mésylé 3 avec (A) un alcool allylique en exces, (B) un alcool
perfluoré.

Les conditions réactionnelles pour les deux réactions sont listées ci-dessous en Tableau II-4 :

Entrées Réactifs Température Temps de réaction Conversion
3 (1 équiv.), t.a. 1)24 h

EG138 . . non
2-propen-1-ol (exces.) 50 °C 2)2h
3 (1 équiv.), t.a. 1)24 h

EG137 . non
CeF13CH2CH2-OH (excés.) 50°C 2)2h

Tableau ll-4. Réactions engagées pour I'étape d’éthérification du groupement hydroxyle du composé 3.

Concernant la fonctionnalisation en dérivé allylique (EG138), apres I'ajout du composé
mésylé 3 dans le 2-propén-1-ol utilisé également en tant que solvant, le milieu est agité 4 h a
température ambiante. Le suivi chromatographique a indiqué que rien ne se passait durant
les premiéres 24 h de réaction.

Nous avons alors procédé au chauffage consécutif pendant 2 h a 50 °C, pour voir si le
chauffage pouvait entrainer un effet favorable sur la conversion de 3 en produit attendu.
Aprés traitement de la réaction avec HClag) 1M, nous observons encore par suivi ccm la

présence du réactif de départ avec quelques composés apolaires de structure inconnue. Le
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spectre RMN !H fait sur le produit brut obtenu a identifié le composé 3 de départ avec
guelgues impuretés.

En parallele, nous avons souhaité insérer directement le fragment apolaire
perfluorocarboné en utilisant cette fois-ci un alcool fluoré, le 1H,1H,2H,2H-perfluorohexan-1-
ol (cf. Schéma 2-11-B). Les mémes conditions de réaction et de traitement de la réaction
figurant en Schéma 2-11-A ont été appliquées, et des résultats similaires ont été observés par

suivi chromatographique et en RMN H du produit brut obtenu par I'expérience EG137.

En résumé, nous avons rencontré quelques obstacles dans nos essais de synthese liés
notamment a l'introduction secondaire de la chaine perfluorocarbonée. Nous avons donc
décidé de mettre de coté cette stratégie de synthése. Toutefois, la possibilité de
fonctionnaliser le groupe hydroxyle de la molécule 2a en intermédiaire mésylé stable et
facilement caractérisable 3 est une belle opportunité que nous avons exploitée lors d’une

troisiéme voie de synthése abordée en section 2.3.

2.3 Etude de la voie de synthese C

Dans cette troisieme voie de synthése, nous avons cherché cette fois-ci a obtenir un
fragment moléculaire hybride F-H symétrique a jonctions amides.

Au contraire des deux précédentes voies de synthese (i.e. voie A et voie B), ces jonctions
amides se situent en positions N-terminale et C-terminale de la sérine. La fonction réactive

azoture —Nj3 est située maintenant en o du méthyléne de la chaine latérale du dérivé de sérine.

La proposition de la synthése multi-étapes a été construite selon le Schéma 11-13.
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Etape 1 Etapes 2&3

(0]
©VO i (i) C\/OTH j) N/C8H17 (if) (i F}’MHI\J\N/CBHW
OH ' F 5 H
Ih

— > 4, (quant) ——— F 0o

™ o
1. 1 1.

1b, (91 %) 5, (77 %)
Z-Ser(tBu)-OH
Etape 4 (iv)
Etape 6 Etape 5
- o RS H ﬁl c RF H ?
H ‘L i) FMN SN gH17 v) F N .\‘\kN/CBHw
F NoSyCeltrf ™ F s H S E A I N
e 5% \L H 0 F ° Son
Na 0=9=0
A
8, (23 %) 7, (94 %) 6, (72 %)
F F ?
FMN _\\\kN,CgHﬂ
F 5
F oj H

9, (37 %)

Schéma II-13. Synthése multi-étapes imaginée pour I'obtention du vecteur hybride F-H par la voie C*

2 Conditions de réaction: (i) PyBOP, EtaN, 1-octylamine, THF anh., 0 °C a t.a., 21 h; (ii) Hz(g) /Pd-C (8 %mass.), 6,6
bar, MeOH, t.a. ,19 h; (iii) PyBOP, Et3N, acide 2H,2H,3H,3H-perfluorononanoique, THF anh., 0 °Ca t.a., 12 h; (iv)
TFA / DCM (1:6 v/v), anisole, t.a.,32 h; (v) MsCl, EtsN, DCM anh., -10 °C, 1 h; (vi) NaN3(), DMF anh., 70 °C, 24 h.

L'étape 1 est similaire a celle de la voie B avec lintroduction de la chaine
hydrocarbonnée en CsHi7 via un couplage peptidique PyBOP/EtsN. Le composé 1b obtenu
avec un rendement trés satisfaisant (91 %) subit par la suite une hydrogénolyse en présence
de Pd/C pour conduire a 'amine primaire en position N—-terminale de la sérine (rendement
guantitatif).

Ensuite, la chaine fluorocarbonée est introduite via un second couplage peptidique
PyBOP/EtsN de I'acide 2H,2H,3H,3H-perfluorononanoique avec I'amine primaire 4, donnant le
composé 5 avec un rendement de 77 %. L'insertion de la chaine fluorocarbonée a pu étre
confirmée par RMN °F et RMN H avec I'apparition d’un multiplet a 2,57-2,44 ppm qui
correspond aux méthylenes en positions o— et B— de la chaine perfluorocarbonée. La
disparition du groupement CBz aux alentours de 7 ppm a également été constatée (cf. Schéma

11-14).
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Schéma I1-14. Insertion de la chaine perfluorocarbonée et comparaison des spectres RMN *H des composés
1b et 5.

Puis on procede a la fonctionnalisation de la chaine latérale de la sérine, en
déprotégeant le groupement tBu en conditions acides. L'intermédiaire hydroxyle 6 obtenu
(72 % de rendement), est converti en forme mésylée dans le DCM a -10 °C pendant 1 h sans
purification ultérieure. Enfin, le composé mésylé 7 est a son tour converti en dérivé azoture 8
via une substitution nucléophile Sn2 en présence d’azoture de sodium NaN3si) dans le DMF
pendant 24 h a 70 °C.

Cependant, de faibles rendements de formation du composé 8 sont observés pour
cette réaction (i.e. 23 %) et en paralléle, la présence d’'un composé plus polaire majoritaire 9
est observée avec un rendement moyen de 40 %. La caractérisation par RMN *H du sous-
produit majoritaire 9 a démontré la disparition du proton de 'amide en a du carbone portant
le proton Hgq (cf. Schéma II-15).

La formation d’un multiplet a 4,55-4,44 ppm est également observée, correspondant
au méthyléene de la chaine latérale cyclisée. Celui-ci est plus déblindé que celui du composé 8
sous la forme de doublets dédoublés a 3,74-3,70 ppm et 3,54-3,49 ppm, laissant supposer la
présence d’un groupement électroattracteur dans I'environnement du méthylene. L’analyse
par spectrométrie de masse, nous a confirmé la formation d’'un sous-produit de type
oxazoline, attestant la survenue d’une cyclisation intramoléculaire du c6té N-latéral de la

molécule.
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Schéma I1-15. Comparaison des spectres RMN *H des composés 8 et 9.

Cette derniere a déja été rapportée dans la littérature par attague nucléophile de

I'oxygene du carbonyle en position N-terminale sur le méthyléne en a— du groupement

partant mésylé (cf. Schéma I1-16). Le groupe de Ginsburg et al.}°® a notamment rapporté dans

la littérature la possibilité de garder cette position N—terminale protégée par un dérivé CBz,

pour apporter suffisamment d’encombrement stérique et prévenir la formation d’oxazoline.

F FR FF F H ©
P FFFF ot;l\ H
-9
o:?:o
MeSO3:
5
F FR FF F H O
FWN \”\
< ]” N
F e FFFF o H
F FFR FRF
F FFFF

Schéma 11-16. Mécanisme de cyclisation intramoléculaire possible en dérivé d’oxazoline via le composé

mésylé?%,
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C’est dans cette optique que nous avons souhaité, dans un premier temps, conserver le
groupement protecteur benzyloxycarbonyle (Z) du substrat de départ (Z)-Ser(tBu)-OH. Mais,
au vu de ce résultat, il aurait été compliqué de conserver la stratégie orthogonale utilisée dans
cette voie de synthese C jusqu’au fragment moléculaire hybride F—H final. Nous avons donc

établi une alternative de synthése que nous allons présenter en section 2.4.

2.4 Etude de la voie de synthése D : alternative a la voie C

L’alternative de synthése a la voie C que nous proposons se trouve sur le schéma
rétrosynthétique suivant (cf. Schéma Il-17), ou nous avons décidé de partir d’un autre dérivé
de sérine mono-protégé par un groupe protecteur tert-butoxycarbonyle (Boc), la Boc-L-

sérine.

Schéma II-17. Comparaison des rétrosynthéses en voie C et voie D du fragment moléculaire hybride F-H
symétrique par ses jonctions amides en position N/C-terminale de la sérine.
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Comme pour la voie C, nous avons fonctionnalisé d’abord la position C—terminale de la
Boc-L-sérine en introduisant la chaine hydrocarbonée de longueur modulable. Puis nous avons
fonctionnalisé ensuite la chaine latérale jusqu’au dérivé azoture —Nz en conservant la position
N-terminale protégée par le groupement Boc pendant toutes ces étapes.

Aprés déprotection de I'amine primaire en position N-terminale, nous avons introduit
la chaine fluorocarbonnée en étape finale pour retrouver le fragment moléculaire hybride F—
H obtenu a l'issue de la voie de synthése C. A I'étape 1, nous avons appliqué les mémes
conditions de couplage peptique PyBOP/EtsN dans le THF anhydre pour voir si le changement

du substrat avait une incidence sur le rendement de la réaction (cf. Schéma II-18).

H ﬁ\ H fj’\
O. N_ O __N_ N, .R(H)
" SOH SN
T 1 T 10

OH OH

103, R(H):C6H13

Boc-L-sérine 10b, R(H)=CqH 1

Schéma I1-18. 1°" étape de couplage peptidique entre Boc-L-sérine et la chaine hydrocarbonée.
Pour la chaine hydrocarbonée en Ce¢Hi3, PyBOP/EtsN se révéle étre un couple de

réactifs de choix, puisque nous obtenons aprés purification un rendement tres satisfaisant de

93 % pour le composé 10a (cf. Tableau II-5).

Entrées Réactifs Température Temps de réaction Rendement
Hexylamine (1,1 équiv.
Y ,( . quiv.) 0°C 1h 93 % 10a
EG183 PyBOP (1,2 équiv.)
o t.a. 18 h (2,618)
EtsN (2 équiv.)
Octylamine (1,1 équiv.
Y ( . quiv.) 0°C 1h 43 % 10b
EG167 PyBOP (1,2 équiv.)
L t.a. 16 h (696 mg)
EtaN (2 équiv.)
Octylamine (1,1 équiv.)
DCC (1,2 équiv.) 0°C 1h 80 % 10b
EG171 e
HOBt (2 équiv.) t.a. 22 h (2,45 g)

NMO (2 équiv.)

Tableau II-5. Comparaison des deux conditions de couplage peptidique DCC/HOBt et PyBOP/ EtsN pour
I'introduction des chaines hydrocarbonées en CsH1s et CsHiz a I’étape 1 de la voie D.
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Par contre, en allongeant la chaine de deux carbones, le rendement chute a 43 %. Les
hypothéses de ce plus faible rendement peuvent étre une perte non expliquée au cours du
traitement 10b ou bien une réaction secondaire en paralléle de la réaction de couplage. Nous
avons donc utilisé un autre couple de réactif pour améliorer le rendement (DCC / HOBt). Nous
sommes ainsi passés d’un rendement de 43 % a 80 % pour le composé 10b. Aucun sous-
produit n’a été détecté apreés purification chromatographique sur gel de silice. Les deux
composés 10a et 10b ont pu étre caractérisés par RMN H et 13C et par spectrométrie de
masse. Cependant, I'étape de purification a été difficile pour les deux composés, puisque ces

deux intermédiaires ont « trainé » sur la colonne de silice.

Pour s’affranchir de cette étape de purification, nous avons décidé d’optimiser la
synthese en engageant directement le résidu brut obtenu 10a ou 10b pour l'étape de

mésylation (cf. Schéma 1I-19).

Etape 1 Etape 2
. o)
o H (IL 0 10a, R(H) =CgHq3 (91 %) 7 >‘/O\H/H ‘\\\' N-R(H)
>‘/ \g/ 1 OH (ii) I N
OH (i) ?

— > 10b, R(H) =CgH47 (80 %) 0=S=0
Boc-L-sérine |

1a, R(H) =CgHqs (42 %)| E2PE3
11b, R(H) =CgHq, (54 %)| (i)

RF H Etape 5 CF3sCO2 O Etape 4 o
F N “\\”\N’R(H) HN L _R(H) i
A N H , O NN ARH)
e 0 v) (iv) hig \L N
N3 ) N3 © Nj
14, R(H) =CgH13 (76 %) 13a, R(H) =CgH43 (quant.) 12a, R(H) =CgHq3 (71 %)
8, R(H) =CgH47 (71 %) 13b, R(H) =CgH47 (quant.) 12b, R(H) =CgHq7 (55 %)

Schéma 11-19. Synthese multi-étapes pour I'obtention du vecteur hybride F-H symétrique aux jonctions
amides par la voie D?.

2 Conditions de réaction: (i) PyBOP/EtsN, hexylamine, THF anh., 0 °C a t.a., 18 h; (i’) DCC/HOBt, octylamine, N—
méthylmorpholine, THF anh., 0 °C a t.a., 17 h; (ii) MsCl, EtsN, DCM anh.,-10 °C, 2 h; (iii) NaN3(), DMF anh., 80 °C,
6 h; (iv) TFA/DCM (1:1 v/v), t.a., 3 h; (v) PyBOP, EtsN, 2H,2H,3H,3H-acide perfluorononanoique, 0 °C a t.a, 8 h.
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Les composés 11a et 11b résultants, ont été obtenus avec des rendements respectifs
de 42 % et 54 % sur les deux étapes. Par la suite, la conversion en dérivés azotures 12a et 12b
a pu se faire avec 55 % et 71 % de rendement. En effet, aucune trace de dérivés d’oxazoline
n’a été révélée a l'issue de la purification de ces deux composés. Comme nous |’avons expliqué
en section 2.3, la présence du groupement protecteur Boc en position N-terminale tout au
long de la réaction a permis de conserver un encombrement stérique significatif, défavorisant

ainsi la réaction de cyclisation intramoléculaire.

Enfin, la déprotection du groupement Boc en conditions acides puis I'addition finale de
la chaine perfluorocarbonée par un couplage peptidique PyBOP/EtsN nous a permis d’obtenir
les composés hybrides F—H finaux 14 et 8 avec des rendements apres purification de 76 % et
71 % respectivement (cf. Schéma 11-20). Ces deux composés, que nous appellerons FgHgN3 et
FeHsN3 pour la suite de I'étude, ont été totalement caractérisés. Les rendements globaux de
la synthése multi-étapes pour ces deux fragments moléculaires hybrides F-H sont

respectivement de 22 % et 21 %.

F F H ? F F H <|3
FMN ‘\\\J\N/C6H13 FMN ‘\\\J\N/C8H17
FE ° 0 \L H FE ° 0 \L H

N3 N3
14 8

Schéma 11-20. Structure des composés hybrides FsHsNs (G gauche) et FgHsNs (a droite).

Pour conclure, différentes stratégies de syntheses (A, B, C et D) ont été imaginées et
ont été testées pour synthétiser les fragments moléculaires hybrides F-H. Le Schéma 1I-21
récapitule toutes les voies explorées avec les obstacles et succés rencontrés. Pour

I’élaboration de nouvelles molécules analogues, la voie D a été privilégiée.

72



Chapitre Il — Synthése de nouveaux tensioactifs hybrides F—H
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Schéma 11-21. Résumé des voies de synthése engagées (A, B, C et D).
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3. Syntheése des tensioactifs hybrides F—-H
3.1 Construction de la série de tensioactifs PEGylés
3.1.1 Tensioactifs a chaine fluorée Fs

Pour construire nos tensioactifs hybrides F—H finaux (cf. Schéma [I-22), nous avons
choisi dans un premier temps de greffer des réactifs commerciaux PEG propargylés sur nos
blocs hybrides azotures FsHsN3 et FsHsN3 obtenus en section 2.4. Deux longueurs différentes
de chaines PEG ont été utilisées pour le greffage afin d’en évaluer I'influence sur les propriétés
physico-chimiques des agrégats formés par ces tensioactifs. Ceci fera I'objet d’'une étude
compléte en Chapitre .

Ces réactifs PEGylés clickables ont une masse molaire moyenne entre 750 et 2000
g/mol, un nombre d’unités PEG (p), égal a 17 et 42. lls ont été greffés sur les blocs hybrides
FeHsN3 et FeHsN3 via une réaction de cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (l),
variante de la réaction de cycloaddition de Huisgen en 1,3-dipolaire. Cette réaction de chimie
click catalysée au cuivre (1) a été rapportée pour la premiére fois par les travaux de Meldal et
al. et Sharpless et al. au début des années 2000719, Elle offre de multiples possibilités de
fonctionalisation, permettant de construire aisément des architectures moléculaires
complexes a partir de fragments moléculaires d’une grande diversité (polymeres, sucres,
peptides)'®C. Elle est d’autant plus intéressante qu’elle est facile & mettre en ceuvre dans des

conditions douces et des solvants variés comme le DMF, THF, tBuOH ou encore 'eau.

7 or42
Téte polaire PEG

Schéma 11-22. Tensioactifs envisagés en chaine perfluorocarbonée Fe.
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La chimie click permet également d’obtenir de meilleurs rendements de divers
analogues macromoléculaires, via la formation d’une jonction chimiosélective 1,4-triazole
entre les blocs azoture et propargyle, contrairement a la version classique de cycloaddition de
Huisgen qui apporte une racémisation en 1,2,3-triazole 1,4 et 1,5-disubstitués, en plus d’étre

réalisable seulement a des hautes températures (cf. Schéma 11-23)109111.112,

R R
N N
A A R ,jR N N’
\ L)
N N
R
R'—N + R— — Isomere 1,5 Isomere 1,4
3 $'
N’N
. Cu'cat. \
B _ N‘Z
R

Isomére 1,4 seul

Schéma 11-23. Comparaison des méthodes et régiosélectivité des cycloadditions : (A) cycloaddition classique
de Huisgen en 1,3-dipolaire ; (B) cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (l). R et R’ sont des
fonctions chimiques.

La jonction 1,4-triazole est une fonction plébiscitée dans de nombreuses applications
biomédicales et pharmacologiques, notamment en tant que bioisostére de liens peptidiques
(i.e. mimant l'activité d’'une autre entité chimique), ou encore d’outil de synthése pour

I’élaboration de nouvelles classes de pharmacophores en chimie médicinale®!3,

En ce qui concerne le mécanisme de la réaction catalytique (cf. Schéma 11-24), le
catalyseur au cuivre utilisé peut étre généré a partir de sels de cuivre () préformés ou in situ
a partir de sels de cuivre (Il) avec un agent réducteur comme |’ascorbate de sodium qui est le
plus commun.

Le cycle catalytique peut étre défini selon les étapes suivantes?* :

— (i) la formation in situ d’une liaison o entre le cuivre et 'alcyne ;

— (ii) intervention d’un second atome de cuivre, qui se coordine par une liaison m au
dérivé d’alcyne de cuivre formé, formant un complexe catalytique intermédiaire

— (iii) l'introduction du dérivé d’azoture qui vient se coordiner de maniere réversible
sur le précédent complexe catalytique
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(iv) I’élimination des atomes de cuivre qui seront ré-impliqués dans le cycle suivant

et la formation du dérivé de triazole régiosélectif

N R———-~H

):( Début du cycle [Cu']
R H | [Cul]
= R—=—=—H H*

[Cu'] =

1,2,3-triazole 1,4-disubstitué

H+
[Cu]
1
1
R—=—=——Cu
N R
N7 N-R
\—( N;—R'
R [Cul
. i
R DN~ I
’ _N\ (/EI \\_//[CU]
[cu'] N \JIcul - TN
y=\/ R—==—Cu
R [Cu']

Schéma 11-24. Cycle catalytique de formation du 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué. R et R’ sont des fonctions
chimiques. Ce schéma est inspiré des travaux de Worell et a/l*'4.

Toutefois, pour s’affranchir des risques possibles de dégradation oxydative pendant le
cycle catalytique de la réaction, nous avons préféré utiliser le sulfate de cuivre (ll), plus stable,

plutét que le cuivre (l) préformé comme catalyseur de la réaction, couplé au réducteur

d’ascorbate de sodium (cf. Schéma 11-25)%.

R F 0
FMN )
(0] N
{ o J\/\ Fe ° 0 L H
~
F F H O O/\>;) N X L N-NN
F N .\“”\ _R(H) a o (1 GQUIV.) ~_N
A \L ” Cu'S04.5H,0 (0.3 équiv.)
FF o N Ascorbate de sodium (0.6 équiv.)
3
. o) NH
14, R(H) =CqH1s THF/H0 (1:1 viv) 15: R(H) =CgHss , p=17 (75 %) ‘\\
8, R(H) =CgH47 24 h, ta. 16: R(H) =CgH43 , p=42 (84 %) o)
17: R(H)=CgH47 , p=17 (86 %) zj\
18: R(H)=CgH47 , p=42 (74 %) o
p

Schéma II-25. Formation 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué entre les blocs hybrides F-H FsHsNs et FsHsNs et le
réactif propargyl PEG-OMe commercial.
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Les composés hybrides 14 ou 8 sont ainsi mis en contact dans un mélange THF/eau
(1:1, v/v) avec le propargyl PEG-OMe commercial de taille désirée (1 équiv.) et le sulfate de
cuivre pentahydraté CuSOa..5 H,0 en quantité catalytique (0,3 équiv.). La réaction est conduite
sous atmosphere d’argon pour s’affranchir de possibles réactions secondaires oxydatives. En
parallele, I'ascorbate de sodium est ajouté au mélange pour réduire le cuivre (ll) en cuivre (I).
La cycloaddition est ensuite conduite a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant
24 h.

Nous obtenons ainsi 4 tensioactifs hybrides F—H différents 15—18 appelés dans I'ordre
FsHePEG750, FsHsPEG2000, F¢HsPEG750 et FsHsPEG2000. Ceux-ci ont des rendements de
synthése trés satisfaisants entre 73 % et 84 % aprés purification sur chromatographie

d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH) et lyophilisation des échantillons.

La formation sélective de I’hétérocycle disubstitué 1,4-triazole est confirmée par RMN
'H et RMN 2D (HSQC 2D), puisque nous observons un singulet a 7,67 ppm correspondant au
proton du triazole. Le greffage du PEG commercial est confirmé, puisque nous observons les
signaux des motifs éthyléne glycol sur le spectre RMN H des molécules finales (cf. Schéma II-

26).

EG220 1 1 C.\Bruker'TopSpind.0.8\data EG220 1 1 C:\Bruker\TopSpind.0.8\datal
8.292 ppn / 3318.2002 Hz

R F H ©
J
5
(0]
F N NN

_J"_JULL MULJ JLJ R

T T T T T T T T T T T T T T T
8 6 4 F [ppir

Schéma 11-26. Spectre RMN 1H de F6H6PEG750. En orange, les signaux relatifs au greffage du PEG
commercial.
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Les masses molaires moyennes en nombre M,, et en poids M,, de chaque tensioactif
hybride F-H ont pu étre déterminées via la spectrométrie Maldi-TOF/SM. Un exemple est
donné en Figure II-1. 'indice de polydispersité (PDI), rendant compte de la distribution des
longueurs de chaines PEG a également été déterminé pour chaque tensioactif PEGylé (cf.
Matériel et Méthodes).

Leur PDI étant tres proche de 1, cela signifie que la distribution des longueurs de
chaines PEG pour chaque molécule est uniforme (17 motifs d’oxyde d’éthyléne pour la série
PEG750 et 42 motifs pour la série PEG2000). En corroborant la RMN H avec le nombre total
de protons contenu dans un motif éthylene glycol, le nombre de motifs PEG moyen a pu étre

confirmé pour chaque tensioactif hybride F—H.

EB204\0 H6\1 g
” BRUOKER
(<O
L T FF H O
’ 622 __EiTu \l
T T F 0 H
' 2rEsan N N
i e \\%\
= ZB5E a5 NH
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Figure II-1. Spectre Maldi-TOF/M du tensioactif hybride F-H FsHsPEG2000. Chaque pic est espacé de
44 g/mol correspondant a une unité d’éthyléne glycol.

Ainsi, nous obtenons pour la série Fs des rendements globaux raisonnables en partant
de la Boc-L-sérine entre 17 % et 20 %, mettant également en évidence la bonne

reproductibilité et modularité de cette synthése multi-étapes.

La solubilité des molécules dans I'eau a également été vérifiée pour la suite des

analyses physico-chimiques. Celle-ci a été délimitée en test préliminaire en diluant
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graduellement une concentration initiale en tensioactif a 100 g/L exagérément haute. Les
échantillons sont rapidement agités a la main et observés a I'ceil nu pour détecter un excés de
précipité. On constate qu’en dessous de 100 g/L, on observe des solutions translucides
instantanément ol aucun précipité pour la série Fs n’est détecté au cours du temps. Il se forme

une mousse épaisse et stable pendant quelques heures.

3.1.2 Tensioactifs a chaine fluorée Fg

Nous avons ensuite souhaité évaluer linfluence de Ila longueur de chaine
fluorocarbonée des tensioactifs hybrides F—H sur les propriétés physico-chimiques des
agrégats résultants. Pour ce faire, nous avons synthétisé deux nouveaux blocs hybrides F—H
via la voie D comportant une chaine fluorocarbonée en Fs, avec une chaine hydrocarbonée
variant de 8 a 12 carbones La synthése multi-étapes présentée en Schéma 11-27 se poursuit

ainsi de la méme fagon que pour la série Fe.

Etape 1 Etape 2
i H
N i " |
O “‘\”\OH _ O 10, R(H) = CgH47 (80 %) L \J\ R(H)
>( \([)l/ \L 19, R(H) = C1aHps (76 %)
OH N
Boc-L-sérine |
20, R(H) = Cy5Ha5 (49 %) Etape 3
11b, R(H) = CeHi7 (54 %) | (Gl
R F H |O Etape 5 (|3 Etape 4 ] o
F N \J\ ~R(H) HoN ‘\\\J\ _R(H) o N ”\ .
N N . RN (H)
Fr 5 0O H L H & X \[o]/ \L N
233, R(H) = CSH17 (54 OA") 22, R(H) = C12H25 (quant.) 21’ R(H) - C12H25 (62 %)
23b, R(H) = CyHps (60 %) 13b, R(H) = CgH47 (quant.) 12b, R(H) = CgHy7 (55 %)

Schéma 11-27. Synthése multi-étapes pour la série Fs PEGylée par la voie de synthése D*

2 Conditions de réaction: (i) DCC/HOBt, octylamine, N—méthylmorpholine, THF anh., 0 °C a t.a.; (ii) MsCl, EtsN,

DCM anh.,-10 °C; (iii) NaNs(s), DMF anh., 80 °C; (iv) TFA/DCM (1:1 v/v), t.a; (v) PyBOP, EtsN, 2H,2H,3H,3H-acide

perfluorononanoique, 0 °C a t.a.
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L’étape 1 du couplage peptidique a d’abord conduit a la formation des composés 10b
et 19 avec 80 % et 76 % de rendement aprés purification par chromatographie flash. Tout
comme pour la série Fs, nous avons simplifié le protocole en passant directement les
composés 10b et 19 bruts en réaction de mésylation (Etape 1, condition ii). Ces blocs hybrides
F—H 23a et 23b, que nous appellerons FsHsN3 et FsH12N3 respectivement, sont obtenus avec

un rendement global de 18 % et 16 % au terme de la synthése multi-étapes (cf. Schéma 11-28).

R F H <|3 FF H f|3
FMN ‘\\\J\N/C12H25 FMN ,\‘\J\N/CSH‘W
7 7
Fr o) I H FF 0 I H
N3 N3
23a 23b

Schéma 11-28. Structure des vecteurs hybrides F-H, ici FsH12N3 (@ gauche) et FsHsNs (a droite).

Par la suite, comme pour la série Fe, FsHgN3 et FsHi12N3 sont mis en contact dans un
mélange THF/eau (1:1, v/v) avec le propargyl PEG-OMe commercial de longueur désirée (1

équiv.) pour réaliser la réaction de chimie click (cf. Schéma 11-29).

R F o

0
\<O/\>’O\/\NJ\/\\
p H N FF 0

o (1 équi N
i i1 e quiv.) l
5 \L J\H " Cus0,.5H,0 (0.3 équiv.) " 5 ’ l‘\LH/R(H)
F'e o) " Ascorbate de sodium (0.6 équiv.) FF °
3 q \
N
THF/H,0 (1:1 viv)
23a, R(H) =CgH17 24 h, t
23b, R(H) =C1oHys e
07 "NH

24: R(H) =CgHq7, p=17 (83 %)

25: R(H) =CyoHp5 , p=15 (88 %) 5

26: R(H)=CgHq;, p=42 (89 %) 7<L

27: R(H)=C1oHps , p=42 (88 %) o
p

Schéma 11-29. Formation 1,2,3-triazole 1,4-disubstitué les blocs hybrides F-H FsHsNs et
FsH12N3 et le réactif propargyl PEG-OMe commercial.

En comparant avec les rendements de la série Fs pour cette réaction, ceux-ci sont

légérement plus élevés. Nous avons donc conservé ce protocole optimisé pour les synthéses
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futures. Les rendements globaux depuis le réactif commercial Boc-L-sérine, ceux-ci sont situés
entre 14 % et 16 %, légérement en-dessous de ceux trouvés pour la série Fs. Les analyses
Maldi-TOF/MS pour le calcul des M,, et M,, , ainsi que le PDI de chaque molécule ont pu étre
déterminés également, proche de 1 (cf. Matériel et Méthodes). Le nombre de motifs PEG
moyen pour chaque tensioactif et de 15, 16 et 42 motifs d’oxyde d’éthyléne pour FsHsPEG750,
FsH1,PEG750 et les dérivés PEG2000 respectivement. Cette différence pour les PEG750

pourrait provenir de la purification des lots sur Sephadex’LH-20.

En reprenant le méme protocole de solubilité que pour la série Fs, on observe également
des solutions translucides instantanément a une concentration inférieure ou égale a 100 g/L
ou aucun précipité n’est détecté au cours du temps. Il se forme une mousse épaisse et stable

pendant quelques heures

3.2 Construction de la série de tensioactifs glycosylés

3.2.1 Syntheése de F¢Hs_Glucose et FsHs_Glucose

En paralléle des deux séries de molécules PEGylées, nous avons souhaité utiliser une
autre téte polaire glucosylée pour construire une série de tensioactifs hybrides F—H et étudier
leurs propriétés physico-chimiques ultérieurement. Pour ce faire, nous sommes repartis des
blocs FeHsN3 et FeHsN3 en utilisant la méme réaction de chimie click utilisée pour les deux

précédentes séries de tensioactifs synthétisés (cf. Schéma I1-30).

1. cu™s0,.5H,0 (0.3 équiv.) F 0

o = K 0
FF H ? Aﬁ&é@O// E N L ReH)
F 5 H " ° N
F O
N3

-N
N~
sodium ascorbate (0.6 équiv.) — N
THF/H,0 1:1 ratio \\L
14, R(H)=CgH13 5h, ta.
8, R(H) =CgH
(H) =CeHiz 28: R(H) =CgH13 (75 %) J "
29: R(H) =CgH17 (87 %) 30: R(H) =CgHq3 (86 %)
31: R(H) =CgH47 88 %)  Ho~ Y OH
2. MeONac,t), MeOH OH
3h, ta.

Schéma 11-30. Réaction de cycloaddition de Huisgen entrainant la formation d’un lien 1,4-triazole entre les
blocs moléculaires hybrides F-H et le réactif glucosyl O-tétraacétylé.
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Le motif hydrophile propargylé ici est le 2-Propynyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranoside, réactif déja disponible dans la chimiotheque du laboratoire. Celui-ci est mis
en réaction (1,1 équiv.) avec les blocs hybrides F-H 8 et 14 (1 équiv.) et le couple catalyseur
Cu(I1)SO4.5H,0 (0,3 équiv.) / ascorbate de sodium (0,6 équiv.), pendant 5 h sous agitation a

température ambiante et a I’abri de la lumiere.

Les deux composés 28 et 29 respectivement dénommés FgHeGlu(OAc)s et
FsHsGlu(OAc)4 ont été obtenus avec des rendements de 75 % et 87 % apreés purification sur
chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH) et lyophilisation des
échantillons. La RMN H a confirmé I'insertion du motif glucosylé par la présence des signaux
relatifs aux —CH du sucre entre 5,5-4 ppm. Le signal du multiplet a 3,7 ppm fait référence sur
la RMN COSY 2D au —CH en position e sur le cycle glucosylé, lié au CH; en position f (2 doublets
dédoublés) entre 4,16—4,28 ppm (cf. Schéma 1I-31).

EG263 1 1 ClBrukerTof

Spind.0.8B\data

F

6263 1 1 C:\Bruker\Topspind.0.sascal

F H ?L
F%\/\”/N W N/\/\/\
F 5 0 I H

F
NN

N
h\QL
g

DI ! Y.

T T T T T T T T T T T T T T T
8 5 4 2 [ppm

Schéma 11-31. Spectre RMN *H du composé 28 apreés réaction de cycloaddition.
Nous obtenons les composés glycosylés tétraacétylés en configuration anomérique B

avec une constante de couplage vicinale 3/, de 7,9 Hz pour le signal du doublet du proton H,

a 4,66 ppm (contrairement a 3/, < 4 Hz pour I'isomére a). Cette configuration est également
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confirmée avec un pic unique a ~101 ppm du carbone anomere. La réaction de click confere

en effet une rétention de la configuration anomérique p117,

Enfin, la déprotection des composés 28 et 29 a pu étre menée par ajout catalytique de
méthanolate de sodium (MeONa) en solution dans le MeOH pendant 3 h a température
ambiante. On ajoute ensuite de la résine IRC50 pour acidifier le milieu a un pH~4. Ceci permet
d’obtenir, aprés purification sur résine Sephadex’LH-20 (100%) et lyophilisation des fractions
pures éluées, les composés finaux 30 et 31 avec des rendements de réaction de 86 % et 93 %
respectivement. Ces composés ont été appelés FgHs_Glucose (composé 30) et FgHs_Glucose
(composé 31) pour la suite. s ont été totalement caractérisés par RMN H, 13C et '°F ainsi que
par spectrométrie de masse. La limite de solubilité dans I'’eau a également été estimée. Cette
fois-ci nous sommes partis d’une concentration de 1 g/L pour chacun et avons fait des dilutions

successives dans |'eau et avons observé leur état apres passage au vortex pendant 2 min.

Ainsi nous avons grossierement délimité la limite de solubilité a 1 g/L pour
FeHe_Glucose et 0,75 g/L pour FgHs_Glucose. Etant donné leur plus faible hydrosolubilité
comparée aux tensioactifs hybrides F—H PEGylés, nous avons tenté de les valoriser en tant que
vésicules. Pour ce faire, nous les avons solubilisés dans un solvant organique pour faire un film
lipidigue sec, qui a été réhydraté a chaud pour apporter de I'énergie au systeme et favoriser
leur auto-assemblage dans |'eau. Cette approche fera I'objet d’'une discussion approfondie

dans le Chapitre Ill.

3.2.2 Essai de synthése en tétraglycosylation

En paralléle, nous avons souhaité rendre les tensioactifs hybrides F—H glycosylés
FeHs_Glucose et FeHs_Glucose plus hydrosolubles pour une possible organisation micellaire
dans I’eau, en essayant de greffer un motif glucose sur chaque groupe hydroxyle —OH libre du

glucose initial, comme proposé dans le Schéma 1/-32.
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Schéma 11-32. Arborescence visée du dérivé pentaglucosylé de tensioactif hybride F-H en chaine CgHas.

Dans un premier temps, nous sommes partis du composé FgHs_Glucose sur lequel nous
avons effectué une réaction de tétraglycosylation catalysée au triflate d’argent AgOTf(aq)

inspiré du protocole du groupe de Pil Sheok Chae et al**8.

Le composé FegHs_Glucose est ainsi mis en solution dans le DCM anhydre refroidi a -
45°C sous atmosphere inerte. On ajoute ensuite le donneur de glycosyle, I'acétobromoglucose
(4,8 équiv.) préalablement dilué dans du DCM, qui sera ajouté goutte a goutte sur une période
de 30 min a -45 °C. Le milieu est ensuite laissé agiter pendant 30 min et laissé revenir a 0 °C

sur 1 h (cf. Schéma 11-33).

E F H i OAc \
F RGN Lo~
Py TN g Sy A
F 5 o N OAc F ° N
N . \\E“N
\\L AgOTf(caty, DCM gising, -45°C 0 AcO
0 30 min, -45°C
o 1h, -45 to 0°C ? he
S O07AcO
O
HO™ { OH
OH ACO AcO
AcO"AcO

Schéma 11-33. Réaction de tétraglucolysation a partir du composé FsHs_Glucose.

Le suivi chromatographique indique une disparition du composé de départ et

I'apparition de produits apolaires tres proches en termes de rapports frontaux. Apres
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traitement avec Na;SO3(aq) 1M, HClaq) 1M et lavages successifs avec une solution de NaCl(aq)
saturée suivie d’une purification sur Sephadex’LH-20 en DCM/MeOH (50:50, v/v), nous avons
isolé une fraction que nous avons analysé en RMN. Nous nous sommes apercus gque nous
obtenions un mélange de composés secondaires a différents états de glycosylation partielles
sur le motif FeHs_Glucose central. Malheureusement, nous n’avons ni pu déterminer a quel
degré sont ces états de glycosylation partielle en mélange (i.e. Mono-; Di-; Tri-; ou
tétraglycosylé), ni leur proportion dans le mélange, compte tenu de leurs déplacements

chimiques identiques en RMN *H.

3.2.3 Essai de synthése d’une téte polaire tétraglycosylée

Pour éviter ces états de glycosylation partielle, nous avons tenté de synthétiser
premierement une téte polaire propargylée tétraglucosylée, puis de I'insérer via une réaction

de chimie click sur le fragment moléculaire hybride FeHsNs (cf. Schéma 11-34).

OAc
Agoé&/ Br
5
““Aco
é@ _ MeONaiey) MeOH éﬁ( P AGOTf eat), MeCN distillé, -45 °C
AcO O 7 HO O =
Aco 0/ 3h, ta HO O/ 30 min, -45 °C

OAc OH 1h, -45t0 0 °C %
2, :

AO

Schéma 11-34. Synthése de la nouvelle téte polaire tétraglucosylée a partir du 2-Propynyl 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-glucopyranoside.

Le 2-Propynyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranoside a été utilisé ici comme
réactif de départ, que nous avons déprotégé par MeONact)/MeOH. Une fois le composé
déprotégé 32 obtenu quantitativement, une tétraglycosylation a été faite en présence de 4,4
équivalents d’acétobromoglucose dans le mélange de solvants MeCN/dioxane (5:1, v/v). Les
solvants ont été choisis en raison de la faible solubilité du fragment moléculaire 32 déprotégé
dans le DCM. Nous avons également passé le milieu réactionnel de départ sous ultrasons pour

aider a la solubilisation du composé de départ.
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Malgré ces précautions, le composé 32 n’a été que partiellement solubilisé. Par
mangque de temps, cet essai préliminaire n’a pu étre exploré plus en détails mais cette voie de
synthése pourrait étre une perspective intéressante quant a la synthése de futurs dérivés

pentaglycosylés appartenant a la famille des tensioactifs hybrides F—H.

Conclusion

Pour clore ce chapitre consacré a la synthése de nouveaux tensioactifs hybrides F—H
non ioniques, nous avons dans un premier temps exploré les possibilités de synthese multi-
étapes de différents blocs hybrides F-H. Malheureusement, suite aux obstacles rencontrés au
cours des voies A et B, les molécules cibles ayant des bras écarteurs symétriques (jonction
éther) et asymétriques (jonction éther/amide) n’ont pu étre obtenues. L'étude que nous
devions mener sur 'influence de la nature et de la position de ces bras écarteurs sur les
propriétés d’auto-assemblage des molécules cibles n’a pu se faire, mais serait un axe
intéressant a explorer en perspective.

Toutefois, nous avons réussi a synthétiser le fragment moléculaire hybride F—H FgHsgN3
obtenu dans un premier temps par la voie C, puis a optimiser la stratégie orthogonale
démarrant la synthése avec la Boc-L-sérine (voie D). Par cette derniére voie de synthese, 4
blocs hybrides F-H ont pu étre obtenus avec une chaine fluorocarbonée a 6 et 8 carbones, et
une chaine hydrocarbonée de 6 a 12 carbones.

Ces mémes blocs hybrides F—H ont par la suite été engagés dans une réaction de
cycloaddition de Huisgen 1,3-dipolaire. Cette cycloaddition a permis de greffer sur leur
fonction azoture différentes tétes polaires propargylés PEGylés ou glycosylés dans des
conditions douces, sans formation de co-produits et avec des rendements tres satisfaisants
(entre 74% et 89%). Suite a cela, 10 tensioactifs hybrides F—H ont pu étre synthétisés et
totalement caractérisés (cf. Schéma 11-35). Ils feront I'objet d’'une étude physico-chimique de

leurs agrégats et d’une discussion au prochain chapitre.

La faible solubilité dans I'’eau des tensioactifs glycosylés FsHs_Glucose et F¢Hs_Glucose

(i.e. 1g/L et 0,75 g/L respectivement) nous a amenés a les imaginer en tant que mimes de
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lipides, favorisant la formation de systémes tels que les bicouches membranaires ou
liposomes.

Nous avons en paralléle tenté de tétraglucosyler chaque groupe hydroxyle —OH de la
téte glucose de FgHs_Glucose, avec un motif glucose pour ainsi accroitre leur hydrosolubilité.
Malheureusement, nous avons été confrontés a des problemes de glycosylation partielle et
de réactivité, notamment pour la stratégie de synthese d’une nouvelle téte polaire propargylé
pentaglycosylé. Il serait intéressant en perspective de se pencher sur la réactivité de cette
tétraglycosylation sur ces tensioactifs hybride F-H glycosylés, et aboutir a la fonctionnalisation

totale de leurs groupes hydroxyles —OH.

Cette potentielle nouvelle série de tensioactifs hydrosolubles, possédant une
arborescence structurale originale, pourrait aboutir a des applications micellaires futures tres

intéressantes notamment dans le domaine biomédical.

Famille PEGylée Fs & Fs Famille Glucosylée
% FFRFRF 0
H H
(F)R\/\n/N ,\\”\N/R(H) F N .‘\\‘LN,R(H)
o] H FE FFFF I B
N F 0 -N
N :N N \\N

\\&O
0
HO OH

OK 30 (FGHG_Glucose): R(H)=C6H13
R(F) = CeF 13 o 31 (FeHg_Glucose): R(H) =CgH 17 ol

15 (FGHGPEG750) R(H)=C6H13 , p=17
16 (FgHgPEG2000): R(H) =CgH 15 , p=42
17 (FgHgPEG750): R(H)=CgH,7 , p=17
18 (FgHgPEG750): R(H)=CgH , p=42

R(F) = CgF47
24 (F8H8PEG750) R(H) =CSH17 ) p=17
25 (FgHgPEG2000): R(H) =CgH 7 , p=42

26 (F8H12PEG750) R(H):C12H25 , p:17
27 (F8H12PEG2000) R(H) =C12H25 , p=42

Schéma I11-35. Structure chimique des 10 tensioactifs hybrides F-H finaux synthétisés.
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Chapitre lll — Caractérisation des agrégats de tensioactifs hybrides F-H

Introduction

Ce chapitre est consacré a I'étude des propriétés d’auto-association des tensioactifs
hybrides F-H synthétisés.

Dans un premier temps, nous avons étudié les deux séries de molécules a tétes polaires
PEGylées a chaines F¢ et Fs. Ces composés possedent une trés bonne solubilité dans I'eau
(jusqu’a 100 g/L). (cf. Chapitre Il

Différents paramétres d’auto-association ont été déterminés comme la concentration
micellaire critique (cmc), la tension interfaciale a la cmc (Ycmc) Ou encore les parameéetres
thermodynamiques régissant la micellisation (AH’mic, AG°mic, —TAS°mic). Ces données
permettront de mieux comprendre I'impact de la longueur des chaines hydrocarbonées et
fluorocarbonées ainsi que I'impact de la nature de la téte polaire sur la dynamique d’auto-
assemblage de ces tensioactifs.

Ces données seront également complétées par I'étude de la taille de ces agrégats a
I'aide de techniques de diffusion statique (SLS) et dynamique (DLS) de la lumiere. Ces
informations ont apporté une représentation de la distribution des populations d’agrégats, et
ont été corroborées avec des clichés obtenus par microscopie électronique a transmission

(MET) et cryo-microscopie électronique (Cryo-ME), afin d’avoir une idée de leur forme.

Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur la famille de tensioactifs
glucosylés. Ceux-ci ont été valorisés sous forme de vésicules, dont leurs tailles et formes ont
été étudiées par DLS, MET et Cryo-ME. Afin d’entrevoir une application en systémes de
délivrance de principes actifs, une étude de stabilisation de ces vésicules dans différentes

conditions de température et milieux sera explicitée a la fin de ce chapitre.
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1. Etude de I'agrégation des tensioactifs hybrides F-H PEGylés

1.1 Détermination de la cmc et des parametres thermodynamiques
associés a la micellisation

Les cmc et parametres thermodynamiques associés a la micellisation pour les séries Fg
et Fg PEGylés ont été déterminées par trois techniques physico-chimiques a haute sensibilité
(tensiométrie de surface (TS), titration calorimétrique isotherme (TCl) et spectrofluorimétrie)

qui seront décrites dans ce chapitre.

1.1.1 Etude de la série Fs PEGylée

Nous allons dans un premier temps nous focaliser sur la série Fs des tensioactifs

PEGylés.

1.1.1.1 La tensiométrie de surface (TS)

La tensiométrie de surface (TS) a été la premiére technique choisie pour déterminer
les cmc dans I'eau des 4 tensioactifs non ioniques de la série Fs PEGylée. La technique de
mesure communément utilisée est la méthode de Wilhelmy qui permet de déterminer la force
exercée sur une lame verticale de platine qui vient s'immerger a la surface de la solution

étudiée. Le principe de la méthode est représenté en Figure IlI-1.

Figure lll-1. Principe de la méthode de Wilhelmy.
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Le support est monté jusqu’a atteindre le bas de la lame en platine (A), puis lorsque la
lame de platine entre en contact avec la solution, une force exercée par la solution pousse la

lame vers le haut (C) pour que la lame puisse revenir a sa position initiale (D).

Cette force exercée est proportionnelle a la tension de surface y et au périmétre de la lame

de platine selon I’équation suivante (ll11.1) :

F

e 1.1
Lcos© ( )

14

Avec v la tension superficielle en mN/m, F la force de Wilhelmy mesurée par le
tensiometre en mN, L la longueur de la surface de la lame de platine immergée en mm et 6
I’'angle de contact entre la surface de la lame et la tangente au plan d’'immersion de la solution

étudiée. Lillustration de ces grandeurs est montrée en Figure IlI-2 :

Platé iiade I F = Force, mN

of roughened Pt -

L = Wetted
Length, mm

uquw‘ ) y = L
> Lcos©

Figure llI-2. Représentation de la lame de platine a I'interface air/eau en tensiométrie!'°.

Cet angle de contact doit étre nul avec cos =1 pour pouvoir mesurer y. Ceci est
généralement valable pour la plupart des solutions étudiées avec une lame de platine dont la
surface a été préalablement préparée pour améliorer sa mouillabilité et obtenir cette
condition de calcul.

Dans notre étude, y a été mesurée pour différentes concentrations prises au-dessus et en
dessous de la cmc estimée pour chaque tensioactif a 25 °C avec un tensiometre Kriiss K100.

Ceci a pu étre possible en partant d’'un volume de solution connue a une concentration
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environ 3 x lacmc, ou des volumes de solutions définies automatiquement sont aspirés a I'aide
de dosimétres puis remplacés par les mémes volumes d’eau pour atteindre les concentrations
diluées désirées.

Les points d’acquisition sont ensuite représentés graphiquement selon I'équation
d’adsorption de Gibbs!?%, sous sa forme simplifiée y = f (In ¢). La rupture de pente observée
pour chaque isotherme de y permet de déterminer aisément la cmc du tensioactif étudié (cf.

Figure 11I-3).
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Figure llI-3. Variation des tensions de surface y en fonction du logarithme de la concentration molaire des
tensioactifs Fs PEGylées a 25°C dans I'eau.

Par la détermination de la cmc, plusieurs autres paramétres de surface peuvent étre
déduits tels que la tension interfaciale a la cmc ycmc (déterminée graphiquement a la cmc) et
la variation de I'énergie libre de Gibbs standard a la micellisation AG°mic selon les

considérations suivantes :

Dans un systéme de tensioactifs a la cmc, il y a coexistence de deux systémes. Le

tensioactif (s) seul dans une phase aqueuse (aq) et le tensioactif en phase micellaire (m). Le
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coefficient de répartition des fractions molaires pour la micellisation K™I€ peut alors &tre

calculé selon I’équation suivante (111.2) :

m

Kmic = X5 (n.2)
x2d ’

S
\ a ; . . . .
Oou qu représente la fraction molaire du tensioactif seul en phase aqueuse, et X" la

fraction molaire du tensioactif en phase micellaire. Comme les micelles sont constituées a

100 % de monomeres de tensioactif, X = 1 et a la cmc X;? prend la forme de X¢* =

_ cmc  cmc
(cw+c:q) (cw+cme) 55,5

\ a . \ . .
ot cg? est la concentration en monomeres de tensioactif dans la

phase aqueuse et ¢, la concentration molaire de I'eau égale a 55,5 M. La détermination de
AG°nmiclors de la démicellisation est définie selon I’équation suivante (111.3) :
cmce

AG°mic= —RT InKic = RTIn 555 (111.3)

Avec R la constante des gaz parfaits (8,31 J.K2.mol™?) et T la température.

L’équation de lisotherme de I'adsorption de Gibbs!?® décrit les phénoménes
surfaciques permettant de mieux comprendre le comportement du tensioactif utilisé a
I'interface entre deux milieux (ici I’air et I'’eau). Nous pouvons calculer la concentration molaire
surfacique ou exces de surface I,,,, qQui représente la saturation moléculaire par unité de

surface a l'interface air-eau selon I’équation (l11.4) :

1 dy

L. ==-— (1.4)

max RT dinC
ou % correspond au coefficient de pente de la région linéaire avant rupture de la pente
des isothermes y =f (In c) en Figure IlI-3.
De cette valeur est ensuite déduite A,,;, par I'’équation (lll.5):

A = ! (11.5)

mn NA Fmax -
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Avec N, la constante d’Avogadro (6,02 x 102 mol™?).

Les données issues des précédentes équations abordées (cmc; Yeme; AG’mic; max €t

Anin) sont présentées dans le Tableau Ill-1.

Tensioactifs FsHsPEG2000 FsHePEG750 FsHsPEG2000 FsHsPEG750
cmc (uM) 766 405 14+3 61
AG®mic (kI/mol) -33,4+0,2 -35,1+0,3 -37,7+0,6 -39,7+0,6
Yeme (MN/m) 31,5+0,9 26,4+15 29,2+1,7 24,2+2,6

Mmaxx 10712
1,39+0,07 1,66+0,14 1,58+ 0,16 1,57 + 0,08
(mol/mm?)
Amin (A2) 119+6 101+8 106 + 11 105 + 6

Tableau llI-1. Données physico-chimiques obtenues par TS pour les tensioactifs Fs PEGylées.

Les valeurs de cmc sont relativement basses et varient de 76 uM pour FsHePEG2000,
40 uM pour FeHePEG750, 14 uM pour FeHsPEG2000 et 6 uM pour FsHsPEG750. Ceci nous
amene a l'ordre suivant : FeHePEG2000 > FsHsPEG750 > FgHsPEG2000 > FgHsPEG750. Les
valeurs de AG°mic vont également dans ce sens, de — 33,4 kJ/mol pour FeHsPEG2000 jusqu’a
— 39,7 kI/mol pour FeHsPEG750, avec néanmoins une faible variation des valeurs entre les
tensioactifs de la série.

Ces valeurs de cmc et AG’mic seront comparées plus en détail a celles déterminées par

d’autres techniques physico-chimiques en discussion générale.

En ce qui concerne les propriétés de surface des tensioactifs, y cmc diminue avec
'augmentation de longueur de la chaine hydrocarbonée pour une méme téte polaire.
Néanmoins, cette diminution générale est relativement faible entre tous les tensioactifs allant
de 31,5 mN/m pour FgHePEG2000, tensioactif le plus hydrophile, a 24,2 mN/m pour
FeHsPEG750, tensioactif le plus hydrophobe. En comparant ces valeurs avec celles trouvées

dans la littérature, celles-ci se rapprochent du comportement des tensioactifs fluorocarbonés
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(~20-30 mN/m),* et restent inférieures a celles des tensioactifs hydrocarbonés non ioniques

(~30-40 mN/m)?,

Les valeurs observées pour Ima sont trés similaires (entre 1,39 and 1,66 x 1072
mol/mm?) ce qui indique un compactage similaire de la molécule a I'interface air/eau. Dans
ce contexte, ni la taille de la téte polaire PEG ni la longueur de la chaine hydrocarbonée ne
semblent affecter les valeurs de Max. En suivant I’équation d’adsorption de Gibbs, Amin a été
déduite pour chaque tensioactif. Les valeurs obtenues sont assez similaires et relativement

importantes (de 101 A2 pour FeHsPEG750 a 119 A2 pour F¢HsPEG2000).

1.1.1.2 La titration calorimétrique isotherme (TCl)

Nous avons ensuite utilisé la technique de titration calorimétrique isotherme (TCl) qui
consiste a mesurer a |'aide d’un nanocalorimétre (cf. Figure I1l-4) la quantité de chaleur libérée
lors du phénomene de démicellisation par ajouts successifs d’une solution micellaire injectée

dans une cellule contenant de I’eau pure.

Stirring syringe

| 4
N\ f[\r

Adiabatic —»
shield

Reference - Sample
cell aT \ cell
1

I‘L'fl‘:' il Needie flattened
i " | for mixing
Constant power supplied Feedback power supplied
to reference cell to sample cell

Figure IlI-4. Modele d’appareil utilisé ITC200 micro-cal pour la TCI (a gauche) et son principe de
fonctionnement (a droite).'2'?

Le nanocalorimeétre est constitué de deux cellules (référence et échantillon) remplies

d’eau a 25 °C et qui sont positionnées dans une cuve adiabatique. La détection de la différence
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de chaleur entre les deux cellules est déterminée par la différence de température entre les
deux cellules. Lors de I'acquisition, une solution de tensioactif a une concentration environ 12
fois la cmc est injectée par petits aliquotes via une seringue dans la cellule d’échantillon.
Chaque ajout entraine la libération de chaleur issue du phénomene de démicellisation.
Pour revenir a I’équilibre initial entre les deux cellules (i.e. différence de température égale a
0), le nanocalorimétre compense cette chaleur libérée en retour en fournissant une puissance
Ap au cours de 'acquisition. Le systeme délivre alors un thermogramme de démicellisation
qui représente les pics de Ap relatifs a la chaleur libérée par I'ajout des différentes injections

dans la cellule d’échantillon en fonction du temps.

Par la suite, ces thermogrammes ont été normalisés par le logiciel NITPIC'?3 qui nous a
permis également d’intégrer les pics de chaleur Ap en fonction de la concentration en
tensioactif dans la cellule de I’échantillon. Les isothermes expérimentales obtenues ont
ensuite été ajustées par la méthode des moindres carrés pour limiter les erreurs sur la mesure.
Les modeles sigmoidaux ajustés ont été directement calculés par le logiciel DSTAIN?* et sont

représentés pour chaque tensioactif de la série F¢ en Figure IlI-5.
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Figure llI-5. Thermogrammes normalisés et isothermes obtenues par les logiciels NITPIC*?® et D/STAIN!?4,
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La différence de chaleur entre les plateaux de valeurs représentés pour chaque
tensioactif permet d’en déduire la variation de I’enthalpie standard a la micellisation AH nmic.

La cmc peut également étre déterminée graphiquement par la méthode des tangentes

paralléles schématisée en Figure IlI-6.
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Figure IlI-6. Détermination graphique de la cmc et de AHmic pour le FsHsPEG750.

Dans notre cas, ces valeurs de cmc et AH°mic ont été également obtenues
automatiquement par le logiciel D/STAIN. AG°mic a été ensuite calculé automatiquement par
le logiciel selon I'équation (lll.3), tout comme la contribution entropique standard a la

micellisation =TAS°mic, selon I’équation (I11.6) de Gibbs-Helmholtz!?> :

—TAS mic = AG°mic— AH mic ("'.6)

L’ensemble des données de cmc, AH mic, AG°mic €t —TASmic est répertorié dans le Tableau IlI-2.

Tensioactifs FsHsPEG2000 FsHsPEG750 FsHsPEG2000 FeHsPEG750
cmc (uM) 127 +12 47+3 21+5 8+1
AG°mic (kJ/mol) -32,2+0,1 -34,7+0,1 -36,7+0,2 -39,1+0,1
~TASmic (k)/mol) -455+15 -42,6+0,9 —-45,5+0,5 -46,0+£0,1
AH°mic (kJ/mol) 13,5+1,5 79+04 8,7+0,7 7,210,2

Tableau IlI-2. Résultats obtenus par TCl sur la série Fs¢ PEGylée. Les valeurs sont la moyenne de deux
expériences indépendantes.
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Les valeurs de cmc mesurées sont de 125 uM pour FeHePEG2000, 47 uM pour
FeHePEG750, 21 uM pour FgHsPEG2000 et 8 uM pour FgHsPEG750. Comme pour la
tensiométrie, on remarque que la diminution de la cmc évolue de fagon inversement
proportionnelle a la contribution hydrophobe des tensioactifs (FsHsPEG2000> FsHsPEG750>
FeHsPEG2000> FgHsPEG750).

Les valeurs de AG°mic vont également dans ce sens allant de — 32,2 kJ/mol pour
FeHePEG2000 jusqu’a — 39,1 kJ/mol pour FgHsPEG750, avec néanmoins encore ici, une faible
variation des valeurs entre les tensioactifs de la série.

Concernant les parametres thermodynamiques (cf. Tableau IlI-2), une légéere
contribution positive est constatée pour AH°mic entre 7,2 et 8,7 klJ/mol excepté pour
FeHePEG2000, qui présente une valeur de AH’mic deux fois plus haute (13,5 * 1,5 kJ/mol), ce
qui est surprenant par rapport au reste de la série. Le parametre —TAS mic @ une contribution
trés négative (allant de — 42,6 a — 46,0 klJ/mol) et décroit lorsque I'on augmente la longueur

de chaine hydrocarbonée ce qui confirme que la micellisation est sous contréle entropique.

1.1.1.3 La spectrofluorimétrie

Pour confirmer la gamme des cmc estimées pour les tensioactifs Fs PEGylées, leur
détermination a également été entreprise par spectrofluorimétrie en s’intéressant au spectre
d’émission du Rouge Nil, un fluorophore solubilisé au sein des micelles.

L'appareil de mesure utilisé est présenté en Figure IlI-7. |l permet une acquisition en
temps réel de I'intensité de fluorescence d’une molécule en solution en fonction d’'une gamme

de longueurs d’onde A dans une cuve de quartz.

N
_.

Qla=—
\ -

Figure llI-7. Spectrofluorimeétre utilisé pour I'acquisition.
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Cette intensité de fluorescence mesurée est proportionnelle a la concentration de la
molécule en solution selon I'expression simplifiée de la loi de Beer-Lambert (lll.7) valable

uniquement pour les solutions diluées :

=K. lo.c (n.7)

OU K représente une constante, /s I'intensité fluorescente, Ip I'intensité incidente provenant

du laser et c la concentration de la molécule.

Dans notre cas, nous avons utilisé comme fluorophore lipophile, le Rouge Nil
(cf. Figure 11I-8), qui présente la particularité d’étre trés faiblement fluorescent dans I’eau. Une
fois incorporé dans un environnement apolaire (comme par exemple un environnement
lipidique), il présente une haute intensité fluorescente avec de larges spectres d’absorption et
d’émission entre 500 et 750 nm. Ainsi, on solubilise le fluorophore au sein de nos micelles
PEGylés pour permettre I'acquisition de son spectre d’émission. On remarque que l'intensité
maximale observée pour chaque concentration est @ Amax = 615 nm. L'intensité évolue avec la

concentration en tensioactif dans I’échantillon.

L
Sea

Figure llI-8. Structure chimique de I'agent fluorescent « Rouge Nil ».

En effet, plus I'intensité émise du Rouge Nil est élevée, plus la concentration en Rouge
Nil et donc en micelles est élevée dans la solution2°. A I'inverse, lorsque I'on observe des
intensités quasi-constantes au fur et a mesure des dilutions des échantillons, cela indique qu’il
n’y a plus de micelles en solution et donc que seule la faible contribution fluorescente dans
I’eau du Rouge Nil émet.

La Figure 11I-9 représente les différentes intégrations de ces spectres d’émission du

Rouge Nil solubilisé en fonction de la concentration en micelles. Cette intégration de
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I'intensité en kilocoups par seconde (kcps) est ensuite rapportée en fonction du logarithme

népérien de la concentration pour déterminer la cmc graphiquement a la rupture de pentes.
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Figure 11I-9. Intégration de chaque spectre d’émission du Rouge Nil solubilisé dans une solution micellaire de
Fs PEGylée de concentration connue c.

La Figure Ill-10 montre les valeurs de cmc pour les tensioactifs de la série Fg PEGylée.
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Figure 11I-10. Aire sous la courbe (ASC) moyenne de I'intensité fluorescente du Rouge Nil solubilisé dans les
micelles Fs PEGylées en fonction de la concentration.
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1.1.1.4 Discussion générale

Les données de cmc sont pour chaque tensioactif et technique d’analyse utilisée sont
visibles sur I'histogramme de la Figure IlI-11. La diminution de la cmc suit I'ordre suivant (i.e.
FeHePEG2000 > FeHsPEG2000 > FgHsPEG750 > F¢HsPEG750).

On peut également y remarquer une tendance pour la spectrofluorimétrie et la TCl a
surestimer légerement les valeurs de cmc comparé a la TS. Les barres d’erreurs sont assez
similaires excepté pour FeHePEG2000 en TCl, ou I'erreur d’incertitude sur la mesure est

légérement plus importante.

180 Il TS
160 1 Tda
Fluo
140 127 -
120
% 100 101
~
76
g 80
G

60 a0 47 47

F6H6PEG750 F6H6PEG2000 F6H8PEG750 F6H8PEG2000

Figure 111-11. Comparaison des cmc par TS, TCl et spectrofluorimétrie pour la série Fs PEGylée. Les cmc par
spectrofluorimétrie (Fluo) ont été déterminées par une seule expérience.

Ces valeurs de cmc ont été comparées a celles de tensioactifs bicaténaires perfluorées
en CoF19 a téte PEG800 (nombre de motifs PEG = 20, cmc de 0,123 mM) et PEG2000 (nombre

de motifs PEG=50, 0,187 mM) déja étudiés dans la littérature (cf. Schéma I1I-1).1?’

FFFFFFFF F FR FR FR F
0] F
: NS
FFFFF FF F r]FFFFFFFFF
n= 20 ou 50

Schéma llI-1. Structure des tensioactifs bicaténaires perfluorés en CoF19 avec un bloc moléculaire central
composé de PEG avec différentes tailles représentées par le nombre de motifs n'?’,
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Nos composés présentent des cmc plus basses malgré des parties polaires similaires et
une chaine fluorée plus courte. Cela semble indiquer une additivité des contributions

hydrophobes des chaines R(H) et des chaines R(F).

Nous avons ensuite étudié I'influence des tétes hydrophiles et longueurs de chaines
R(H)—-R(F) sur les cmc de la série. Quelle que soit la taille de la téte polaire, la cmc diminue
d’environ 5 et 7 fois pour une téte PEG2000 ou PEG750 respectivement, lorsque I'on ajoute
deux méthylenes sur la chaine hydrocarbonée. Paralléelement a chaines hydrophobes fixes, la
diminution de la taille de la téte polaire de PEG2000 a PEG750 (rapport 2,6) entraine une
diminution d’environ de moitié de la cmc. Ce qui explique I'ordre suivant de diminution de la

cmc entre les tensioactifs : FeHsPEG2000 > FgHsPEG2000 > FsHsPEG750 > FsHsPEG750.

Pour le paraméetre AG’nmic, les données obtenues en TS et TCl sont similaires avec des
valeurs comprises entre — 32,2 et — 39,1 klJ/mol. Généralement, la contribution a la
micellisation par unité —CF; est égale a ~ — 4,1 kJ/mol contre ~ — 2,4 kJ/mol par unité —CH. Il
a été mis en évidence que la contribution a la micellisation d’un groupement CF; est égal a
environ 1,5 CH>.%” En effet, plus AG°mic est négative, plus la micellisation sera favorisée et donc
plus les cmc seront basses.’?® En calculant cette contribution hydrophobe a la micellisation
par unité —CH; pour nos tensioactifs, nous obtenons les valeurs de — 2,2 kJ/mol et — 2,3 kJ/mol
pour les dérivés PEG2000 et PEG750 respectivement.

Ces valeurs sont similaires voire légerement plus basses que la valeur de référence

pour les tensioactifs hydrocarbonés (— 2,4 kJ/mol)%,

En résumé, I'utilisation de ces trois techniques nous a permis de déterminer les cmc et
AG°mic de chaque tensioactif de la série Fs et de comparer ainsi les sensibilités de détection
respectives. Indépendamment, la tensiométrie a permis d’obtenir des informations
supplémentaires sur les propriétés de surface du tensioactif a I'interface air/eau ( ¥cmc, Mmax €t
Anin) et la TCI des compléments d’informations sur la thermodynamique de micellisation (i.e.
—TASmic, AH’mic). Ces techniques ont également été utilisées sur la série Fg pour comprendre
I'impact de la longueur de chaine fluorocarbonée sur les propriétés physico-chimiques des

tensioactifs hybrides F—H.
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1.1.2 Etude de la série Fs PEGylée

+* Analyses de tensiométrie sur la série Fg

Dans un premier temps, nous avons essayé de déterminer la cmc par TS. Nous avons
tenté d’appliquer a cette série la méthode initiale qui consiste a effectuer des dilutions
automatiques d’une solution micellaire du tensioactif de concentration supérieure a 3 x lacmc
et a mesurer y pour chaque concentration. Cependant, nous avons été confrontés a de tres
fortes variations sur la mesure de chaque point, avec une stabilisation de y bien plus lente a

obtenir (au-dela d’1 h pour chaque point) que pour les tensioactifs Fs PEGylés.

Nous avons alors utilisé la méthode dite « manuelle » qui consiste a préparer chaque
concentration a étudier dans des fioles jaugées puis de mesurer la tension de surface
résultante y par le tensiometre. Cette méthode permet de controler le temps nécessaire pour
obtenir une stabilisation de l'interface et évite une perturbation supplémentaire liée aux

dilutions automatiques de la solution au cours de I'acquisition.

La mesure moyenne de chaque point a été relevée sous condition que I’erreur standard
des mesures prises de y en fonction du temps soit égale ou inférieure a £ 0,5 mN/m. La Figure
11I-12 montre le temps nécessaire pour atteindre une erreur standard sur la mesure moyenne

des points étudiés égale ou inférieure a £ 0,5 mN/m.
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Surface Tension vs Time
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Figure 111-12. Courbes de stabilisation de la tension de surface y en fonction du temps (en secondes) pour la
gamme de concentrations du tensioactif FsH12PEG2000 dans I’eau.

Nous avons I’'exemple ici avec le tensioactif FsH12PEG2000 en solution micellaire. Pour
chaque tensioactif, nous avons relevé des temps de stabilisation de y d’au minimum 3—4 h
pour les points les plus éloignés de la cmc et jusqu’a 10 heures d’acquisition pour les points se

rapprochant de la valeur de cmc estimée.
Comme pour la série Fs, nous avons ensuite reportés graphiquement y en fonction du

logarithme népérien de la concentration pour construire les isothermes de Gibbs en Figure I/I-

13.
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Figure IlI-13. Variation des tensions de surface y en fonction du log c des tensioactifs Fs PEGylées a 25 °C
dans I'eau.

Les valeurs de cmc, ¥ cmc et AG®mic (cf. Tableau 111-3) ont ainsi été déduites des courbes

isothermes retracées pour chaque tensioactif de la série Fs.

Tensioactifs FsHsPEG2000 FsHsPEG750 FsH12PEG2000 FsH12PEG750
cmc (pM) 1,1 1,4 1,7 2,9
Yeme (MN/m) 41,5 29,4 40,7 26,9
AG°mic (KJ/mol) —-44,0 -43,4 -42,9 -41,6

Tableau llI-3. Comparaison des cmc, Ycmc et AG°mic obtenues avec la TS pour les tensioactifs Fs PEGylées.

Ces cmc trouvées pour la série Fg sont environ 2 a 6 fois plus basses que celle du dérivé
le plus hydrophobe de la série Fs, FeHsPEG750 (i.e. cmc de 6,5 UM en TS). Dans le cas de
tensioactifs fluorés monocaténaires di-glucosylés33#* (cf. Schéma II-2), la cmc diminue
d’environ 45 fois avec I'ajout de deux unités —CF,, contrairement a 2—6 fois observées dans

notre cas.
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n =2 ; F4H,-DigluM
n =4 ; FgHy-DigluM
HOHo n =6 ; FgH,-DigluM

Schéma ll1-2. Structure des FnH2-DigluM synthétisés et décrits par Abla et al.?* et Boussambé et al.>3.

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer le faible écart observé pour les tensioactifs

hybrides F-H PEGylés synthétisés :

>

La contribution hydrophile de la chaine polaire PEG pourrait limiter la diminution de
cmc occasionnée par I'ajout de deux carbones perfluorocarbonés. A titre d’exemple,
le groupe de Wang et al. a relevé des cmcs de 4,46 mM et 0,35 mM pour leurs
tensioactifs monocaténaires perfluorées PEGylés avec une chaine perfluorocarbonée
en F4 et Fg respectivement, soit une diminution de la cmc par 12 en ajoutant deux
carbones perfluorés!?,

Les valeurs de cmc pour les tensioactifs Fs sont tellement basses qu’elles ne peuvent
étre quantifiées correctement par TS. Ceci pourrait étre due a une limite de sensibilité
sur la mesure mais aussi a des variations de celle-ci notamment liées a I'évaporation
possible de I'eau a température ambiante du fait d’'un temps d’acquisition tres long

(supérieur a 10 h).

Nous remarquons également que les tensioactifs Fg PEGylés conduisent a des valeurs

de cmc proches (de 1,1 a 2,9 uM), et que I'ordre des valeurs de cmc n’est pas en cohérence

avec celui que nous avions trouvé pour la série Fe. Pour déterminer la contribution de la chaine

Fs sur la thermodynamique de micellisation, nous avons ensuite comparé les valeurs de AG®mic

sur la série PEGylée en fixant la longueur de chaine hydrocarbonée et |a taille de la téte polaire

PEG.

Les valeurs déterminées pour la contribution d’'une unité —CF, sont de — 3,2 kJ/mol

dans le cas d’un dérivé PEG2000 (i.e. AG°mic de — 37,7 et — 44,0 kJ/mol pour FgHsPEG2000 et
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FsHsPEG2000 respectivement) et de — 1,9 kJ/mol pour un dérivé PEG750 (i.e. de — 39,7 et
— 43,4 kJ/mol pour FsHsPEG750 et FsHsPEG750 respectivement).

Si 'on compare ces résultats a la valeur théorique pour un tensioactif non ionique
classique (~ 4,1-4,4 kJ/mol) on constate qu’ils sont en désaccord avec la littérature. 27:33

Ces résultats sont en désaccord avec la littérature en comparant a la valeur théorique.
Par manque de recul sur l'interprétation des valeurs de cmc et AG°nic de la série Fg, I'ensemble

des observations précédentes nous a conduit a ne pas considérer les valeurs obtenues en TS.

e Analyses d’ITC sur la série Fs

En paralléle de ces analyses par TS pour la série Fs, nous avons appliqué le protocole

de TCl utilisé pour la série Fg sur ces tensioactifs.

Les analyses ont commencé avec les composés théoriquement les plus hydrophiles de
la série, FsHsPEG2000 et FsHsPEG750. Nous sommes partis au départ d’une concentration
initiale de 15 uM et 10 uM respectivement (cf. Figure IlI-14), soit une cmc estimée a environ

1,25 uM et 0,8 pM.

L’étude des thermogrammes bruts traités par le logiciel NITPIC permettent de voir des

fenétres d’isothermes entre 0—3 uM pour FsHsPEG2000 et 0—2 uM pour FsHsPEG750.
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Figure Ill-14. Comparaison des thermogrammes bruts obtenus a 25 °C par TCI de FsHsPEG2000 et FsHsPEG750
(Ap en fonction du temps (sec)) sur le logiciel NITPIC et leur isotherme (Qinjection €n fonction de la
concentration a I'injection Cinjection)-
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Globalement, les thermogrammes présentent des pics constants de quantité de
chaleur a la démicellisation Qgemicau fur et a mesure de I’acquisition. Ceci ne nous a pas permis
de détecter de variation de chaleur suffisamment significative pour pouvoir étre analysée
ensuite sur le logiciel DSTAIN. Si nous comparons l'allure de ces pics a ceux trouvés pour leurs
analogues en Fe (i.e. FeHsPEG2000 et FsHsPEG750), on s’apercoit que la quantité de chaleur

par pic de démicellisation est divisée par 10 pour les tensioactifs Fs.

Deux hypothéses peuvent étre avancées :

» Soit la cmc est bien plus basse qu’estimée par TS (< 1 uM). Ce qui voudrait dire que dés
la premiére injection de solution micellaire, la concentration dans la cuve d’échantillon
reste au-dessus de la cmc apreés dilution du volume d’injection. Dans ce cas, la quantité
de chaleur délivrée lors du phénomene de démicellisation est trés faible et constante
lors de I'acquisition. Il faudrait alors diminuer la concentration initiale du volume
d’injection pour que la concentration en tensioactif dans la cuve apres la premiere
injection soit au-dessous de la cmc. De ce fait, on pourrait observer une variation de

chaleur suffisante qui puisse étre détectée par I'appareil.

» Soit la variation de Qqemic pour ces tensioactifs n’est pas suffisante pour pouvoir étre
détectée par I'appareillage. Il y aurait donc une limite de sensibilité a la détection de

la mesure.

e Analyses de spectrofluorimétrie sur la série Fg

Nous avons ensuite procédé aux analyses en spectrofluorimétrie (cf. Figure IlI-15).
Nous observons des cmc similaires pour les dérivés FsHsPEG2000, FsHsPEG750 et
FsH1,PEG2000 (~2-5 uM). Le dérivé FsH12PEG750 n’a pas pu étre analysé par manque de
temps. La encore, les cmc des tensioactifs sont indiscernables entre elles et ne permettent

pas de confirmer celles trouvées par TS (¥1-3 uM).
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Figure llI-15. Aire sous la courbe (ASC) moyenne de l'intensité fluorescente du Rouge Nil solubilisé dans les
micelles Fs PEGylées en fonction du In c étudié.

Pour résumer I'étude de la détermination des cmc et AG°mic de la série Fg, nous avons
relevé des valeurs de cmc similaires entre-elles, par TS et spectrofluorimétrie, et nous avons
constaté que I'ordre ne correspond pas a celui observé pour la série Fs. Nous n’avons pas pu
déterminer avec certitude la valeur de AG°mic calculée par TS compte tenu des difficultés
d’analyses rencontrées en TS, TCl et spectrofluorimétrie. A ce stade, nous ne pouvons pas

malheureusement tirer de conclusions sur |’étude.

Nous supposons que ces valeurs de cmc soient inférieures a 1 UM et que les différentes
techniques utilisées ne permettent pas de les différencier entre-elles. Il conviendrait de
s’'intéresser a d’autres techniques plus sensibles pour obtenir des valeurs plus précises de cmc
(i.e. TCl a partir d’un nanocalorimétre) et compléter le profil thermodynamique (AG°mic,

—TAS’mic et AHmic) de ces tensioactifs a la micellisation.

Néanmoins, avec ces estimations de tres faibles cmc, la série Fg pourrait étre

intéressante dans des applications d’encapsulation de principes actifs.
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1.2 Evaluation de la taille et forme des agrégats

L’étude de la distribution de tailles des agrégats a été réalisée sur tous les tensioactifs
PEGylées (séries Fg et Fs) par diffusion dynamique (DLS) et statique (SLS) de la lumiére. Dans
une deuxieme partie, nous nous sommes focalisés sur la morphologie des agrégats de la série

Fspar microscopie électronique a transmission (MET).

1.2.1 Détermination de la taille par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La DLS permet d’évaluer le coefficient de diffusion D et le diametre hydrodynamique
Dy des particules dans I’échantillon. Ces valeurs sont déterminées a partir de I'analyse
dynamique des fluctuations d’intensité diffusée dans toutes les directions par les particules
provenant de leur mouvement Brownien®3°, Le dispositif Nano ZS Zetasizer (cf. Figure 11I-16)
émet une lumiére incidente d’un laser a une longueur d’onde A=633 nm, qui diffuse a travers
une cellule de quartz de 1 mL avec a l'intérieur I’échantillon a analyser. La lumiere, diffusée
par les particules dans toutes les directions, est ensuite captée par un détecteur placé a un
angle 8 =90 ° ou 173 ° du rayon incident (cet angle dépend du modele d’appareil utilisé). Le
signal est ensuite converti par le corrélateur qui va analyser les fluctuations d’intensité a

différents intervalles de temps.

Echantillon Nanoparticule

\A e ©
€
@
Intensite de diffusion
bttt
s
.
i
'

Lumiére incidente Fluctuation de la lumidre diffusée

Solvant

Lumiére diffusée

Figure lll-16. Principe de fonctionnement de I'appareil de DLS.*3!
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Les particules larges bougent plus lentement que les particules de petite taille. De ce
fait, les fluctuations d’intensité enregistrées au cours du temps par I'appareil vont étre plus

lentes, et inversement pour les particules plus petites'3°,

La fonction d’autocorrélation figurant en équation (111.8) permet ainsi de mesurer le
degré de corrélation a trés petite échelle de temps, entre deux données aléatoires d’intensité

I(t) avec un intervalle de temps t au cours de I'acquisition :
G(t) = j 1(®)I(t + 1)dt (111.8)
0

La fonction est normalisée telle que G(o0) = 1. En Figure IlI-17, il est montré que le
délai T nécessaire pour que la fonction de corrélation revienne a 0 est plus court pour des
particules de petite taille que pour des tailles de particules plus grandes. Par la suite, le logiciel

transforme ce signal en une forme exponentielle!3? simplifiée selon I’équation (111.9) :
G(T) = A+ Be 24’01 (11.9)

Ou t représente cet intervalle de temps, A et B des constantes liées a la mesure par

41N
Yl

. , . . . (0 . .
I'instrument, g le vecteur d’onde de diffusion tel que q = sin (E) et D le coefficient de

diffusion de I’équation de Stokes-Einstein'33 donnée par I'expression (111.10) :

D= kT
~ 3mnDy

(111.10)

Ici k représente la constante de Bolzmann, T la température et n la viscosité du solvant.
Le logiciel délivre par la suite les différentes distributions de tailles de particules en
pourcentage d’intensité, de volume et nombre. Ces distributions pour chaque tensioactif des

séries Fg et Fs en solution a 1 % massique (1 g/L) dans I’eau a 25 °C sont représentées dans la

Figure IlI-17.
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Figure 111-17. Distribution des tailles de particules pour les séries Fs et Fs PEGylées a 1 g/L.

Pour la série F, on remarque que ces distributions de taille en pourcentage d’intensité,
de volume et en nombre (cf. Figure 1lI-17), sont similaires et présentent toutes un profil
unimodal avec un pic entre 10-15 nm. Ceci semble indiquer la présence de micelles
globulaires, excepté pour FsHsPEG2000, qui présente une distribution bimodale en intensité
avec un second pic moyen a ~330 nm. Pour ce tensioactif, il semble y avoir une coexistence
de petits agrégats avec des agrégats plus larges. Toutefois, ce second pic est négligeable en
distribution en volume (0,01 % du volume de I"échantillon) par rapport au premier pic de
micelles (99,9 % du volume de I’échantillon) a ~12,4 nm de diametre moyen des micelles. En
distribution en nombre, seul le pic relatif aux micelles a 8,7 nm est d’ailleurs observé.

L'approximation de Rayleigh explique que l'intensité diffusée /, d’une particule N, est
proportionnelle a son diametre D, a la puissance 6 dans le cas d’une distribution en
intensité!3*. En prenant également en compte la théorie de Mie®3>, cette intensité diffusée I,

d’une particule N, est proportionnelle a son diamétre D, a la puissance 3 pour une distribution
" . . 4 .

en volume (en considérant le volume de la particule comme une sphere avec ERRH3) et a son

diametre D, pour une distribution en nombre. Ce qui explique que les particules plus larges

116



Chapitre lll — Caractérisation des agrégats de tensioactifs hybrides F-H

diffusent beaucoup plus en intensité que les plus petites particules, mais peuvent étre
représentées en quantité infinitésimale dans une distribution en volume ou en nombre.

Pour la série Fg, aucune distribution bimodale n’est observée sur les profils en
intensité, volume et nombre de ces tensioactifs a 1 g/L (cf. Figure I11-17). Ces distributions nous
confirment une similarité des Du moyens a 1 g/L pour FsHsPEG750, FsHsPEG2000 et
FsH1,PEG2000 (entre ~9—14 nm en volume) contrairement a FsH12PEG750 qui differe (~26,7

nm en volume).

Nous nous sommes ensuite intéressés a la détermination du Dy a dilution infinie (Do,
valeur théorique a 0 g/L) des agrégats formés par les tensioactifs. Les profils de distribution
de tailles en intensité pour chaque tensioactif ont été analysés en DLS aprés dilutions
successives des échantillons dans I'eau de 50 g/L a 1 g/L pour la série Fsetde 10 g/La 1 g/L
pour la série Fs. Les valeurs des Dy avec leurs barres d’erreurs respectives sont représentées
en fonction de la concentration en tensioactif (cf. Figure I1I-18). Les mesures effectuées par

I'appareil ont été répliquées au moins 3 fois pour chaque échantillon.
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Figure IlI-18. Distribution des tailles de particules pour les séries Fe et Fs PEGylée.
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On peut noter premierement que les dilutions successives de I’échantillon dans I'eau
de 50 a 1 g/L pour la série Fg et de 10 a 1 g/L pour la série Fg excepté pour FsHsPEG750 et
FsH1,PEG750, aboutissent a une augmentation des Dy. Ceci pourrait étre expliqué par la
présence de 3 fonctions amides sur les molécules, qui favorisent la formation de liaisons
hydrogenes avec les molécules d’eau. Celles-ci pénetreraient plus facilement a I'interface des

parties hydrophobes/hydrophiles, augmentant le Dy des agrégats’®°3,

Une régression linéaire a été faite pour chaque plage de données, permettant

d’extrapoler le Dyo a 0 g/L pour chaque tensioactif. Ces valeurs figurent dans le Tableau IlI-4.

Tensioactifs FeHsPEG2000 FeHePEG750 FeHsPEG2000 FeHsPEG750
Duo (nm) 15,0 10,9 13,3 11,9

Tensioactifs FsHsPEG2000 FsHsPEG750 FsH12PEG2000 FsH12PEG750
Duo (nm) 18,0 13,6 22,6 57,1

Tableau llI-4. Valeurs de Dy déterminées par I’extrapolation a 0 de la concentration en tensioactif dans I’eau.

Pour la série Fe (cf. Tableau l1I-4), les valeurs de Dyo sont assez proches allant de 10 a
15 nm dans l'ordre suivant FeHePEG750 < FsHsPEG750 < FsHsPEG2000 < FsHsPEG2000.
Concernant la série Fg, celles-ci vont de 14 a 57 nm dans cet ordre FsHsPEG750 < FsHsPEG2000
< FsH12PEG2000 < FgH1,PEG750. En particulier, le Dy de FsH12PEG750 (57,1 nm) indique une
taille d’agrégat significativement plus importante que les autres Dn de la série (de 14 a 23 nm

environ). Par ailleurs, nous avons relevé plusieurs points a discuter :

» En fixant la longueur des chaines hydrophobes quelle que soit la série, on s’apercoit
gue la réduction de la téte polaire (PEG2000 a PEG750) s’accompagne d’une réduction

du Dno excepté pour FsH1,PEG750.

» Lorsque I'on augmente la longueur de la chaine fluorocarbonée (série F¢ a série Fg) a
méme longueur de chaine hydrocarbonée et taille de téte polaire, les Do augmentent.

Par ailleurs, cette augmentation de Dyo est plus marquée lorsque la chaine
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hydrocarbonée augmente de 4 —CH; pour la série Fg. Ceci pourrait étre lié a
I'immiscibilité des chaines fluorocarbonées et hydrocarbonés chez les tensioactifs
hybrides F-H, entrainant une ségrégation intramicellaire. L’allongement de la longueur
pour une seule ou les deux chaines hydrophobes F-H augmenterait de ce fait le
volume hydrophobe total et ainsi le Dro*”%®. Cette contribution est moins marquée
pour la série Fg avec I'ajout de 2 —CH; sur la chaine hydrocarbonée et ne change pas

significativement le Dyo des agrégats (~10—15 nm).

1.2.2 Détermination de la taille par diffusion statique de la lumiére (SLS)

Nous avons ensuite voulu confirmer ces résultats par diffusion de la lumiére statique,
couplée a la chromatographie par exclusion de taille (CES-SLS). Elles ont été menées dans le
cadre d’'une mobilité sortante du programme Perdiguier de I'Université d’Avignon en 2019 au

sein du laboratoire « Molecular Biophysics » du Prof. Dr. S. Keller (Kaiserslautern, Allemagne).

Cette technique utilise un systeme de chromatographie en phase liquide a haute
performance classique. Une colonne d’exclusion de taille est intégrée. Celle-ci est couplée a
un détecteur triple constitué : d’'un réfractométre pour détecter I'indice de réfraction (IR), un
détecteur a absorbance ultraviolet (UV) et un détecteur de lumiére diffusée (LS) par

I’échantillon élué. Le principe de fonctionnement de I'appareil est présenté en Figure I1l-19.

| Computer i Computer |
{ChemStation) | (ASTRA) |

Comed>— 12
system

A

Ly uv LS RI
— P—— detector detector detector

—--- logical connection 1 | 1‘
fluid connection T |

Figure IlI-19. Principe de fonctionnement de la technique de diffusion de la lumiére statique avec le systéme
OmniSEC schématisé par Gimpl et al.1%,
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Un viscosimetre est également inclus pour mesurer la viscosité intrinseque lors de
I’élution de I'’échantillon. Ainsi, I'avantage de cette technique est d’analyser chaque entité de
I’échantillon séparément au cours d’'une méme expérience. Il est possible par la suite de
déterminer la masse molaire en poids My de chaque entité au sein du méme échantillon a
partir du logiciel OMNIsec (Malvern) couplé a [lappareil. Il effectue les -calculs
automatiquement via la relation générale de Zimm?*37138 qui régit les lois de diffusion statique

de la lumiére selon I’équation (111.11) :

ARe = ARe,échantillon - AR9.501V3nt

A (n.11)
Ry = Kc (MWPQ toaet )

OuU : ARe représente la variation du ratio de Rayleigh, qui est la différence des signaux
de diffusion de la lumiére (LS) entre I’échantillon et le solvant d’élution ; K une constante
optique dépendante de l'indice d’incrément an/oc déterminé expérimentalement; c la
concentration effective des particules en solution ; Pg le facteur de forme qui représente la
dépendance angulaire de l'intensité diffusée et A, le second coefficient du Viriel, qui tient

compte des interactions interparticulaires dans I’échantillon.

Les échantillons injectés dans le systeme sont dilués et les mesures d’intensité peuvent
se faire a de petits angles, ce qui nous permet de négliger le terme A, et de considérer

Py = 1. Larelation de Zimm peut alors étre approximée selon la relation (11.12) de Rayleigh3®

pour des petites particules donc le diamétre est inférieur ou égal a % dans un systeme dilué:

ARe = ARG, échantillon — ARO, solvant = KMwC ("I-]-Z)

Avec K la constante optique déterminée automatiquement par I'appareil selon I'’équation

(M.13) :

ac
N A%

=M (I11.13)
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. an , . ye - , .
Ou ngy, 3’ Na et A représentent respectivement l'indice de réfraction du solvant,

I'incrément de l'indice de réfraction de I’échantillon calculé indépendamment par I'utilisateur
(et intégré dans la méthode de calcul du logiciel), la constante d’Avogadro et la longueur

d’onde utilisée lors de I'acquisition.

Une fois la valeur de M, déterminée pour les particules en solution, dans le cas de
solutions micellaires, il est possible de calculer le rayon hydrodynamique Ru de la particule

selon I’équation (111.14) d’Einstein-Simha®3°:

MulVig = g NaVi (1.14)

Ou IVy est la viscosité intrinseque au pic d’élution de I’échantillon et Vi le volume

. s 4 . L.
hydrodynamique, considéré ici comme Vg = gnRH3pour des micelles sphériques.

Par ailleurs, il est également possible a partir des valeurs M\, calculées par I'appareil,
de déterminer le nombre d’agrégation N. Ce nombre est calculé a partir de I’équation suivante

(M.15) :

N==% (11.15)

Ou M,, représente la masse molaire moyenne en poids pour un monomere de
tensioactif. Cette valeur a été au préalable déterminée par la spectrométrie de masse Maldi-

TOF pour chaque tensioactif (cf. Chapitre Il ; Matériel et Méthodes).

Les profils d’élution des séries Fs et Fs PEGylées sont montrés respectivement en
Figures 111-20 et IlI-21. Les signaux acquis en détection triple (excés Rl, LS et UV) sont
représentés graphiquement en fonction du volume élué en chromatographie d’exclusion
stérique. Pour les deux séries, on observe deux pics d’élution pour chaque tensioactif aux
alentours de ~8,7 et 14,5 mL. Ces pics pourraient étre attribués a la lumiére diffusée par les

micelles pour le premier, puis au tensioactif sous forme monomérique, pour le second.
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Figure 111-20. Profils d’élution en CES—SLS par détection triple pour la série Fs. (A) FEeHePEG750 ;
(B) FeHsPEG2000 ; (C) FsHsPEG750 et (D) FsHsPEG2000
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Figure 111-21. Profils d’élution en CES-SLS par détection triple pour la série Fs. (A) FsHsPEG750 ;
(B) FsHsPEG2000 et (C) FsH1.PEG2000.

Pour la série Fg PEGylée, les dérivés PEG750 ont été testés dans un premier temps a

une concentration de 5 mM. Malheureusement, I'intensité du signal diffusé pour le tensioactif

FsH1,PEG750 a saturé le détecteur de 'appareil, ce qui ne nous a pas permis d’obtenir les
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valeurs de M,, et de Du associées. Nous avons donc diminué par deux les concentrations

injectées pour ce tensioactif et pour les dérivés PEG2000 pour obtenir les profils CES—SLS.

Toutefois, ces nouveaux essais de CES—SLS sur le dérivé FgsH12,PEG750 n’ont pas été
concluants. Nous avons changé de lot de synthese et vérifié I'absence d’impuretés dans les
lots testés. Malheureusement le signal de diffusion de la lumiére sature le récepteur qui s’est
retrouvé saturé tout au long de I’élution. Le composé semble « s’accrocher » sur la colonne

d’exclusion stériqgue pendant l'acquisition ce qui pourrait étre di a son fort caractere

hydrophobe.

Par ces profils d’élution, les valeurs de M, et des rayons hydrodynamiques Ry ont été

obtenues pour tous les composés via le logiciel de I'appareil de CES-SLS (cf. Figure 11-22).

> 4 - = F6HBPEG750 - 200 >~ 4 - ==F6HBPEG750 -8
c | = F6HBPEG2000 c | = FeHBPEG2000
~ = F6H8PEG750 - ~ == F6HBPEG750
© 3 =r6H8PEG2000 [F150 '3 © 3 = F6H8PEG2000 6
] DS 0 E
- 27 -100 2 e 27 -
g - Kk ] L4 O
8 17 -50 = 2 1
m 0 T T T T T T — O m 0 T T T T T T 2
80 85 90 95 80 85 90 95
Volume d'élution | mL Volume d'élution | mL
> 12— = F8H8PEG750 ~- 300 =~ 12 o == F8HBPEGT750 -8
E s, | i
o " [ 250 "= NS = F8H12PEG2000 [ .
i 8 1 o E P% 8 1 - E
- -200 @ T -6 =
o | - ~ o I~
4 |
g " 150 8§ w2 ° (5
P> - (&} L
W 04 1100 ) A
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Figure 111-22. Signaux LS (Excés Re), Mw et Ru en fonction du volume d’élution pour les séries Fs et Fs. Les
valeurs de My et Rureprésentées en fonction du volume d’élution sont issues de la dérivée du signal LS.

Toutes les données recueillies en CES-SLS pour chaque tensioactif des séries Fg et Fg

figurent dans le Tableau IlI-5 :
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Tensioactifs FeHsPEG2000 FeHsPEG750 FsHsPEG2000 FeHsPEG750
Volume d’élution
8,63 8,69 8,53 8,62
(mL)
on/dc (mL/g) 0,116 0,106 0,121 0,114
IVw (dL/g) 0,07 +£0,01 0,048 + 0,001 0,087 + 0,001 0,053 + 0,002
M., (kDa) 90,0+1,5 77,7+0,6 102,3+0,1 104,3+0,9
9,31 7,76 10,34 8,78
Dx (nm)
(06,6 g/L) (a72g/L) (6 6,5g/L) (at 7,4 g/L)
Mw monomeére
2600,0 1496,2 2609,7 1524,4
(Da)
Tensioactifs FsHsPEG2000 FsHsPEG750 FsH12PEG2000 FsH1,PEG750
Volume d’élution
8,46 8,54 8,43 ND
(mL)
on/dc (mL/g) 0,116 0,104 0,116 ND
IVw (dL/g) 0,080+ 0,01 0,045 + 0,04 0,075+0,01 ND
My (kDa) 141,8+1,5 149,9+0,9 231,8+0,8 ND
11,20 9,46 12,94
Du (nm) ND
(6 6,8g/L) (a788g/L) (a 7,04 9/L)
Mw monomere
2717,7 1598,9 2785,7 1583,4

(Da)

Tableau llI-5. Valeurs obtenues en CES-SLS pour les séries Fs et Fs. Les valeurs sont la moyenne de deux
expériences indépendantes. ND signifie que les données ne sont pas disponibles.

Les nombres d’agrégation N ont ensuite été calculés par I’équation (11.15) et sont reportés

dans le Tableau IlI-6.
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Série PEG750

Tensioactifs FeHePEG750 FeHsPEG750 FsHsPEG750 FsH12PEG750

N 52 69 94 ND

Série PEG2000

Tensioactifs FeHsPEG2000 FeHsPEG2000 FsHsPEG2000 FsH12PEG2000

N 35 37 52 83

Tableau IlI-6. Comparaison des N pour les dérivés PEG750 et PEG2000 des tensioactifs hybrides F-H PEGylés.

Pour la série Fe, les N ont été trouvés a 35 pour FeHePEG2000, a 52 pour FgHePEG750,
a 69 pour FeHsPEG750, et a 37 pour FgHsPEG2000. Pour la série Fg, les N trouvés sont de 52
pour FsHsPEG2000, 94 pour FsHsPEG750 et de 83 pour FsH1,PEG2000. On remarque que N

augmente avec I'augmentation de la longueur de chaine hydrocarbonée.

Ces résultats sont en accord avec les valeurs de tensioactifs hybrides F—H rapportés
dans la littérature?. ’augmentation de la longueur de chaine hydrocarbonée R(H) (3, 5 ou 7
carbones hydrogénés) pour une chaine fluorocarbonée R(F) fixe de 4 ou 6 carbones perfluorés

et une méme téte polaire, fait également augmenter N (cf. Schéma IlI-3).

0SO;Na
R(H)
(FR

R(F): C4Fg; CeF13
R(H): C3H7 CsHqq; C7H45

Schéma IlI-3. Structure chimique des tensioactifs hybrides F-H a téte sulfonate rapportés par Yoshino et
al.4°'44'14°.
L'influence de la taille de la téte polaire sur le nombre d’agrégation a aussi été vérifiée
avec une diminution significative de 69 a 37 entre FeHsPEG750 et FgHsPEG2000, du fait de
I’encombrement stérique plus important pour la téte PEG2000 (cf. Schéma IlI-4). Cet effet est

également observable pour les tensioactifs de la série Fg (FsHsPEG750 et FsHsPEG2000).
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N limité par
I’encombrement
stérique du coeur
Micellisation hydrophobe
> >
Chaine PEG
courte
N limité par
I’encombrement
stérique des P ,Q
Micellisation chaines PEG Qf 'fg S
> > w’;x?&%
@\w\\‘% ;-}/d%r
&2
Chaine PEG ¢
longue

Schéma ll1-4. Structure de micelles avec une téte polaire PEG dans le cas d’une courte chaine PEG ou d’une
longue chaine PEG schématisée par Vuorte et al.'**,

Pour comparer la taille des agrégats par les deux méthodes de diffusion de la lumiere
(i.e. DLS et CES-SLS), les valeurs de Dy en DLS pour tous les tensioactifs, ont été recalculées aux
concentrations étudiées en CES-SLS, via I'équation de la régression linéaire de la Figure 11I-18.

Excepté pour FsH12PEG750 qui ne peut étre comparé.

Les concentrations utilisées pour les dérivés PEG750 sontde 7,2 g/L; 7,4 g/Let 7,9 g/L
pour les chalnes hydrophobes FeHs, FsHs et FsHs respectivement. Pour les dérivés PEG2000,
elles sonta 6,6 g/L; 6,5g/L; 6,8 g/L et 7,1g/L pour les chaines hydrophobes FgHs, FsHs, FsHs

et FgH1, respectivement (cf. Figure 111-23).

Dans I'ensemble, les techniques de diffusion de la lumiére nous ont permis d’avoir une
idée plus claire de N et de la taille des agrégats PEGylés, avec des valeurs comprises entre 8 et
23 nm. Si I'on se focalise uniquement sur les Dy déterminés en CES-SLS et ceux recalculés en

DLS, a méme concentration, I’écart se resserre entre 8 et 16 nm.
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Dérivés PEG 750 Dérivés PEG 2000
244 M D, DLS e
;5: [1 Durecalculés en DLS
1 B DusSLS 18,0

i ; 15,2 16,0

e 14,3 15,01 14,7
E 14 1o1Ls 13,6 133559 129
~— 12 — 10’9 , 11’2
a 10 10,5 9,5 9,3 10,3

F6H6 F6H8 F8H8 F6H6 F6H8 F8H8 F8H12

Figure 111-23. Représentation des Dxo et comparaison des Du moyens en DLS (recalculés) et CES-SLS pour les
dérivés PEG750 et PEG2000 des tensioactifs hybrides F-H PEGylés. Les concentrations utilisées pour les dérivés
PEG750 sont respectivement de 7,2 g/L; 7,4 g/L et 7,9 g/L pour les chaines hydrophobes FeH¢, FsHs et FsHs.
Pour les dérivés PEG2000, elles sont respectivement de 6,6 g/L; 6,5 g/L; 6,8 g/L et 7,1 g/L pour les chaines
hydrophobes FeHe, FsHs, FsHs et FgH1z.

On observe également que la méthode de CES-SLS a une tendance a diminuer les
valeurs de Du. Quel que soit le tensioactif étudié en CES-SLS de la Figure 11I-23, plus les
longueurs de chaines hydrophobes augmentent a méme téte polaire, plus Dy augmente tres
légerement (~1nm). Inversement, en augmentant la taille de la téte polaire a méme partie

hydrophobe, les Dy augmentent d’environ 2 nm.

Nous suggérons comme hypothéese la présence probable de micelles globulaires larges
pour les Dy d’agrégatsentre 8 et 16 nm (série Fe, FsHsPEG750, FsHsPEG2000 et FsH1,PEG2000).
En revanche, nous nous sommes interrogés sur la différence significative de Dyo a 57
nm pour FsH12PEG750 et I'impossibilité de I’étudier en CES-SLS. Par la suite, la forme effective

des agrégats de la série Fga été étudiée par MET et Cryo-ME en section 1.2.3.

1.2.3 Etude de la série Fs par imagerie électronique a transmission (MET)

Les images MET ont été réalisées sur les tensioactifs de la série Fs PEGylée a 0,1 g/L par

nos collaborateurs de l'Université Martin Luther de Halle-Wittenberg en Allemagne, au
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laboratoire du Dr. Annette Meister (Equipe ZIK HALOmem & Institut de Biochimie et

Biotechnologie).

1.2.3.1 Principe de la technique MET

La MET, a coloration négative, est une technique utilisée pour déterminer la
morphologie des agrégats en solution aqueuse. Cette technique, consiste a placer
I’échantillon sous un faisceau d’électrons diffractés, par un systeme de lentilles dans la
colonne microscopique, depuis le faisceau incident électronique. Les électrons transmis sont

ensuite projetés sur une caméra qui enregistre 'image résultante (cf. Figure 11-24)'*2,

Electron gun

d
Condensor
Cﬂl D D lens
Specimen

port Iq: S D
contaminator

Objective D [] D

lens

Intermediate
lens D D D

Projector
D Db lens
Binoculars / . W
Image recording
| system/Viewing screen |

Figure 1lI-24. Représentation schématique d’un microscope électronique a transmission'*2,

La mesure de la densité électronique peut aboutir a des différences d’absorptions
d’électrons sur certaines zones de I’échantillon, qui créent le contraste sur I'image. Lorsque la
variation de densité électronique est faible, pour pouvoir étre détectée, on utilise un agent de
contraste. Généralement, des métaux lourds sont utilisés comme agent de contraste pour
traiter I’échantillon, déposé sur des grilles de cuivre carbonaté. Cet agent de contraste va
ensuite interagir préférentiellement avec les électrons pour augmenter le contraste

nécessaire sur 'image*. Ici 'agent de contraste utilisé est I'acétate d’uranyle (AU) aqueux.
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L’échantillon est ensuite séché pendant au moins 24 h avant d’étre visualisé au microscope

électronique (cf. Figure I1I-25).

sample blotting blotting
ST
A UA drying
[§ —_— — — —_— S—
Y 24 h
A B C D E F

Figure 111-25. Représentation schématique de la technique de coloration négative (A) les grilles de cuivre avec
le film Formvar (B) Application de I’échantillon (C) L’excés d’échantillon est enlevé au papier filtre (blotting)
(D) Application de I'agent de contraste AU (E) Etape de blotting (F) Séchage'*3.

Lors de la visualisation, 'augmentation de la résolution de I'image est proportionnelle
a 'augmentation de la tension d’accélération des électrons. Cependant, cela a pour effet de
diminuer la longueur d’onde électronique et par conséquent le contraste sur lI'image.

Généralement, la tension d’accélération se trouve dans une gamme allant de 80 a 200 kV.

L'inconvénient de I'utilisation de cette technique , est que le séchage et la coloration
peuvent perturber I'organisation réelle des agrégats de I'échantillon en les orientant et les
écrasant uniformément sur les grilles de cuivre; ce qui rend difficile I'interprétation
morphologique des images. Par exemple, les vésicules lipidiques pourraient ne pas rester
sphériques a cause de |'évaporation de |'eau et pourraient étre confondu avec des structures

d’agrégats de tensioactif en forme de disque*2.

Pour s’affranchir de cette contrainte et stabiliser les formes d’agrégats, les échantillons
peuvent étre congelés et visualisés a basse température par la technique de Cryo-ME, qui
préservera les agrégats dans une couche de glace amorphe. Cependant, si l'acces a
I'appareillage Cryo-ME est limité, I'usage de la MET est plus répandue et les appareillages plus
accessibles, ce qui permet de faire des tests préliminaires dans un premier temps sur les
tensioactifs PEGylés de la série Fs. La Cryo-ME sera uniquement abordée en section 2.1.2 sur

les tensioactifs glycosylés.
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1.2.3.2 Interprétation des résultats

La Figure I1I-26 résume les structures visualisées pour chaque tensioactif de la série Fga 0,1

g/L.

Figure 111-26. Comparaison des images MET des agrégats formés par la série Fz avec (A) FsHsPEG2000 ;
(B)FgH12PEG2000 ; (C) FsHsPEG750 et (D) FgH12PEG750.

L’observation de petits objets sphériques dans le cas de FsHsPEG2000 et FgsH;,PEG2000
(cf. Figure 111-26-A&B) a 0,1 g/L souligne que les dérivés PEG2000 s’agrégent sous forme de
micelles globulaires de taille (~ 10 nm). Concernant cette fois-ci les dérivés PEG750 (cf. IlI-
Figure 26), on constate a 0,1 g/L une organisation dense sous forme de micelles cylindriques

et/ou nanotubes. Ceci pourrait étre di a un paramétre d’empilement P (cf. Introduction

. . 1 .1 . . . .
générale) compris entre 3 et ~ou le volume du tensioactif dans I'agrégat pourrait s’apparenter

. A . . . 1. . .
a un coOne tronqué, contrairement aux dérivés PEG2000 (P <;ou le volume du tensioactif
pourrait étre un cone simple).
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Par I'étude de la taille des agrégats de la série hybride F-H PEGylée et de la
morphologie des agrégats de la série Fg, nous avons convenu d’utiliser les dérivés PEG2000 de
la série Fs comme potentiels candidats a I'encapsulation de principes actifs. En effet, ils
semblent présenter des cmc tres basses (< 1 uM) et s’auto-associent en micelles globulaires
de tailles comprises en 10 et 100 nm. Ces deux parameétres essentiels a ce type d’application

sont donc respectés pour la suite.

2. Etude de I’agrégation des tensioactifs glucosylés

2.1 Protocole d’agrégation sous forme de vésicules

Pour les tensioactifs glucosylés FeHs_Glucose et FgHs_Glucose, nous avons souhaité les
valoriser en tant que vésicules dans lesquels nous pourrions incorporer un principe actif
hydrophile. Chaque tensioactif a été préparé dans I'eau jusqu’a sa limite de solubilité (1 et
0,75 g/L respectivement pour FeHe_Glucose et FeHs_Glucose) puis les échantillons ont été
thermostatés a 30 °C et agités pendant 2 h.

A ce stade, nous observons une solution trouble dans I’échantillon. Pour obtenir des
populations monodisperses de vésicules, les échantillons ont été extrudés 35 fois sur
membrane de porosité 100 nm. (cf. Matériel et Méthodes). On obtient alors les solutions

limpides de vésicules qui ont été observées avec un Dy de 100 nm en DLS (cf. Figure 111-27).

F6H6_Glucose] F6H8_Glucose

Nombre Nombre

Ne / \ Volume
/\ Intensité /\ Intensité

100 1000 100 1000
Dy /nm Dy / nm

Figure 111-27. Distributions de tailles des agrégats formés par (A) FsHs_Glucose a 1 g/L et (B) FeHs_Glucose a
0,75 g/L en DLS.
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2.2 Caractérisation microscopique par MET et par Cryo-ME

Pour apporter une information supplémentaire sur la forme des agrégats de tensioactifs
glucosylés, les images MET en coloration négative et Cryo-ME ont été réalisées sur les
tensioactifs de la série glycosylée a 0,1 g/L et 0,75 g/L par nos collaborateurs de I'Université
Martin Luther Halle-Wittenberg en Allemagne, au laboratoire du Dr. Annette Meister( Equipe

ZIK HALOmem & Institut de Biochimie et Biotechnologie).

2.2.1 Principe de la cryo-microscopie électronique a transmission (Cryo-ME)

La Cryo-ME vient en complément de la technique microscopique MET. L’échantillon
est directement visualisé sans certaines étapes de préparation (i.e. coloration négative et
séchage), ce qui permet d’éviter les altérations possibles de la conformation des agrégats et
de pouvoir les observer dans leur état natif en les congelant a trés basse température (~ -
175°C environ).

La seule différence matérielle réside dans I'utilisation d’un cryoéquipement amovible
pendant I'acquisition des images, constitué d’un passeur de grilles d’échantillons sur sa pointe
connecté par conductivité thermique a un réceptacle d’azote liquide qui stabilise la
température pour conserver la congélation des échantillons (cf. Figure 111-28)42.

Une fois les grilles d’échantillons préparées et instantanément congelées avec de
I’éthane liquide, celles-ci sont placées et maintenues au bout de la pointe refroidie, pour éviter

tout effet thermique dommageable sur la structure de I’échantillon congelé.

N, (I) Filling entry

N, Dewar

Cooled tip of
holder

Gas shield device with
connection for
protective gas (N,)

Sliding specimen
protection cover (shutter)

Actuation for sliding specimen Connection for
protection cover (shutter) ~ temperature sensor

Figure 111-28. Représentation schématique d’un passeur d’échantillons en Cryo-ME*2,
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Des protections supplémentaires sont placées tout autour de la pointe (comme un bloc
cubique glacé) pour éviter la formation de glace sur la pointe qui pourrait apporter des
contaminations extérieures ou des transitions de phase de I’échantillon avec le changement
de température. Le cryoéquipement est ensuite rapidement transféré jusqu’au microscope

électronique a transmission pour la visualisation des images.

Un inconvénient de I'utilisation de cette technique est que le protocole de préparation
est fastidieux et requiert une attention marquée pour éviter les possibles transitions de phase
d’échantillon ou contaminants extérieurs venant de la formation de glace lié a la variation de

température lors du transfert de préparation des échantillons au microscope électronique.

2.2.2 Discussion générale

Les images MET des agrégats formés par FeHe_Glucose (Figure [1I-29-A) et
FeHs_Glucose (Figure 11I-29-B) montrent la coexistence de vésicules qui semblent étre

déformées probablement en raison du séchage des échantillons pendant leur préparation.

Pour compléter ces observations, les images de Cryo-ME ont été faites. Dans le cas de
FeHs_Glucose (Figure 111-29-C) les agrégats s’organisent sous forme d’une population dense et
compactée de vésicules uni-lamellaires (VUL). Pour FgHs_Glucose (Figure /1I-29-D), on observe
des populations denses de vésicules multi-lamellaires (VML) de contrastes différents. Dans les

deux cas, les vésicules montrent des diamétres internes variables (30 a 100 nm environ).
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Figure 111-29. Images MET des agrégats formés par (A) FeHs_Glucose et (B) FsHs_Glucose et Cryo-ME pour (C)
FeHe_Glucose et (D) FeHs_Glucose a 1 g/L et 0,75 g/L respectivement.

Dans le cas de FeHs_Glucose (Figure 11I-29-D), certaines couches lamellaires semblent
beaucoup plus foncées que d’autres du fait de la présence de fluor qui possede une densité
électronique importante!®3, Ceci semble confirmer la ségrégation des chaines hydrophobes

au sein des vésicules?’.

L’étude microscopique des vésicules formées par les tensioactifs FgHe_Glucose et
FeHs_Glucose nous a permis de les envisager comme outils potentiels pour une application au
transport de principes actifs hydrophiles et/ou lipophiles. En effet, les VUL de F¢Hs_Glucose
observées en Cryo-ME d’un diametre de 100 nm environ (en accord avec la DLS) sont
acceptables pour cette application et pourrait transporter des actifs hydrophiles.

Concernant les VML observées pour FgHs_Glucose, celles-ci seraient trés utiles dans les

thérapies combinées (I’actif hydrophile encapsulé dans les compartiments aqueux et I'actif
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hydrophobe dans les bicouches lipophiles). Cependant, les populations de MLV dans notre cas

sont trés hétérogénes en taille.

2.3 Etude cinétique de la stabilisation des vésicules en solution

En parallele, nous avons étudié la stabilité des vésicules formées par FeHs_Glucose au
cours du temps (de 24 h a 1 mois). Cette étude a été scindée en deux parties : dans un premier
temps, I'influence de la température (de 25 °C a 37 °C), pour se rapprocher au plus prés des
conditions physiologiques du corps humain.

Ensuite, I'influence de la nature de la solution tampon dans laquelle ont été formées
les vésicules de FgHs_Glucose a également été suivie. Nous avons comparé la stabilité des
vésicules dans I'eau pure et dans un tampon phosphate salin (PBS) qui permet de mimer le

milieu physiologique!#4.

2.3.1 Influence de la température

Les échantillons dont les résultats en DLS sont montrés en Figure 11I-30 ont été réalisés
avec deux échantillons provenant d’'une méme solution mére de vésicules FgHe_Glucose a

1 g/L dans I'eau pure.

A 30 - = ta. == 37°C 24 h B 30 - = ta. == 37°C 24 h
= t.a.1sem. ==37°C1sem. == t.a.1sem. = 37°C1sem.
° 1==t.a.1 mois == 37°C 1 mois 4 == t.a. 1 mois == 37°C 1 mois
R R
~ 20 - 2 20+
L ®
= J S ]
< S
2 10 H S 10+
£ S
0 T T T rrm 0 T
10 100 1000 10 100 1000
Dy/nm Dy/nm

Figure 111-30. Distributions de tailles des vésicules formées par FsHs_Glucose en pourcentage d’intensité (A) et
de volume (B) a température ambiante et aprés incubation a 37 °C.
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On peut remarquer que la distribution de taille reste unimodale et quasi identique

dans le temps, quel que soit la température appliquée (cf. Tableau IlI-7) : cela confirme la

présence de populations monodisperses.

Du(nm) t=0min t=1 semaine t=1 mois
A25°C 124,5 127,5 127,5
A37°C 125,9 124,8 136,0

Tableau II-7. Dy des vésicules en fonction du temps d’incubation (t=0 min ; 1 semaine ; 1 mois) a une
température appliquée (25 °C ou 37 °C) pour une solution de vésicules F¢Hs_Glucose a 1 g/L.

Toutefois on remarque qu’il y a une tres légere augmentation de la taille des vésicules

au bout d’1 mois a température constante de 37 °C.

2.3.2 Influence de la nature de la solution tampon

Nous avons ensuite étudié la stabilité des vésicules dans le tampon PBS (cf. Figure IlI-

31) en poursuivant la méme étude qu’en section 2.3.1.

A 30 ~ta —37c2ah B 30 5 =ta = 37°C 24 h
= t.a.1sem. ==37°C1sem. = t.a.1sem. ==37°C1 sem.
o 1 ==t.a. 1 mois == 37°C 1 mois 1==t.a. 1 mois == 37°C 1 mois
R 2
~ 20 1 2 20
2 @
-‘é ] § _
2 10+ S 10+
2 S
0_| L B 0_| T oo
10 100 1000 10 100 1000
Dy / nm Dy/nm

Figure 111-31. Distributions de tailles des vésicules de FsHs_Glucose en pourcentage d’intensité (A) et de
volume (B) a température ambiante et aprés incubation a 37 °C dans le tampon PBS.

Ce dernier s’est avéré particulierement propice a la formation de populations
monodisperses de vésicules comme celles formées dans I'eau. La stabilité des vésicules dans
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le tampon PBS est également remarquable pendant 1 mois quelle que soit la température (cf.

Tableau IlI-8).

D+ (nm) t=0min t= 1 semaine t=1 mois
A25°C 110,9 103,2 98,6
A37°C 95,2 96,9 108,6

Tableau I11-8. Dx des vésicules en fonction du temps d’incubation (t=0 min ; 1 semaine ; 1 mois) a une
température appliquée (25 °C ou 37 °C) pour une solution de liposomes FsHs_Glucose a 1 g/L dans le tampon
PBS.

La trés bonne stabilité des vésicules de FgHs_Glucose dans le temps, quelle que soit la
température ou la solution tampon utilisée (eau ou PBS) rend les perspectives d’encapsulation
de principes actifs hydrophiles, a des conditions physiologiques normales (37 °C ; PBS),

intéressantes a étudier.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié les propriétés de micellisation des dérivés
PEGylés par 3 techniques physico-chimiques différentes (TS, TCl et spectrofluorimétrie).Ces
composés s’auto-assemblent dans I'eau a des concentrations trés basses: un critere
recherché pour la délivrance de principes actifs. En particulier, les cmc de la série Fs semblent

inférieures a 1 UM mais cela n’a pas pu étre confirmé avec précision.

La taille de ces auto-assemblages a été déterminée par des techniques de DLS et CES-
SLS, et indiquent que les Dy et Naugmentent avec les longueurs des chaines hydrophobes et
la diminution de la taille de la téte PEG. Associées a une étude morphologique des agrégats
par microscopie MET et Cryo-ME pour la série Fg, nous avons pu mettre en évidence 'influence
de la taille de la téte polaire PEG sur la nature des agrégats formés avec un assemblage de

type micelles globulaires d’environ 10 nm pour les dérivés PEG2000 et des micelles
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cylindriques de 20 a 60 nm dans le cas des dérivés PEG750. |l serait intéressant en perspective,
de comparer ces résultats avec d’autres longueurs de chaines fluorées, plus courtes et/ou

ramifiées.

Nous avons ensuite étudié la famille de tensioactifs glucosylés qui ont été valorisés
sous forme de vésicules dans le but d’y incorporer des actifs hydrophiles. Leurs tailles et
formes ont été étudiées en DLS, MET et Cryo—ME et ont montré la formation de VUL pour
FeHs_Glucose et de MLV pour FgHs_Glucose avec des tailles de vésicules variant entre 30 et
100 nm.

En choisissant FgHe_Glucose pour I'homogénéité de ses VUL, nous avons étudié la
stabilité en solution aqueuse ou dans des conditions physiologiques de ces assemblages. Une
stabilité remarquable au-dela d’1 mois a 37 °C a été observée. Le F¢Hs_Glucose semble étre
de ce fait un candidat intéressant la vectorisation de principes actifs hydrophiles, qui fera

I'objet d’une évaluation a I'avenir.
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Chapitre IV — Travaux préliminaires d’encapsulation d’un principe actif au sein des agrégats
formés par un tensioactif de la série Fs PEGylée

Introduction

Nous nous sommes consacrés dans ce chapitre, a étudier de maniére préliminaire, la
capacité des micelles PEGylées a pouvoir solubiliser un principe actif hydrophobe : ici le
Paclitaxel (PTX). Le PTX est un modeéle de principe actif hydrophobe trés décrit dans la
littérature, ce qui nous a permis de comparer I'efficacité de notre systéme de transport par

rapport a d’autres existants déja sur le marché.

Le choix du candidat tensioactif et du protocole de solubilisation micellaire ont
également été étudiés et optimisés, pour déterminer au mieux les parametres de charge
médicamenteuse (C.M.) et d’efficacité d’encapsulation (E.E.), par rapport a un pourcentage

massique initial de PTX choisi dans la formulation micellaire.

Par la suite, une étude de relargage du PTX encapsulé au sein des micelles PEGylées a été
réalisée. Celle-ci a ensuite été complétée par des tests de viabilité cellulaire réalisés par nos
collaborateurs de I'Institut de NeuroPhysiopathologie (équipe GlioME) a AMU. Les cellules
tumorales pulmonaires A549 ont été utilisées pour vérifier I'innocuité de notre vecteur PEGylé

seul, puis pour comparer la cytotoxicité du systéme vecteur—PTX a celle du PTX libre.

1. Choix des candidats tensioactif et principe actif

1.1 Le Paclitaxel (PTX)

1.1.1 Généralités

Pour étudier la solubilité micellaire d’actifs au sein de nos micelles PEGylées, nous
avons choisi comme modele d’étude, le PTX, qui est un agent anticancéreux hydrophobe

largement étudié dans la littérature (cf. Schéma IV-1)*%,
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Le PTX fait partie de la famille des taxanes. Son origine en tant que principe actif
provient d’un arbre, I'lf du Pacifique (Taxus brevifolia), dont les propriétés cytotoxiques vis-
a-vis de cellules tumorales ont été rapportées pour la premiére fois dans les années 1960 par
Monroe E. Wall. Sa structure chimique fut ensuite, élucidée en 1971 par Monroe E. Wall et
Mansuck C. Wani'?®1%7, Son hémisynthése a été découverte par I'équipe de Pierre Potier
(Institut de chimie des substances naturelles, Gif-sur-Yvette) dans les années 80 a partir de la
10-désacétylbaccatine Ill (non cytotoxique) provenant des aiguilles de I'lf européen Taxus

Baccatal®.

Schéma IV-1. Structure chimique du PTX

Depuis plus de 30 ans, le PTX est utilisé dans la prise en charge de certains cancers,
comme les cancers de 'ovaire et du sein chez la femme, ainsi que les cancers du systeme
respiratoire chez I'adulte. Il est utilisé seul ou en thérapie combinée avec d’autres principes
actifs cytotoxiques!®. Il fait partie de la classe pharmacologique des agents stabilisants du
microtubule. |l possede une concentration inhibitrice médiane ICsy, c’est-a-dire la
concentration a laquelle 50 % d’une population cellulaire est inhibée, comprise entre 2,5 et
7,5 nM'*, Pour comprendre son mécanisme d’action, il faut s’intéresser dans un premier
temps, au role des microtubules lors de la mitose cellulaire, phénomeéne essentiel a la

prolifération cellulaire et au développement de cancers.

143



Chapitre IV — Travaux préliminaires d’encapsulation d’un principe actif au sein des agrégats
formés par un tensioactif de la série Fs PEGylée

7

** Les microtubules

Les microtubules sont constitués de dimeres de tubuline (sous-unités a et B) assemblés en
protofilaments, eux-mémes assemblés en microtubules (cf. Schéma IV-2). Constituants du
cytosquelette, ils ont un réle majeur dans un grand nombre de fonctions cellulaires telles que
la morphologie, le transport intracellulaires, la migration et la division cellulaire. Pour assurer
ces fonctions, ils sont I'objet de phénomenes de polymérisation et dépolymérisation constants

et finement régulés.

Sous-unités a-et B- ) =p

de la tubuline

Récepteur des taxanes
(Paclitaxel)

Empéche la dépolymérisation
Microtubule du microtubule

(polymérisation)

Schéma IV-2. Représentation d’un microtubule et mécanisme d’action du PTX sur ce dernier. Schéma adapté
des travaux de Calligaris et al.*>°

Lorsqu’il y a présence de PTX ou d’autres dérivés taxanes, ceux-ci viennent se lier sur
le récepteur sélectif de la sous-unité B de la tubuline (cf. Schéma IV-2). Cela a pour
conséquence de favoriser la polymérisation de la tubuline et a empécher sa dépolymérisation
et donc la réorganisation des microtubules. Lors de la mitose, ceci induit un blocage des

cellules lors de la métaphase et empéche la progression de la mitose.

Le PTX contribue ainsi a I'arrét du cycle de division cellulaire, induisant I'apoptose des

cellules. Les cellules tumorales, caractérisées par leur prolifération trés active, seront
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particulierement sensibles a I'action du PTX. Néanmoins, cela n’est pas sans conséquence
puisqu’il touchera également les cellules saines a renouvellement rapide comme les cellules
sanguines (hémotoxicité), les follicules pilleux (alopécie) ou encore les cellules de la muqueuse

digestive (mucites, vomissements). || posséde également une activité antiangiogénique®1>2,

D’un point de vue chimique, le PTX est un composé trés faiblement soluble dans I'eau
(entre ~ 0,1 et 0,3 ug/mL)*>31>410 et lipophile (~ 34 mg/mL dans I’éthanol)*. |l peut également
présenter des dégradations, qui induisent une perte d’activité, a des températures
supérieures a 60 °C; notamment par hydrolyse possible des trois fonctions acétate ou
épimérisation réversible sur le carbone C7 (7-épi-taxol). Ces dégradations sont favorisées dans
des conditions de milieu aqueux a pH neutre ou basique'®> au contraire de pH plus acides, ou

la stabilité du PTX a été rapportée (cf. Schéma IV-3)*°5,

Schéma IV-3. Représentation de quelques métabolites du PTX : son épimére le 7-épi-taxol (A) ; son analogue
hydrolysé le 10-déacétyltaxol (B) ; et I'épimére de (B) le 7-épi-10-Déacétyltaxol (C)**’.
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1.1.2 Les formulations actuelles du PTX

Plusieurs défis sur I'utilisation médicale du PTX demeurent encore d’actualité!4>147,158 .
sa tres faible solubilité dans I'eau limite sa biodisponibilité dans le corps humain. Ainsi, la
premiere génération d’excipients utilisés pour augmenter |I'hydrosolubilité du PTX sont
I’éthanol et I'huile de ricin polyoxyl 35 (Cremophor EL®). Cependant, d’importants effets
secondaires chez les patients ont été relevés comme des réactions allergiques sévéres liées

aux excipients comme le crémophor ou des neurotoxicités®®14>147,

Suite a cela, d’autres formulations du PTX ont été imaginées afin de s’affranchir des
toxicités liées aux excipients et des phénomenes de résistance vis-a-vis du principe actif, tout
en conservant les propriétés cytotoxiques de ce dernier.

Actuellement, il existe 5 catégories de systemes de délivrance du PTX approuvés par la
« Food and Drug Administration » (FDA) ou en essai clinique avancé : les nanoparticules
d’albumine (Abraxane® déja commercialisé), les micelles polymériques (Genexol’PM), les
prodrogues a base de polymére (OPAXIO®), les formulations liposomales (Lipusu®) et les
injections concentrées en PTX pour la nanodispersion (Bevetex®)>.

Concernant les micelles polymériques, il existe une multitude de formulations a base
de copolymere amphiphile block PLGA (monométhoxy-poly(ethyléne glycol-block-poly(D,L-
lactide) ou encore avec des copolymeéres a base de PLA (Poly(lactide)) ou de PCL (Poly(e-
caprolactone))®®. D’autres formulations ont également été mises au point avec des polymeéres
biodégradables comme le chitosan®>®%° ou le TPGS (Tocophérol polyéthyléne glycol
succinate) dérivé de la vitamine E®! qui montrent d’ailleurs des efficacités d’encapsulation
supérieures a 90 % et des charges d’actif pouvant aller jusqu’a environ 25 %, un des taux

maximum observé dans la littérature pour le PTX%8162,

L'encapsulation et la stabilité du principe actif au sein de I'agrégat sont dépendants de
multiples parametres tels que la nature du tensioactif choisi (ionique, non ionique), du type
d’agrégat formé, de la nature hydrophile/lipophile du principe actif choisi et des charges

ioniques dans I'’environnement proche de I'agrégat (par exemple, le milieu physiologique).
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1.2 Objectif de I'’étude et choix du tensioactif candidat

Pour étudier les parameétres d’encapsulation du PTX au sein de nos micelles PEGylées,
nous avons d( dans un premier temps élire un tensioactif candidat. En croisant les différentes
données physico-chimiques énumérées pour chaque tensioactif au Chapitre lll, le tensioactif

FsH12PEG2000 nous a semblé étre un candidat de choix :

» D’une part, nous avons suggéré une cmc pour ce tensioactif < 1 uM par rapport aux
difficultés rencontrées de sensibilité des techniques. Cette estimation reste plus basse
que les cmc des dérivés Fs PEGylés et permettrait ainsi de garder intacte la structure
de l'agrégat chargé en principe actif, lors de son injection dans un systéme dilué

comme la circulation sanguine!®,

» Une cmc aussi faible devrait également contribuer a limiter la toxicité du vecteur, en
limitant la concentration en tensioactif nécessaire au transport de l'actif, et donc
circulant dans I'organisme. De plus, sachant que les tensioactifs fluorocarbonés ont un
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caractére peu cytolytique'®®, on peut espérer que la chaine fluorocarbonée de ces

hybrides PEGylés leur confére cette propriété.

» La taille des micelles (~10-15 nm) lui permettrait de diffuser plus facilement vers les
tissus tumoraux pour s’y accumuler par voie passive via I'effet EPR?? (cf. Introduction

générale).

» |l possede des chaines PEG plus longues, ce qui pourrait conférer une meilleure
furtivité (cf. Figure I-9) aux systemes micellaires vis-a-vis des cellules du systeme

réticuloendothélial aprés injection dans la circulation sanguine6>166,

» D’autre part, leur compartiment hydrophobe, plus volumineux que dans le cas du
FsHsPEG2000, pourrait permettre de solubiliser davantage de PTX dans le cceur

hydrophobe des micelles.
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2. Choix du protocole optimal d’encapsulation du PTX

Plusieurs méthodes existent dans la littérature pour incorporer physiquement le PTX
dans des micelles. Nous avons choisi de présenter et de comparer deux méthodes tres
répandues, comme [l’injection de solvant organique et la dispersion aqueuse d’un film
organique sec, pour optimiser le protocole d’incorporation du PTX dans nos micelles de
FsH1,PEG2000. Nous avons comparé les deux méthodes en chromatographie CLHP a 5 et 10
% de pourcentages massiques initiaux de PTX dans la formulation micellaire (%mass.() de PTX);

Ces valeurs de %mass. (i) de PTX se trouvent dans la gamme de celles étudiées dans la littérature.

2.1 Meéthode d’incorporation par injection de solvant organique

Les étapes de l'incorporation du PTX par injection de solvant organique figurent en

Schéma IV-4 et sont inspirées de la littérature6’.168,

@ Micelles de FsH1,PEG2000 (1 g/L)
© Micelles chargées en PTX
©  PTX sous forme libre

b Solution PTX-EtOH CD

\
E § 8 ©

& Filtrati 0,45
Mélange Agitation . i ra.lon ( ) um?
solutions 3ta. pendant Evaporation de Centrifugation 1 h a

micellaire et PTX ' '24 h EtOH a40°C 10 000 rpm

éthanolique Lyophilisation

Schéma IV-4. Méthode d’injection de solvant organique utilisée sur les micelles de FsH12PEG2000.
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Dans un premier temps nous avons voulu valider la faisabilité de cette technique
d’encapsulation sur le couple PTX/ FsH12PEG2000 et vérifier, sans doser précisément le PTX
chargé, qu’aucune altération du principe actif ne se produise.

Pour cela, une solution aqueuse de FgH12,PEG2000 est préparée a 1 g/L dans un flacon
de 8 mL. On introduit un volume précis de solution éthanolique de PTX a 1 g/L dans la solution
micellaire pour obtenir 5 % ou 10 %mass. (i) de PTX. Ensuite, le milieu est agité vigoureusement
a température ambiante pendant 24 h. L'éthanol est ensuite évaporé sous pression réduite
(vitesse 50 rpm ; 40 °C). Une aliquote de 700 uL est prélevée au fond de I'eppendorf avec une
micropipette pour éviter de prélever la mousse en surface. Cette aliquote est par la suite
filtrée sur membrane de cellulose a 0,45 um pour enlever le PTX sous forme libre et ainsi
n’avoir que les micelles chargées en PTX dans le filtrat. Le filtrat est transvasé dans un
eppendorf de 1,5 mL et il est ensuite centrifugé pendant 1 h (vitesse 10 000 rpm ; 20 °C). 400
uL de surnageant sont ensuite prélevés avant d’étre lyophilisés pendant 12 h.

L'analyse du PTX chargé, est réalisée par la technique de chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) en injectant les échantillons de micelles préalablement
déstabilisées dans le MeOH et agités au vortex 1 minute. Le chromatogramme en Figure IV-1

montre I'analyse effectuée de la formulation micellaire a 5 %mass. (i) de PTX.

PTX Pic
i 14,118 min non identifié
/ 22,549 min
Pic probable du /
b N 7-épi-taxol —
Pics non identifiés 16,211 min Tensioactif
6,665 a 11,833 min / 24,390 min
A )
LT .

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 200 400 6.00 800 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 20 24.00 26.00 28.00 30.00
Minutes, 0.0500 AU Minutes

Figure IV-1. Chromatogramme de la formulation micellaire a 5 %mass. (i) de PTX par injection de solvant
organique.
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On observe le pic du PTX a ~14,1 min et le pic large correspondant au tensioactif a
~24,4 min. Ce dernier ne peut étre quantifiable, étant donnée la distribution large des chaines
PEG en CLHP: c’est pourquoi, seule la concentration en PTX sera prise en compte ici.
Cependant, d’autres pics plus ou moins intenses sont présents sur ce chromatogramme. Les
hypothéses d’attribution de ces pics avant 14 min pourraient étre des sous-produits
d’hydrolyse du PTX, plus polaires ; de méme, le pic a ~16 min pourrait s'apparenter a son
épimeére le 7-épi-taxol décrit dans la littérature pour étre élué aprés le PTX sur une colonne
analogue a la ndtre®?,

Le pic a 22,5 min n’a pu étre identifié et ne semble pas provenir d’un sous-produit de
dégradation du PTX par rapport a ce qui est rapporté dans la littérature. Ainsi, nous avons
testé la stabilité du tensioactif seul au cours du processus de formulation du PTX pour

confirmer son incidence sur l'apparition du pic a 22 min en CLHP et en paralléle controler la

présence unique de micelles en DLS en solution aqueuse apres réhydratation du lyophilisat.

En DLS (cf. Figure IV-2), nous observons deux populations distinctes a ~145-150 nm et
~700-750 nm en intensité et en volume, et une population a 124,1 nm en nombre a un

pourcentage de 99,7 %.
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0.2584 . oo 7
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s R S
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Figure IV-2. Chromatogramme et distribution des tailles en DLS du test effectué avec le tensioactif seul a

1 g/L par méthode d’injection de solvant organique.
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Ceci nous indique la présence majoritaire d’agrégats larges qui ne correspondent pas
aux micelles. De plus, I'analyse CLHP de la formulation micellaire sans PTX (cf. Figure IV-2),
confirme I'apparition de sous-produits (pics a 21 et 22,5 min) également visibles en Figure IV-
1. Il y a donc une dégradation probable du tensioactif au cours du procédé d’injection de

solvant organique, qui nous a conduits a écarter cette méthode d’encapsulation.

2.2 Méthode d’incorporation par dispersion aqueuse d’un film organique
sec

Nous sommes donc passés directement a la méthode de la dispersion aqueuse d’un film
organique sec, qui permet de s’affranchir de I'étape d’évaporation de I’éthanol, en présence
d’eau a 40 °C. En effet cette étape d’évaporation pourrait étre a I'origine de la formation des
sous-produits, constatés avec la méthode précédente. Les étapes de lI'incorporation du PTX
pour cette seconde méthode figurent dans le Schéma IV-5 et ont été inspirées de la

||tté rature 165,166,170-173 .

©® Micelles chargées en PTX
©  PTX sous forme libre
Tensioactif PTX.EtOH
(1g/L) (1g/L)
Mélan Réhydratation a Filtration (0,45 um)
FoH ePI?GiEOO Film sec sous flux 60 °C Centrifugation
PT;_;OH e/ de N2 (1 h) Agitation a t.a. 1 h & 10 000 rpm
8 pendant 30 min Lyophilisation

Schéma IV-5. Méthode de dispersion aqueuse d’un film organique sec appliquée aux micelles de
FsH12PEG2000.
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Contrairement a la méthode par injection de solvant organique, le tensioactif et le PTX
sontici directement solubilisés dans I’'EtOH. Les formulations micellaires sont faites également
a5 % et 10 %mass. (i) de PTX ici, pour comparer les deux méthodes entre-elles. Le mélange est
ensuite séché sous un flux d’azote a température ambiante pendant 1 h, formant un film sec
transparent au fond du flacon de 8 mL. Ce film est ensuite réhydraté a 60 °C pour obtenir une
concentration finale de FsH12,PEG2000 de 1 g/L et 'ensemble est agité pendant 30 min a
température ambiante.

De la méme facon que pour la premiere méthode utilisée, on préléve une aliquote
(V~700 pL) que I'on filtre sur membrane de cellulose a 0,45 um pour enlever le PTX sous forme
libre et ainsi ne garder que les micelles chargées en PTX. On centrifuge ensuite pendant 1 h a
10 000 rpm l'aliqguote pour affiner la séparation, puis un volume précis de surnageant est
prélevé (V=400 uL) avant d’étre lyophilisé pendant 12 h. On regarde ensuite la stabilité de la
formulation aqueuse, avant et apres lyophilisation, par DLS. Parallelement, les échantillons
lyophilisés sont déstabilisés dans le MeOH, en agitant au vortex I'ensemble 1 minute a
température ambiante. On les analyse ensuite en CLHP, ce qui nous donne les

chromatogrammes correspondants (cf. Figure IV-3).

' PTX Tensioactif
0y i \ 10y . -

12,43 (100%) |, |/15‘8° (100%) 14,820 min 25,561 min

s.012] A\l Nombre

0.012 ! Y \

15,45 (100%) ,' \\ 18,94 (99,4%)

oo \ ! ‘/ Volume

0.008- < \

sose] 2105 (84.8%) |1\, 24.05 (82.9%)

N\ ,' v Intensité

it R B AL B B

1 10 100 1000

Dy/nm

0.002-
0.001

0.000

-0.0014

T T T T T T T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 £.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 1800 2200 24.00 25.00 28.00 30

T
20.00
Minutes

Figure IV-3. Chromatogramme de la formulation micellaire a 10 %mass. (i) de PTX; distribution des tailles en DLS
de I'échantillon : en ligne droite, solution micellaire chargée en PTX avant lyophilisation ; en pointillés, la
solution micellaire réhydratée apres lyophilisation.
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En croisant les résultats, nous avons confirmé la stabilité de la formulation micellaire
préparée par dispersion aqueuse d’un film organique sec, avant et aprés lyophilisation des
échantillons, par DLS.

En CLHP, nous avons constaté uniquement les pics du PTX et du tensioactif, ce qui nous
permettra de doser quantitativement I'actif total encapsulé. A noter qu’a partir de cette
méthode, nous avons di réduire le débit en CLHP de 1,5 a 1,2 mL/min suite a des problémes
externes de surpression de la colonne utilisée . Ceci a eu pour conséquence de légerement
augmenter les temps de rétention pour le PTX (14,820 min) et le tensioactif (25,561 min).
Cette derniere méthode a été gardée pour la suite des travaux, permettant de quantifier

précisement le PTX chargé.

2.3 Optimisation de la méthode d’encapsulation choisie

Pour quantifier le PTX au sein des micelles de FsH12PEG2000, nous nous sommes

intéressés a deux parametres :

» La charge médicamenteuse (C.M.), qui représente la masse de PTX chargée dans les
micelles par rapport a la masse de micelles chargée en PTX. Celle-ci est exprimée en
pourcentage massique (%mass.). Pour notre systeme micellaire dynamique utilisé a 1
g/L, soit a trés haute concentration en tensioactif par rapport a sa cmc estimée, nous
supposons que tous les tensioactifs s’auto-organisent sous forme de micelles et que la

faible fraction de monomere est infinitésimale.

» L’efficacité d’encapsulation (E.E.), qui représente la masse de PTX chargée dans les
micelles par rapport a la masse initiale de PTX dans la formulation. Elle est également

exprimée en pourcentage massique (%mass.).

Ces deux parameétres seront essentiels dans la suite du chapitre, pour optimiser au mieux
le protocole choisi de la dispersion aqueuse d’un film organique sec et comparer notre
formulation finale a d’autres systemes existants.
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2.3.1 Durée optimale de mise en contact du PTX libre en formulation micellaire

Les premiers essais d’optimisation que nous avons réalisés concernent la durée
optimale de mise en contact du PTX avec le tensioactif avant séparation du PTX libre, et
I'influence du temps de centrifugation sur la concentration finale en PTX chargé.

En effet, nous nous étions basés, pour des tests préliminaires, a 30 min de mise en
contact et 1 h de centrifugation. Toutefois, pour étudier le relargage, ces durées sont tres vite
devenues une contrainte par rapport a la cinétique que nous avons souhaité mettre en place,
notamment avec des temps fixes inférieurs ou égaux a la durée totale de la centrifugation
(e.g. relargage a to+30 min).

Plusieurs auteurs ont rapporté des temps de mise en contact entre 10 et
30 mint79172.174 ot des durées de centrifugation inférieures a 1 h, jugées efficaces pour séparer
le PTX libre de la formulation!’>. Concernant cette derniére, nous avons décidé de réduire le
temps de centrifugation tca 10 min, et comparer ces nouveaux résultats avec le protocole
initial (i.e. 1 h.a 10 000 rpm).

Le Tableau IV-1 rapporte les résultats des tests tripliqués pour différents temps de mise
en contact, aprées analyse quantitative en CLHP de la concentration massique en PTX chargé
dans les micelles (Cprx charge), de la charge médicamenteuse (C.M.) et de [efficacité
d’encapsulation (E.E).. Différents temps de mise en contact pour la formulation micellaire a 10
Y%mass. (i) de PTX ont été testés ici avec 15 min, 30 min, jusqu’a 1 h 30 maximum, pour évaluer

la saturation compléte en PTX dans les micelles au cours du temps.

Temps de CpTx chargé C.M. E.E
mise en contact (ng/mL) (%omass.) (Yomass.)
(min/h) tc=1h tc = 10 min tc=1h tc =10 min tc=1h tc=10 min
15 min 1,1+0,2 1,2+0,2 0,11+0,2 0,12+0,02 1,1+0,2 1,2+0,2
30 min 1,0£0,2 1,2+0,1 0,10£0,2 0,12+0,01 1,0£0,2 1,2+0,1
1h30 1,1+0,2 1,2+0,3 0,11+0,2 0,12+0,03 1,1+£0,2 1,2+0,3
Tableau IV-1. Influence du temps de centrifugation (tc) sur les paramétres d’encapsulation pour la

formulation micellaire a 10 %mass. (i) de PTX.
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D’apreés le tableau, quel que soit le temps de mise en contact de I'actif en présence de
la solution micellaire et la durée de centrifugation, nous obtenons une concentration en PTX
chargé, comprise entre 1,0 et 1,2 pg/mL, pour cette formulation micellaire @ 10 %mass. (i) de

PTX.

Nous avons ensuite calculé les paramétres C.M. et I'E.E, associées a chaque expérience
tripliquée, avec des résultats allant respectivement de 0,1 a 0,12 % et 1,0 a 1,2 %. Ces
premieres données d’encapsulation sont tres faibles, comparées aux formulations micellaires
polymériques en PTX actuellement décrites dans la littérature, pouvant aller jusqu’a 25 % de

C.M. et 90 % d’E.E.%8162,

2.3.2 Choix du pourcentage massique initial de PTX dans la formulation

Pour essayer d’augmenter les parametres C.M. et E.E. pour notre systéeme micellaire,

nous avons fait varier le parametre %mass. (i) de PTX entre 5 et 10 % maximum.

2.3.2.1 Charge médicamenteuse (C.M.)

Les résultats tripliqués de Cprx charge €t du parametre C.M. a 5, 7 et 10 %mass.() de PTX dans la
formulation micellaire, figurent en Tableau IV-2.

La encore, nous avons souhaité vérifier la saturation compléte en PTX chargé dans les
micelles, qui atteint un palier dés 15 min de mise en contact, quel que soit la valeur étudiée

du parametre %mass. i) de PTX.
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Temps de Cp1x charge (ng/mL)
mise en contact
(min/h) 5 %mass. 7 Y%mass. 10 %mass.
15 min 0,8+0,3 1,1+0,2 1,2+0,2
30 min 0,8+0,2 1,1+0,1 1,2+0,1
1h30 0,8+0,2 1,1+0,1 1,2+0,3
Temps de

C'M' (%mass.)
mise en contact

(min/h) 5 %mass. 7 %mass. 10 %mass.

15 min 0,08 + 0,03 0,11+0,02 0,12 +0,02
30 min 0,08 + 0,02 0,11 +0,01 0,12+0,01
1h30 0,08 £ 0,02 0,11 +0,01 0,12 +0,03

Tableau IV-2. Influence du paramétre %mass. (i) de PTX (5,7 et 10 %mass.) sur Cprx chargé €t le paramétre C.M.

Nous avons ensuite rapporté les moyennes et écarts-types du parametre C.M. au bout de 15
min de mise en contact, en fonction des valeurs étudiées de %mass. (i) de PTX, montrés en Figure

1v-4.

0.157

0.00 —1—m—
5 10

Wormass.i 06 PTX

Figure IV-4. Parameétre C.M. en fonction du parameétre %mass. (i de PTX.

On remarque le début de la saturation en PTX dans les micelles par I'inflexion de la

courbe a 7 %mass. (i) de PTX dans la formulation micellaire (expérience EG282). Ceci signifie qu’a
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partir de cette valeur, il y a une saturation compléte des micelles en PTX chargé. Il convient

ensuite de regarder le parameétre E.E. pour confirmer cette tendance.

2.3.2.2 Efficacité d’encapsulation (E.E.)

Les calculs pour le parametre E.E. ont également été faits pour chaque expérience tripliquée,

aux mémes valeurs de %mass. () de PTX (i.e. 5, 7 et 10 %mass.). Ils figurent dans le Tableau IV-3

ci-dessous :
Temps de E.E. (%mass.)
mise en contact
(min/h) 5 %mass. 7 %mass. 10 %mass.
15 min 1,4+0,5 1,6+0,2 1,2+0,2
30 min 1,4+0,3 1,5+0,1 1,2+0,1
1h30 1,2+0,4 1,5+0,2 1,2+0,2

Tableau 3. Influence du parameétre %mass. (i) de PTX sur le paramétre E.E.

Nous avons ensuite rapporté les moyennes et écarts-types du parametre E.E. en fonction des

valeurs étudiées de %mass. (i) de PTX, apres 15 min de mise en contact dans la Figure IV-5 :

2.0+

1.5

EE. /%, e
(e}
1

0.5

00+
5 10

Yomass.i de PTX

Figure IV-5. Efficacité d’encapsulation (E.E.) en fonction du %mass.,(i) de PTX.
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Une fois de plus, la formulation micellaire a 7 %mass. (i) de PTX (EG282) se distingue des
autres, puisque nous obtenons une efficacité maximale de 1,6 %, |égérement plus haute que
celles 3 5 et 10 %mass. ) de PTX (parameétre E.E. & 1,2 et 1,4 %mass. respectivement). A partir des
résultats précédents, nous avons décidé de nous placer a 7 %mass. (i) de PTX, comme parameétre

optimal de formulation.

Pour résumer, malgré I'optimisation du protocole et la comparaison de deux méthodes
d’encapsulation, la charge optimale de PTX obtenue par dispersion aqueuse d’un film
organique sec (a 7 %mass. iy de PTX), est de 0,1 %mass., pour une efficacité d’encapsulation de
nos vecteurs de 1,6 %mass.. Ces résultats sont bien inférieurs a ceux décrits dans la littérature
(cf. section 1.1.2), avec d’autres systemes de transport du PTX ; ce qui semble indiquer qu’en
I’état, notre systéme micellaire n’est pas adapté a ce principe actif.

Nous avons malgré tout tenté d’utiliser cette formulation micellaire a 7 %mass. i) de PTX, a
titre purement exploratoire, pour étudier le relargage du PTX hors des micelles par un suivi

cinétique préliminaire sur 4 h, puis un suivi complet sur 72 h.

3. Etude cinétique de relargage passif du PTX

3.1 Protocole de relargage passif

Pour I'étude de relargage passif du PTX, nous sommes repartis de la méthode par
dispersion aqueuse d’un film organique sec, pour préparer en triplicat, les formulations

micellaires a partir de 7 %mass. (i) de PTX (cf. Schéma IV-6).

Le début du suivi de relargage (to = 0 min) commence a partir de la formulation
fraichement filtrée et centrifugée aprés t+15 min de mise en contact. Le milieu est agité a
température ambiante jusqu’a différents temps de relargage (to + 30 min, 1 h,2h,4 h, 8 h, 24
h, 48 h et 72 h), au cours desquels on préléve une aliquote d’échantillon qui est traité

similairement au protocole de mise en contact, pour étre analysé par la suite en CLHP.
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@ Micelles chargées en PTX

o PTX sous forme libre

to=0min to+ 72h
Préléevement

V=700 pL

Réhydratation a

Agitation a t.a.

Solution filtrée Filtration (0,45 um)

. 6.0°C\ (0,45 pm) p’e\ndant 72h Centrifugation 10
Agitation a t.a'. et centrifugée Prélevements au min 3 10 000 rpm
pendant 15 min 10 min 4 10 000 rpm cours du temps Lyophilisation

Schéma IV-6. Relargage passif du PTX hors des micelles de FgsH12PEG2000.

Nous avons testé deux volumes différents de formulation de départ (3,5 mL et 8,5 mL)
en gardant fixe la concentration massique en tensioactif (1 g/L). La premiére expérience a
3,5 mL (expérience EG290) a permis de faire un suivi préliminaire avec des prélevements sur
4 h et de se placer aux mémes conditions de volume d’échantillons que le protocole de mise

en contact (expérience EG282) décrit en section 2.3.

La seconde expérience a 8,5 mL (expérience EG291) a permis d’avoir suffisamment de
points a analyser au cours du relargage passif sur 72 h. Parallelement, I'analyse au temps
to= 0 min du relargage avec 8,5 mL de formulation de départ nous permettra de recalculer les
parametres d’encapsulation (i.e. Cprx charge, paramétres C.M. et E.E.) et de déterminer

I'influence de la mise a échelle (i.e. 3,5 mL versus 8,5 mL) sur ces parameétres.
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3.2 Résultats et discussion

Les parametres d’encapsulation de chaque expérience de relargage, ont été déterminés
a to=0 min et comparés a EG282. Nous avons également préparé la formulation utilisée pour
les tests cellulaires (EG292) dans les mémes conditions qu’EG291. Les résultats obtenus

figurent dans le Tableau IV-5.

Crrx chargé C.M. E.E.
Entrées Protocoles a 7 %mass. i) de PTX
(ng/mL) (Yomass.) (Y%mass.)
EG282 Formulatior;/érlnri]ii en contact 11402 0,11+ 0,02 16£0,2
EG290 Formulatlor;/;er:?[gage passif 254+0,3 0,25 £ 0,03 36404
x2,4 C — .
F I I f
EG291 ermd at'og/ o P 46+1,2 0,46 0,12 6,5+1,7
EG292 Formulatlo;/;er;tl_s cellulaires 318 03 45

Tableau IV-5. Parameétres d’encapsulation a to = 0 min pour chaque expérience menée.

Si 'on compare dans un premier temps les paramétres d’encapsulation pour le
protocole de mise en contact (EG282) avec le suivi de relargage préliminaire (EG290) : on
remarque que pour un volume de formulation comparable, nous avons une augmentation de
la concentration en PTX chargé d’environ 2,2 fois dans le cas de I'expérience de suivi de
relargage ; ce qui est assez surprenant.

Nous avons conservé ce résultat de suivi préliminaire (EG290) pour observer, lors du
suivi cinétique sur 72 h (EG291), I'effet de la mise a échelle du volume de formulation, en
passant respectivement de 3,5 mL a 8,5 mL de formulation (soit une augmentation de 2,4 fois).
Malgré une valeur similaire de %mass. iy de PTX, on constate un doublement de la charge en
PTX dans les micelles lors de I'expérience EG291 (i.e. de 2,5 a 4,6 ug/mL). La mise a I’échelle a

donc une influence sur I'encapsulation.

Cette étude, restée au stade préliminaire, montre qu’il aurait été nécessaire de pouvoir
tester d’autres volumes de formulation a ce rapport massique. Compte tenu de cette

variabilité des parameétres d’encapsulation C.M. et E.E., en fonction du volume de la
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formulation de départ, ces derniers ont été systématiguement mesurés pour les échantillons

préparés en vue des tests biologiques (échantillon EG292, cf. tableau IV-5).

Sion s’intéresse maintenant a la cinétique de relargage passif, la Figure IV-6 récapitule
les 2 expériences menées dans le temps : le suivi préliminaire sur 4 h pour EG290 et le suivi

complet sur 72 h pour EG291.

~% K&— *— — @ )
& 80 g 100- . )
o § 80 4 -
E 60 < 6o A
Q. a EG290
o 40- S 407 @ G291
2 204
2 £ o
s 207 S
o Temps /! h
X 0¢ T T T T T T T T 1
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
Temps/h

Figure IV-6. Pourcentage massique de PTX relargué passivement (%mass.) au cours du temps.

On remarque que les deux courbes suivent la méme tendance avec une inflexion
importante au bout de 30 min correspondant a un relargage conséquent de 79 %mass. (EG290)
et 93 %mass. (EG291) du PTX encapsulé. Il semble y avoir un effet de « burst-release » quasi

immédiat, c’est-a-dire une libération rapide (environ 30 min) du PTX dans le milieu extérieur.

Au bout de 48 h et 72 h de suivi (cf. Figure IV-7), nous avons constaté I'apparition d’un
pic de rétention vers 19,7 min, que nous attribuons a une possible dégradation du PTX, étant
donné que la formulation est agitée en continu a température ambiante avec présence d’air
dans le flacon. Cependant ceci est sans incidence sur I'étude de relargage, puisque

pratiqguement tout le PTX est libéré au cours des premieres minutes d’agitation.
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2002

EG291-3 injection 1,48 h PTX Pic non identifié Tensioactif
14,779 min 19,782 min /N 25,430 min

1 | / [\
/

EG291-3 injection, 72 h PTX Pic non identifié /"

14,791 min 19,794 min {0\ TenS|oact'|f
j l / \ 25,429 min

............................................................
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Figure IV-7. Chromatogrammes a t=48 h et t=72 h du relargage de EG291 analysés en CLHP.

Ceci est un argument supplémentaire sur le fait que ce systeme micellaire ne semble

pas approprié pour encapsuler le PTX. Par manque de temps, nous n’avons pas pu tester

d’autres tensioactifs afin d’évaluer leur potentiel et éventuellement établir une corrélation

structure/rétention du principe actif.

4. Tests de viabilité cellulaire

En parallele de nos essais de cinétique de relargage passif du PTX hors des micelles

FsH12PEG2000, des tests de viabilité cellulaire au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium (MTT) ont été effectués sur la lignée de cellules cancéreuses pulmonaires

humaines A549. Elles ont été pré-traités avec différentes concentrations en tensioactif seul

ou avec la formulation micellaire chargée a 7 %mass. i) de PTX (EG292) pendant 72 h. Le choix

d’'une méme lignée cellulaire pour les deux études a été fait pour connaitre |'effet du

tensioactif sur un méme modele cellulaire avec ou sans présence de PTX.
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4.1 Principe du test MTT

Le principe du test colorimétrique au MTT est le suivant!’®: les cellules pré-traitées
sont mises en contact avec du MTT, qui va étre réduit en composé formazan par action des
enzymes oxydoréductases NADPH-dépendantes (succinate déshydrogénase mitochondriale)

des cellules vivantes (cf. Schéma IV-7).

MTT Formazan

Schéma IV-7. Structures chimiques du MTT et du Formazan?’®,

Les cristaux violets de Formazan sont ensuite solubilisés dans un solvant organique
(DMSO). Pour chaque puits, I'absorbance est alors mesurée avec un spectrophotometre a la
longueur d’onde de 600 nm. La densité optique d'un puits est proportionnelle au nombre de
cellules vivantes et le pourcentage de viabilité cellulaire est déterminé selon la formule (IV.1):

(Iv.1)

Acellules traitées

x 100

Viabilité cellulaire (%) =
Acellules témoins

OU Acettules traitées représente l'absorbance mesurée de chaque puits de cellules
traitées avec le tensioactif ou la solution micellaire chargée en PTX, et Aceiuies témoins
représente I'absorbance mesurée de chaque puits de cellules témoins sans traitement
(considérée comme équivalente a 100 % de viabilité cellulaire).

Le pourcentage de viabilité cellulaire (%) est ensuite représenté graphiquement en
fonction de la concentration en tensioactif pour I’étude de I'innocuité du vecteur seul, ou en

fonction de la concentration en PTX pour I'étude de I'activité des micelles chargées en PTX vis-
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a-vis des cellules A549. La concentration qui inhibe 50 % de la viabilité cellulaire (ICso) est

déterminée graphiquement.

4.2 Innocuité du vecteur seul en présence de cellules A549

Le graphique en Figure IV-8 présente la viabilité cellulaire des cellules A549 apres 72 h
d’incubation avec différentes concentrations inférieures et supérieures a la cmc supposée
(< 1 uM) du tensioactif FsH12PEG2000. Ces concentrations ont été préparées par dilutions
successives d’une solution micellaire initiale a 360 uM. Le contrdle est réalisé avec les mémes

quantités de cellules en I'absence de tensioactif (point a 100 % de viabilité cellulaire).

Test de viabilité cellulaire (MTT), A549, 72 h

- 97,77 9360
A

;\? I ¢ M84,25 82,52
° = s 73,41 70,55
= 75
£
3
8 50
‘o
=
= F8H12PEG2000
8 %
S

0

0,1 1 10 100

Concentration en tensioactif (uM)
Figure IV-8. Viabilité cellulaire (%) en fonction de la concentration en tensioactif FsH12PEG2000.

On constate une faible inhibition de la viabilité cellulaire pour des concentrations
inférieures <1 uM (97,8 % pour 0,36 uM et 93,6 % pour 0,72 uM respectivement) ou a des
concentrations supérieures a la cmc estimée (82,5 % a 7,2 uM). Cette inhibition de viabilité
cellulaire inférieure a 20 % est considérée comme acceptable!”’, ce qui permet de conclure

gue le vecteur seul est biocompatible a des concentrations allant jusqu'a environ 8 uM.
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4.3 Etude de I'activité de la formulation micellaire vis-a-vis des cellules
A549

La formulation (EG292) utilisée pour les tests de viabilité cellulaire a montré une
concentration en PTX chargée dans les micelles de 3,18 pug/mL (soit 3,72 UM en concentration
molaire) pour une concentration massique en tensioactif de 1 g/L (soit 360 uM en

concentration molaire).

Le graphique en Figure IV-9 présente |'activité des micelles chargées en PTX (cf. courbe
orange) sur les cellules A549 aprés 72 h d’incubation avec différentes concentrations en PTX
chargé dans les micelles (de 1 a 75 nM). Ces concentrations ont été préparées par dilutions
successives a concentration micellaire constante (7,2 uM). Cette concentration en tensioactif
est choisie, parce qu’elle est suffisamment élevée par rapport a la cmc estimée, et parce

gu’elle est faiblement toxique (inhibition de viabilité < 20 %).

Cellules cancéreuses humaines pulmonaires (A549), MTT 72 h

1C50=4,7+0,5nM

< 91,69 F8H12PEG2000-PTX
(=]
S ¢ 80,09
[J] -
5 75 [} = F8H12PEG2000-PTX
3 75,66 66:09 corrigé
g 50 ICs50=3,810,3 nM ' 46,50
= +.. 31,26
3 38,378 28,23 23,70
0 25 ) .
S
25,79 23,30 s
0
0.1 1 10 100

Concentration en PTX (nM)

Figure IV-9. Viabilité cellulaire (%) en fonction de la concentration en PTX chargé dans une solution micellaire
de concentration fixe en FsH12PEG2000 a 7,2 pM.

Il apparait que le PTX chargé dans les micelles est toujours actif avec une décroissance

majeure de la viabilité cellulaire de 75,7 % a 2,5 nM a 19,56 % a 75 nM de PTX.
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Pour comparer 'activité de notre formulation micellaire chargée en PTX a celle du PTX
libre (c'est-a-dire non encapsulé) nous avons utilisé les valeurs d’ICso. L'ICso du PTX libre
déterminé dans les mémes conditions sur les cellules A549 est de 6,3 £ 1,6 nM apres 72 h de
traitement!’®. Pour les micelles chargées en PTX, I'ICso obtenue est de 3,8 + 0,3 nM.

A titre indicatif, pour obtenir uniquement la contribution cytotoxique du PTX chargé
dans les micelles (cf. courbe bleue) aprés 72h d’incubation, et en supposant que les toxicités
du tensioactif et du PTX soient additives, on s’est affranchi de la contribution cytotoxique du
tensioactif a la concentration d’étude (soit induisant ~18 % de mort cellulaire a 7,2 uM) en

recalculant les données issues de la courbe orange.

Ainsi, on remarque que I'lCsq, liée a la contribution unique du PTX dans les micelles (cf.
courbe bleue), est légerement plus haute et égale a 4,7 + 0,5 nM. Cette valeur d’ICsp est
comparable a celle du PTX libre de référence (6,3 + 1,6 nM) ; ce qui semble indiquer que le

processus d’encapsulation n’altére pas I'activité pharmacologique du PTX une fois libéré.

Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons choisi le tensioactif FsH12PEG2000 en systéme
micellaire pour encapsuler le PTX. L'utilisation de cet anti-cancéreux actif est a I’heure actuelle
limitée par son manque de solubilité dans I'eau, ce qui implique la présence d’excipients

toxiques tels que le Cremophor dans les formulations disponibles en clinique.

Nous avons testé plusieurs techniques d’encapsulation possibles avec notre systeme
micellaire, comme [’injection de solvant organique et la dispersion aqueuse d’un film
organique sec. Les résultats en CLHP et DLS ont montré que I'utilisation de la dispersion
aqueuse d’un film organique sec était la plus appropriée, notamment avec une stabilisation
de taille du systeme micellaire (~17 nm) et I'absence de pics de rétention parasites ou de

dégradations éventuelles du PTX ou du tensioactif. L'optimisation de cette méthode au
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laboratoire a conduit a choisir la formulation micellaire @ 7 %mass.i) de PTX par rapport au
systeme micellaire FsH12PEG2000 pour notre formulation.

Toutefois, les parametres C.M. et d’E.E. ne sont pas reproductibles : ils varient a méme
guantité de formulation en fonction du protocole utilisé (mise en contact et relargage passif),
et lorsque I'on augmente le volume de formulation d’un facteur 2,4 sur le méme protocole de
relargage passif. De plus, quelle que soit I'expérience menée, nous avons constaté un
relargage passif d’au minimum 80 % du PTX chargé au bout de 30 min, s’apparentant au
« burst-release » qui existe avec un relargage classique (i.e. relargage dans un systéme dilué

comme le tampon PBS mimant le systeme physiologique).

Tous ces éléments nous indiquent que ce systeme micellaire n’est pas suffisamment
efficace pour encapsuler le PTX. Il ne donne pas d’effet retard dans la libération du principe

actif, ce qui limite son intérét pour le traitement des tumeurs cancéreuses.

En paralléle des études de relargage, des tests de viabilité cellulaire ont été réalisés par
nos collaborateurs de I'Institut de NeuroPhysiopathologie (équipe GlioME) a AMU. Les cellules
A549 ont ainsi été choisies pour tester I'innocuité du vecteur PEGylé seul et pour comparer
I'activité cytotoxique du PTX libre et de la formulation micelles-PTX étudiée sur les cellules
A549. Les résultats obtenus confirment que le tensioactif seul est biocompatible a des
concentrations en dessous et au-dessus de sa cmc estimée, jusqu’a 8 uM.

En revanche, le systeme Micelles-PTX ne montre pas d’amélioration de [I'effet
cytotoxique du PTX lorsqu’il est encapsulé en comparaison au PTX libre. Ceci est peu
surprenant, dans la mesure ou nos micelles ont montré un relargage tres rapide du PTX en
milieu aqueux. Il est fort probable que le PTX soit completement sous forme libre dans les
cultures cellulaires aprés moins d’une heure d’incubation.

Cependant, le temps de traitement de 72 h est inhérent au protocole des tests
cellulaires, car il permet de s’assurer que le processus de mort cellulaire soit achevé et ne peut
étre réduit pour s’adapter a la cinétique de relargage trés rapide du vecteur.Ce résultat

indique toutefois que le processus d’encapsulation mis en ceuvre n’altére pas I'activité du PTX.
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Le contexte général, dans lequel s’inscrivent ces travaux de these, montre le role
majeur que jouent les tensioactifs comme outils de construction de nouveaux nanovecteurs
pour la délivrance de principes actifs. Dans cette optique, nous nous sommes intéressés dans
une premiere partie de ce travail, a la classe des tensioactifs hybrides bicaténaires
fluorocarbonés-hydrocarbonés (F-H). Ces tensioactifs présentent la particularité de combiner
une chaine perfluorocarbonée et une chaine hydrocarbonée au sein d’'une méme structure
chimique. lls partagent certaines propriétés physico-chimiques avec leurs analogues
perfluorocarbonés tels que : I'abaissement de la tension de surface de I'eau ou encore des
cmc basses. lls présentent également des propriétés uniques liées a leur hybridité. Les
structures chimiques des hybrides F—H décrits dans la littérature, ainsi que leurs propriétés et
applications, sont résumées dans le premier chapitre. Malgré un intérét marqué dans le
domaine biomédical pour la classe des tensioactifs non ioniques hybrides F—H, tres peu

d’études en lien avec le drug delivery ont été menées.

Nous avons ensuite décrit la synthése de 10 nouvelles molécules a parti d’'un acide
aminé, la sérine, séparées en deux séries de tétes hydrophiles différentes, a motifs PEGylés et
glucosylés. Malgré les difficultés rencontrées au cours de |'exploration des différentes voies
de synthese, nous avons réussi a synthétiser 4 blocs hybrides F-H a chaine fluorocarbonée de
6 a 8 atomes de carbone, et a chaine hydrocarbonée de 6 a 12 atomes de carbone. Par une
réaction de cycloaddition de Huisgen 1,3-dipolaire, les différentes tétes polaires propargyles
PEGylées ou glycosylées ont été greffées sur ces blocs hybrides dans des conditions douces,
et avec des rendements tres satisfaisants (entre 74 % et 89 %).

Par la suite, les agrégats formés par ces 10 tensioactifs hybrides F-H dans I'eau ont
fait I'objet d’une étude physico-chimique approfondie.

Pour les tensioactifs PEGylés présentant une forte hydrosolubilité, différents
parametres tels que la concentration micellaire critique (cmc), la tension de surface ou encore
la thermodynamique de micellisation, ont été étudiés par des techniques d’analyse a haute
sensibilité (tensiométrie, titration calorimétrique isotherme, spectrofluorimétrie). Nous avons
confirmé que leurs propriétés de surface sont similaires aux tensioactifs fluorocarbonés
conventionnels (~entre 26 et 33 mN/m). L'impact des longueurs de chaine fluorocarbonée sur

ces parametres, ainsi que sur les tailles d’agrégats formés par les dérivés Fs et Fs PEGylés, a
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été investigué par diffusion de la lumiére. Globalement, les agrégats PEGylés présentent des
diameétres hydrodynamiques, et des nombres d’agrégation qui augmentent avec
I’hydrophobie des molécules. D’un c6té, les dérivés Fs PEGylés présentent des cmc basses (7—
125 uM) et forment des micelles dont les tailles (entre 10 et 15 nm) peuvent s’apparenter a
celles de micelles globulaires larges. De I'autre, les dérivés Fs PEGylés présentent des cmc que
nous avons estimées inférieures a 1 uM. Des difficultés de détermination de ce paramétre ont
été rencontrées pour cette série. Leurs agrégats présentent des tailles plus disparates, entre
10 et 57 nm de diameétre, ce qui suggere un changement morphologique important au sein de
la série. Ceci a pu étre confirmé en microscopie électronique a transmission (MET). En effet,
la taille de la téte, joue également un role clé dans la morphologie des agrégats ; et par
conséquent, la présence de micelles globulaires pour les dérivés a téte polaire PEG2000 et de
micelles cylindriques pour les dérivés a téte polaire PEG750 a pu étre suggérée.

Pour les tensioactifs glucosylés (FeHs_Glucose et F¢Hs_Glucose), leur faible solubilité
dans I'’eau nous a amenée a les imaginer comme systémes vésiculaires. Leurs tailles et formes
ont été étudiées en diffusion de la lumiére, par imagerie MET et par cryo-microscopie
électronique a transmission (Cryo-ME). Nous avons observé des vésicules multi-lamellaires
(MLV) hétérogenes en taille avec une organisation originale des chaines hydrophobes, sous
forme de phases hydrocarbonés/fluorocarbonés dans le cas de FeHs_Glucose. Pour le
FeHs_Glucose, des vésicules uni-lamellaires (VUL) homogénes en taille, a 100 nm environ, ont
été formées. Celles-ci ont montré une stabilité d’au moins 1 mois dans des conditions
physiologiques, nous confortant dans notre choix de les utiliser ultérieurement comme

vecteurs potentiels de principes actifs hydrophiles.

Au cours du dernier chapitre, nous avons choisi le dérivé Fs PEGylé FsH12PEG2000
comme systeme micellaire candidat, pour tester son efficacité d’encapsulation vis-a-vis du
Paclitaxel (PTX), un actif hydrophobe tres étudié dans la littérature. Nous avons essayé
plusieurs méthodes d’encapsulation possibles et comparé différentes conditions
expérimentales; pour optimiser les paramétres d’encapsulation étudiés (charge
médicamenteuse et efficacité d’encapsulation) par chromatographie en phase liquide a haute
performance. Ainsi, la formulation a 7 % massique initial de PTX avec la méthode de dispersion

aqueuse d’un film organique sec, a été choisie. Les résultats ont indiqué une capacité toutefois
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limitée a encapsuler le PTX au sein de nos micelles, ne dépassant pas 1 % massique de charge
médicamenteuse, contrairement a des systémes polymériques plus performants décrits dans
la littérature. Notre systeme micellaire a, par ailleurs, montré un relargage trop rapide de la
guasi-totalité de la charge en PTX en 30 min, s’apparentant a un effet de « burst-release »,
limitant I'intérét de ces micelles pour une utilisation en drug delivery.

Les 1°™ tests cellulaires réalisés sur des cellules tumorales pulmonaires A549 ont
montré des résultats préliminaires intéressants : d’une part, la toxicité limitée du tensioactif
seul en dessous et au-dessus de sa cmc, avec une inhibition de viabilité cellulaire inférieure a
20 % pour des concentrations en vecteur allant jusqu’a environ 8 uM. D’autre part, I'absence
d’altération de [l'activité pharmacologique du PTX chargé par rapport a la méthode
d’encapsulation choisie. Il conviendrait de tester avec cette méthode les autres tensioactifs
de la série, pour étudier I'influence de leur structure sur les paramétres d’encapsulation et le

suivi cinétique du relargage passif de I'actif.

En complément des travaux présentés dans ce manuscrit, nous avions commencé a
explorer I'application des VUL de FeHe_Glucose en tant que nanovecteurs d’un anti-cancéreux
hydrophile, la doxorubicine. L'une des pistes serait d’encapsuler cet actif au sein de nos
vésicules, par une méthode de gradient de pH transmembranaire basée sur la variation de pH
des milieux intra-extra vésiculaires, et permettant a I'actif de s’accumuler efficacement a

I'intérieur des vésicules.
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1. Synthese et caractérisation des tensioactifs hybrides F—H

1.1 Outils de synthese

Les composés de départs, les solvants de qualité de synthése, et les réactifs utilisés tout au
long des synthéses, sont disponibles commercialement et ont été utilisés tels quels. Le THF, le
DMF et le DCM ont été séchés préalablement sur tamis moléculaire 4-A et conservés sous
atmosphere d’argon avant utilisation.

Le suivi réactionnel et la composition des produits bruts ont été suivis en routine par
ccm (plagues de silice 60 F254, Merck). La détection des composés a été obtenue par
exposition a la lumiere UV (254 nm) et/ou aprés révélation dans une solution éthanoique a 2
% de permanganate de potassium (KMnOgs), dans une solution éthanoique a 5 % d’acide
sulfurique (H2S04) ou bien dans une solution éthanoique a 2 % de ninhydrine. Celle-ci a été
poursuivie par un chauffage a environ 150 °C jusqu’a apparition d’une coloration.

Les purifications des intermédiaires ont été rendues possibles par chromatographie
flash sur gel de silice (40-63 um) avec un systeme d’appareillage CombiFlash (Serlabo
technologies, France). Les purifications des intermédiaires 28 et 29 et des tensioactifs hybrides
F-H finaux ont été faites par chromatographie d’exclusion stérique sur une colonne de
Sephadex LH-20 avec un éluant 100 % MeOH. Les fractions purifiées ont ensuite été
lyophilisées en utilisant un lyophilisateur CHRIST Alpha 1-2 LD PLUS. Les points de fusion ont
été déterminés avec un appareillage Electrotherma IA9100.

Les spectres RMN ont été déterminés par un spectrométre Bruker AC400 a des fréquences
de 400, 100 et 375 MHz pour, respectivement, les analyses RMN *H, 3C and *°F. Les
déplacements chimiques 6 sont donnés en ppm par rapport au pic de calibration du solvant
résiduel en RMN H et 13C. Les abréviations utilisés pour la forme des sighaux RMN sont : se,
singulet élargi; s, singulet; d, doublet; t, triplet; g, quadruplet; m, multiplet; dd, doublet de
doublet.

Les spectres de masse a haute résolution (HRSM) ont été déterminés par un
spectrometre de masse Synapt G2-S (Waters) équipé d’un détecteur TOF pour les expériences
d’électronébulisation positive (ESI+). Les spectres de masse (MALDI)-TOF/SM des tensioactifs
PEGylés (spectromeétre de masse couplé a une source d’ionisation laser assistée par une

matrice) ont été enregistrés par un spectrometre de masse RapifleX (Bruker).
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La pureté des tensioactifs hybrides F—H a été évaluée par CLHP (Shimadzu) a détection
photodiiodes. La colonne utilisée est une colonne XTerra RP18 (porosité 5 um ; 100 x 2,1 mm,
5 um, Waters). Le gradient d’élution utilisé est MeCN/eau a 0,1 % de TFA (v/v) comme suivant :
entre 0—2 min, élution isocratique a 2% d’acétonitrile ; entre 2—-22 min, gradient d’élution de
2 % a 80 % de MeCN ; entre 22-26 min, élution isocratique a 80 % jusqu’a 35 min (fin de
I’acquisition). De I'eau milli-Q (résistivité de 18.2 MQ.cm, tension de surface de 71,45 mN/m
a 25 °C) est utilisée comme solvant d’élution.

La caractérisation de tous les composés synthétisés au cours de ses travaux de these a été

décrite en section 1.2.

1.2 Caractérisation des molécules synthétisées au cours de la thése

(S)-benzyl-(3-(tert-butoxy)-1-(hexylamino)-1-oxopropan-2-yl) carbamate (1a).
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A une solution de Z-Ser(tBu)-OH (2 g; 6,78 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (30
mL), EtsN (1,89 mL; 13,73 mmol; 2 équiv.) est ajouté au goutte-a-goutte et le mélange est agité
pendant 5 min a t.a. La réaction est ensuite refroidie a 0 °C, puis 1-hexylamine (0,99 mL; 7,46
mmol; 1,1 équiv.) est incorporé. 10 min plus tard, PyBOP (4,22 g; 8,14 mmol; 1,2 équiv.) est
ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel est maintenu a 0 °C pendant 30 min puis est
laissé revenir a t.a. pendant 21 h. La réaction est arrétée par ajout d’'une solution de NH4Cl(aq)
saturée, puis le THF est évaporé sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait
avec du DCM (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec de |'eau et une solution de

NaClaq) saturée, séchées sur MgSOa4(s) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite
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pour donner le composé 1a (2,28 g; 89 %) sous forme d’une poudre blanche aprés purification
par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v).
Rf (cyclohexane/ AcOEt, 6:4 v/v)= 0,33. Tf: 94,4-94,8 °C.

RMN ®H (400 MHz, CDCls): § 7,37—7,29 (m, 5H); 6,55 (se, 1H); 5,73 (se, 1H); 5,11 (q, J = 5,1 Hz,
3H); 4,17 (m, 1H); 3,81 (m, 1H); 3,35 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 3,25 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 1,47 (m, 2H);
1,32-1,28 (m, 10H); 1,18 (s, 9H); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3): & 170,2;
156,2; 136,3; 128,7 (2 x CHa); 128,4; 128,3 (2 x CHa/); 74,2; 67,2; 62,0; 54,7; 39,7; 31,6; 29,6;
27,6 (3 x CHa); 26,6; 22,7; 14,1.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Cz1HssN204 = 379,2597; trouvé = 379,2595.

(S)-benzyl-(3-(tert-butoxy)-1-(octylamino)-1-oxopropan-2-yl) carbamate (1b).

ot
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A une solution de Z-Ser(tBu)-OH (2 g; 6,78 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (30
mL), EtsN (1,89 mL; 13,73 mmol; 2 équiv.) est ajouté au goutte-a-goutte et le mélange est agité
pendant 5 min a t.a. La réaction est ensuite refroidie a 0 °C, puis 1-octylamine (1,23 mL; 7,46
mmol; 1,1 équiv.) est incorporé. 10 min plus tard, PyBOP (4,22 g; 8,14 mmol; 1,2 équiv.) est
ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel est maintenu a 0 °C pendant 30 min puis est
laissé revenir a t.a. pendant 21 h. La réaction est arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(aq)
saturée, puis le THF est évaporé sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait
avec du DCM (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec de |’eau et une solution de
NaClaq) saturée, séchées sur MgS0a4(s) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite
pour donner le composé 1b (2,51 g; 91 %) sous forme d’une poudre blanche aprés purification
par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v).
Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,36. Tf: 96,0-96,3 °C.
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RMN !H (400 MHz, CDCls): § 7,36-7,30 (m, 5H); 6,54 (se, 1H); 5,73 (se, 1H); 5,12 (q, J = 5,1 Hz,
3H); 4,17 (m, 1H); 3,81 (m, 1H); 3,36 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 3,26 (g, J = 6,9 Hz, 2H); 1,48 (m, 2H);
1,28-1,26 (m, 10H); 1,18 (s, 9H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls): § 170,2;
156,2; 136,3; 128,7 (2 x CHa); 128,4; 128,3 (2 x CHal); 74,2; 67,2; 62,0; 54,7; 39,7; 31,9; 29,6;
29,4; 29,3; 27,6 (3 x CHs); 27,0; 22,8; 14,2.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Ca3H39N,04 = 407,2910; trouvé = 407,2918.

(S)- benzyl-(1-(hexylamino)-3-hydroxy-1-oxopropan-2-yl) carbamate (2a).

O]
QVOTH\[\”\H/\/\/\
© OH

A une solution de 1a (450 mg; 1,19 mmol; 1 équiv.) dans un mélange de 10 mL de
DCM/TFA (1:1 v/v), est ajouté I'anisole (0,25 mL; 2,38 mmol; 2 équiv.) goutte-a-goutte. Le
milieu réactionnel est ensuite agité a t.a. pendant 24 h puis le TFA est co-évaporé avec Et,0
(3x). Le produit brut est ensuite purifié par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 5:5
v/v) pour donner le composé 2a (263 mg; 69 %) sous forme de poudre blanche.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,11. Tf: 100,2-100,8 °C.

RMN !H (400 MHz, CH30D): 6 7,96 (se, 1H); 7,38-7,30 (m, 5H); 5,10 (s, 2H); 4,17 (t, J = 4,9 Hz,
1H); 3,75 (d, J = 5,1 Hz, 1H); 3,19 (m, 1H); 1,49 (m, 2H); 1,31 (m, 6H); 0,90 (t, J = 6,3 Hz, 3H),
RMN 13C (100 MHz, CDCls): 6 172,7; 158,4; 138,1; 129,5 (2 x CHar); 129,0; 128,9 (2 x CHar);
67,8; 63,3; 58,6; 40,5; 32,6; 30,3; 27,6; 23,6; 14,3.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C17H27N204 = 323,1971; trouvé = 323,1977.
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(S)-benzyl-(1-(octylamino)-3-hydroxy-1-oxopropan-2-yl) carbamate (2b).

A une solution de 1b (362 mg; 0,89 mmol; 1 équiv.) dans un mélange de 10 mL de
DCM/TFA (1:1 v/v), est ajouté I'anisole (0,2 mL; 1,78 mmol; 2 équiv.) goutte-a-goutte. Le milieu
réactionnel est ensuite agité a t.a. pendant 17 h puis le TFA est co-évaporé avec Et,0 (3x). Le
produit brut est ensuite purifié par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) pour
donner le composé 2b (247 mg; 79 %) sous forme de poudre blanche.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,16. Tf: 104,1-104,6 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 7,39-7,31 (m, 5H); 6,52 (se, 1H); 5,81 (se, 1H); 5,13 (m, 2H); 4,16—
4,12 (m, 2H); 3,65 (m, 1H); 3,23 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 1,48 (m, 2H); 1,27 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,8
Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, CDCls): & 171,1; 157,2; 136,1; 128,7 (2 x CHar); 128,5; 128,2 (2 x
CHar); 67,5; 62,9; 55,0; 39,7; 31,9; 29,5; 29,3 (2 x CH3); 26,9; 22,8; 14,2.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Ci9H31N,04 = 351,2284; trouvé = 351,2291.

(S)-2-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-3-(hexylamino)-3-oxopropyl methanesulfonate (3).

A une solution de 2a (98 mg; 0,31 mmol; 1 équiv.) solubilisé dans 5 mL d’un mélange
anhydre de DCM/THF (2:1 v/v), est ajouté EtsN (0,29 mL; 21 mmol; 6,8 équiv.). Le milieu
réactionnel est refroidi a 0 °C puis est placé sous une atmosphére d’argon pendant 10 min. Le

chlorure de méthanesulfonyle MsCl (0,15 mL; 1,93 mmol; 6,3 équiv.) est ensuite ajouté
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goutte-a-goutte a travers un septum. Le milieu réactionnel est ensuite laissé a 0 °C pendant
2 h. Puis le DCM et le THF sont évaporés du milieu sous pression réduite. Le milieu résiduel
est ensuite extrait avec AcOEt (3x). Les phases organiqgues réunies sont lavées deux fois avec
une solution de NaCl(aq) saturée, séchées sur MgSOas) anhydre, filtrées et concentrées sous
pression réduite. Le produit brut est purifié par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt,
7:3 v/v) pour donner le composé 3 (100 mg; 80 %) sous forme de poudre blanche.

Rf (cyclohexane/ AcOEt, 7:3 v/v) = 0,21. Tf: 98,6-99,3 °C.

RMN !H (400 MHz, CDCls): 6 7,40-7,31 (m, 5H); 6,25 (se, 1H); 5,60 (se, 1H); 5,13 (m, 2H);
4,66-4,62 (dd, J=4,2 Hz, J= 10,3 Hz, 1H); 4,51 (m, 1H); 4,37-4,34 (dd, J=4,8 Hz, J= 10,3 Hz, 1H);
3,25 (q, / = 6,8 Hz, 2H); 3,01 (s, 3H); 1,48 (t, J = 6,8 Hz, 2H); 1,32-1,25 (m, 6H); 0,88 (t, /= 6,8
Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 6§ 167,69; 156,3; 135,8; 128,8 (2 x CHar); 128,6; 128,4 (2 x
CHar); 68,9; 67,8; 54,0; 40,1; 37,5; 31,5; 29,5; 26,6; 22,6; 14,1.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C17H35sN206S = 401,1746; trouvé = 401,1746.

(S)-2-amino-3-(tert-butoxy)-N-octylpropanamide (4).

A une solution de 1b (2 g; 4,91 mmol; 1 équiv.) dans le MeOH (50 mL) est ajouté le
catalyseur Pd-C (159 mg; 8 %mass.). Le milieu réactionnel est ensuite agité pendant 19 h a une
pression de 6,6 bar de Hyg) dans un hydrogénateur catalytique. La solution est ensuite filtrée
sous célite et concentrée sous pression réduite. Le produit brut 4 est obtenu sous forme d’une
huile avec un rendement quantitatif (1,60 g) et est utilisé tel quel pour la prochaine étape de
syntheése sans étape de purification.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,11.
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RMN ®H (400 MHz, CDs0OD): & 3,50 (d, J = 5,4 Hz, 2H); 3,36 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 3,26-3,14 (m,
2H); 3,26 (m, 2H); 1,51 (m, 2H); 1,32—1,30 (m, 10H); 1,18 (s, 9H); 0,90 (t, J = 6,4 Hz, 3H). RMN
13€ (100 MHz, CD30D): & 175,45; 74,27; 65,31; 56,53; 40,31; 32,96; 30,46; 30,39; 30,35; 27,95;
27,72; 23,67; 14,36. HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CisH33N20; = 273,2542;
trouvé = 273,2551.

(S)-N-(3-(tert-butoxy)-1-(octylamino)-1-oxopropan-2-yl)-4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9

tridecafluorononanamide (5).

F TN
5
F )
@)

A

A une solution de 4 (1,34 g; 4,91 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (30 mL), EtsN
(1,25 mL; 9,83 mmol; 2 équiv.) est ajouté au goutte-a-goutte et le mélange est agité pendant
5 min a t.a. La réaction est ensuite refroidie a 0 °C, puis le réactif 2H,2H,3H,3H-acide
perfluorononanoique (2,14 g; 5,41 mmol; 1,1 équiv.) est ajouté en une seule portion. 10 min
plus tard, PyBOP (3,07 g; 5,89 mmol; 1,2 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu
réactionnel est maintenu a 0 °C pendant 30 min puis est laissé revenir a t.a. pendant 12 h. La
réaction est arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(aq) saturée, puis le THF est évaporé sous
pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du DCM (3x).Les phases
organiques réunies sont lavées avec de |'eau et une solution de NaCl(aq) saturée, séchées sur
MgSOas) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le composé 5
(2,39 g; 77 %) sous forme d’une poudre blanche apreés purification par chromatographie flash
(cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v).
Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,30.Tf: 96,0-96,3 °C.

14 RMN (400 MHz, CDCls): & 6,63 (m, 2H); 4,34 (m, 1H); 3,80-3,77 (dd, J = 4,2 Hz, J = 8,6 Hz,
1H); 3,34-3,19 (m, 3H); 2,57-2,43 (m, 4H); 1,53—1,46 (m, 2H); 1,30-1,27 (m, 10H); 1,21 (s, 9H);
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0,87 (t,J=6,9 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 6 170,07; 169,92; 74,56; 61,48; 53,11; 39,74;
31,91; 29,58; 29,34; 29,32; 27,58; 27,11; 27,02; 26,80; 22,74; 14,18. RMN *°F (375 MHz,
CDCls): 6 -80,8 (3F); -114,6 (2F); -121,9 (2F); -122,9 (2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Ca4H36F13N203 = 647,2518; trouvé = 647,2542.

(5)-4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluoro-N-(3-hydroxy-1-(octylamino)-1-oxopropan-2-

yl)nonanamide (6).

: TN
5
F o)
OH

A une solution de 5 (2,39 g; 3,70 mmol; 1 équiv.) dans un mélange de 30 mL de
DCM/TFA (6:1 v/v), est ajouté I'anisole (0,8 mL; 7,32 mmol; 2 équiv.) goutte-a-goutte. Le milieu
réactionnel est ensuite agitée a t.a. pendant 32 h puis le TFA est co-évaporé avec Et;0 (3x). Le
produit brut est ensuite purifié par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) pour
donner le composé 6 (1,59 g; 72 %) sous forme de poudre blanche.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,15. Tf: 131,8-132,5 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 6,81 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 6,66 (se, 1H); 4,38 (m, 1H); 4,16—4,12 (dd,
J=2,8Hz,J=11,5 Hz, 1H); 3,62-3,58 (dd, J = 4,7 Hz, J = 11,5 Hz, 1H); 3,23 (q, / = 6,7 Hz, 2H);
2,60-2,44 (m, 4H); 1,48 (t, J = 6,8 Hz 2H); 1,28-1,25 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 13C
(100 MHz, CDCls): & 171,03; 170,83; 62,74; 53,75 39,77; 31,91; 29,44; 29,31 (2x -CH,); 27,11
(-CH2); 26,98 (-CH2); 26,76(-CHz); 22,75 (-CHz); 14,18 (-CHs). RMN *°F (375 MHz, CDCls): &
-80,78 (3F); -114,58 (2F); -121,88 (2F); -122,86 (2F); -123,49 (2F); -126,12 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CaoH2sF13N203 = 591,1892; trouvé = 591,1897.
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(S)-3-(octylamino)-3-oxo-2-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanamido)propyl!

methanesulfonate (7).

FMN \”\ N
F 5 H
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Le composé 6 (300 mg; 0,51 mmol; 1 équiv.) est solubilisé dans 15 mL d’un mélange
anhydre de DCM/THF (2:1 v/v). Le milieu réactionnel est refroidi a -10 °C et EtsN (0,36 mL;
2,54 mmol; 5 équiv.) est ajouté. Celui-ci ensuite placé sous une atmosphere d’argon pendant
10 min puis MsCl (0,1 mL; 1,27 mmol; 2,5 équiv.) est ajouté goutte-a-goutte a travers un
septum. Le milieu réactionnel est ensuite laissé a -10 °C pendant 1 h. Puis le DCM et le THF
sont évaporés du milieu sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec
AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec une solution de HClagq) 1M, une
solution de NaHCO3(aq) saturée et une solution de NaClg) saturée, séchées sur MgSOas)
anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le composé 7 (329 mg;
94 %) qui est utilisé tel quel pour la prochaine étape de synthése sans étape de purification.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v) = 0,48. Tf: 98,2-99,0 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): 6 6,73 (d, J = 7,6 Hz, 1H); 6,33 (se, 1H); 4,76 (m, 1H); 4,60-4,56 (dd,
J=4,9Hz, J=10,7 Hz, 1H); 4,38-4,34 (dd, J = 5,4 Hz, J = 10,7 Hz, 1H); 3,28-3,22 (m, 2H); 3,06
(s, 3H); 2,61-2,45 (m, 4H); 1,49 (t, J = 7,1 Hz 2H); 1,28-1,25 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
RMN 13C (100 MHz, CDCls): 6 170,77; 167,56; 68,32; 52,28; 40,15; 37,68; 31,89; 29,29; 29,28;
27,12; 26,93; 26,61; 22,73; 14,16. RMN *°F (375 MHz, CDCls): & -80,8 (3F); -114,5 (2F); -121,9
(2F); -122,9 (2F); -123,5 (2F); -126,12 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C21H30F13N20sS = 669,1668; trouvé = 669,1667.

186



Matériel et méthodes

(S)-N-(3-azido-1-(octylamino)-1-oxopropan-2-yl)-4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-

tridecafluorononanamide (8).

: T8
F5O H
N3

A une solution de 7 (50 mg; 0,07 mmol; 1 équiv.) dans le DMF anhydre (2 mL) est
ajoutée une solution de NaNj3(s) (25 mg; 0,37 mmol; 5 équiv.) dans 1,6 mL de DMF anhydre,
puis le milieu réactionnel est agité pendant 24 h a 70 °C. Le DMF est ensuite évaporé sous
pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec AcOEt (3x). Les phases organiques
réunies sont lavées avec de I'eau, séchées sur MgSQOa4(s) anhydre, filtrées et concentrées sous
pression réduite pour donner le composé 8 (11 mg; 23 %) sous forme d’une poudre blanche
apres purification par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,32. Tf: 112,0-112,2 °C.

RMN ®H (400 MHz, CDCls): 6 6,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H); 6,37 (se, 1H); 4,58 (m, 1H); 4,54-4,49 (dd,
J=6,9 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,74-3,70 (dd, J = 5,0 Hz, J = 12,3 Hz, 1H); 3,33-3,19 (m, 2H); 2,60-
2,43 (m, 4H); 1,51 (t, J = 7,0 Hz 2H); 1,29-1,26 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN *3C (100
MHz, CDCls): 6 170,42; 168,80; 52,61; 52,08; 40,15; 31,89; 29,44; 29,30; 29,29; 27,06; 26,96;
26,67; 22,73; 14,16. RMN °F (375 MHz, CDCls): & -80,8 (3F); -114,6 (2F); -121,9 (2F); -122,9
(2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculé pour CaoH27F13Ns0; = 616,1957; trouvé = 616,1962.

(S)-N-octyl-2-(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctyl)-4,5-dihydrooxazole-4-carboxamide

(9).
F%N L
F E 5 Oj H
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Le composé 9 (16 mg; 37 %) sous forme d’une poudre blanche, est obtenu comme un
sous-produit de la réaction de substitution de la synthése du composé 8, aprées purification
par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,23. Tf: 77,7-78,8 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): & 6,47 (se, 1H); 4,63 (m, 1H); 4,55-4,45 (m, 2H); 3,33-3,17 (m, 2H);
2,65-2,44 (m, 4H); 1,50 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 1,29-1,25 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 3C
(100 MHz, CDCI3): 6 171,22; 168,08; 70,92; 68,67; 39,38; 31,88; 29,55; 29,32; 29,28; 26,98;
22,72; 19,79; 14,16. RMN *°F (375 MHz, CDCls): § -80,8 (3F); -114,8 (2F); -121,9 (2F); -122,8
(2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CaoH26F13N20;, = 573,1787; trouvé = 573,1787.

tert-Butyl N-[1-(hydroxymethyl)-2-(hexylamino)-2-oxoethyl]carbamate (10a).

0
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A une solution de Boc-L-sérine (2 g; 9,75 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (50 mL)
est ajouté EtsN (2,63 mL; 19,5 mmol; 2 équiv.) a 0 °C. Apres 5 min d’agitation, 1-hexylamine
(1,42 mL; 10,73 mmol; 1,1 équiv.) est incorporé. 10 min plus tard, PyBOP (6,09 g; 11,70 mmol;
1,2 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel est maintenu a 0 °C pendant
1 h puis est laissé revenir a t.a. pendant 18 h. La réaction est arrétée par ajout d’une solution
de NH4Cl(aq) saturée (40 mL), puis le THF est évaporé sous pression réduite. Le milieu résiduel
est ensuite extrait avec du AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec une
solution de NaCl(aq) saturée, séchées sur MgSOais) anhydre, filtrées et concentrées sous
pression réduite pour donner le composé 10a (2,57 g; 91 %) sous forme d’une huile
transparente apres purification sur chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,33.
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RMN H (400 MHz, CDs0D): 6 4,07 (m, 1H); 3,72 (d, J = 5,2 Hz, 2H); 3,28-3,12 (m, 2H); 1,51 (t,
J=7,0 Hz, 2H); 1,45 (s, 9H); 1,35-1,29 (m, 6H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDs0D): 6 173,01; 157,68; 80,81; 63,31; 58,19; 40,45; 32,65; 30,31; 28,63; 27,56; 23,61; 14,34.
HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C14H29N204 = 289,2122; trouvé = 289,2128.

tert-Butyl N-[1-(hydroxymethyl)-2-(octylamino)-2-oxoethyl]carbamate (10b).
0]
S
SOy s
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OH

A une solution de Boc-L-sérine (2 g; 9,75 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (60 mL)
est ajouté HOBt (1,32 g; 9,75 mmol ; 1 équiv.) a 0 °C. Le pH du milieu réactionnel est ensuite
ajusté a 8-9 avec le réactif N-méthylmorpholine. Aprés 5 min d’agitation, le 1-octylamine (1,77
mL; 10,73 mmol ; 1,1 équiv.) est ajouté au milieu réactionnel. 10 min plus tard, DCC (2,21 g;
10,73 mmol ; 1,1 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel est maintenu a
0 °C pendant 1 h puis est laissé revenir a t.a. pendant 17 h. La réaction est arrétée par ajout
d’une solution de NH4Cl(sq) saturée (40 mL), puis le THF est évaporé sous pression réduite. Le
milieu résiduel est ensuite extrait avec du AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont
lavées avec une solution de NaClug) saturée, séchées sur MgSOui) anhydre, filtrées et
concentrées sous pression réduite pour donner le composé 10b (2,45 g; 80 %) sous forme
d’une poudre blanche apres purification sur chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 6:4
v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v) = 0,34. Tf: 58,5 -59,2 °C.

RMN *H (400 MHz, CDsOD): & 4,07 (m, 1H); 3,72 (d, J = 5,2 Hz, 2H); 3,27-3,12 (m, 2H); 1,51
(m, 2H); 1,45 (s, 9H); 1,31 (m, 10H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDsOD): &
172,96; 156,53; 79,63; 63,31; 58,11; 40,46; 32,97; 30,40; 30,35; 28,64; 27,90; 23,69; 14,38.
HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CigH33N204 = 317,2435; trouvé = 317,2431.
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tert-Butyl N-[1-(methylsulfonyloxy)-2-(hexylamino)-2-oxoethyl]Jcarbamate (11a).
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A une solution de Boc-L-sérine (500 mg; 2,43 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (10
mL) est ajoutée HOBt (328 mg; 2,43 mmol ; 1 équiv.) a 0 °C. Le pH du milieu réactionnel est
ensuite ajusté a 8-9 avec le réactif N-méthylmorpholine. Aprés 5 min d’agitation, le 1-
hexylamine (0,32 mL ; 2,43 mmol ; 1 équiv.) est ajouté au milieu réactionnel. 10 min plus tard,
DCC (527 mg; 2,55 mmol ; 1,05 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel
est maintenu a -10 °C pendant 1 h, puis est laissé revenir a t.a. pendant 18 h. La réaction est
arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(aq) saturée (40 mL), puis le THF est évaporé sous
pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du AcOEt (3x). Les phases
organiques réunies sont lavées avec une solution de NaCl(q) saturée, séchées sur MgSOa(s)
anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le composé brut 10a
(542 mg; 1,88 mmol; rendement = 77 %) réutilisé tel quel sans étape de purification.
Rf (cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v) = 0,23.

Le composé brut 10a (300 mg; 0,51 mmol ; 1 équiv.) est ensuite solubilisé dans du
DCM anhydre (10 mL). Le milieu réactionnel est refroidi a -10 °C et EtsN (0,31 mL ; 2,26 mmol ;
1,2 équiv.) est ajouté, puis I'ensemble est placé dans une atmosphéere d’argon pendant
10 min. MsCl (0,17 mL ; 2,26 mmol ; 1,2 équiv.) est ensuite ajouté au goutte-a-goutte a travers
un septum. Le milieu réactionnel est laissé a -10 °C pendant 1 h 30, puis le THF est évaporé
sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec AcOEt (3x). Les phases
organiques réunies sont lavées avec une solution de NaCl(aq) saturée (2x), séchées sur MgSQOa(s)
anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié par
chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) pour obtenir le composé 1la
(372 mg; 42 %) sous forme d’une poudre blanche.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,25. Tf: 86,6-86,8 °C.
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RMN H (400 MHz, CDCls): 6 6,36 (m, 1H); 5,33 (m, 1H); 4,67-4,63 (dd, J = 4,2 Hz, J = 10,2 Hz,
1H); 4,45 (m, 1H); 4,36-4,33 (dd, J = 4,7 Hz, J = 10,2 Hz, 1H); 3,26 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 3,04 (s,
3H); 1,50 (m, 2H); 1,46 (s, 9H); 1,32-1,26 (m, 6H); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCls): 6 168,19; 155,53; 81,33; 69,17; 53,55; 39,96; 37,43; 31,54; 29,50; 28,36; 26,59; 22,64;
14,12.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C1sH31N,06S = 367,1897; trouvé = 367,1899.

tert-Butyl N-[1-(methylsulfonyloxy)-2-(octylamino)-2-oxoethyl]carbamate (11b).

i
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?

Le composé 11b (519 mg, 54 %) est obtenu aprés purification par chromatographie flash
(cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) sous forme d’une poudre blanche, a partir de 759 mg du
composé 10b (2,40 mmol) en suivant le protocole décrit pour la synthese du composé 11a.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,27. Tf: 92,8-93,2 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6§ 6,34 (m, 1H); 5,31 (m, 1H); 4,67-4,64 (dd, J = 4,2 Hz, J = 10,2 Hz,
1H); 4,45 (m, 1H); 4,36-4,32 (dd, J = 4,7 Hz, J = 10,2 Hz, 1H); 3,26 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 3,05 (s,
3H); 1,50 (m, 2H); 1,47 (s, 9H); 1,29-1,26 (m, 10H); 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCls): 6 168,19; 155,63; 81,36; 69,17; 53,58; 39,98; 37,44; 31,59; 29,56; 29,33; 29,30; 28,38;
27,06; 26,94; 22,76; 14,20.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C17H3sN206S = 395,2210; trouvé = 395,2215.
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tert-Butyl N-[1-(methylazide)-2-(hexylamino)-2-oxoethylJcarbamate (12a).

A une solution de 11a (200 mg; 0,55 mmol; 1 équiv.) dans le DMF anhydre (5 mL) est
ajouté NaNsi) (106 mg; 1,64 mmol; 3 équiv.) portion par portion. Le milieu réactionnel est
agité et chauffé a 80 °C pendant 6 h. Le DMF est ensuite évaporé sous pression réduite. Le
milieu résiduel est extrait avec AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec de
I’eau, séchées sur MgS0a4(s) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner
le composé 12a (122 mg; 71 %) sous forme d’une poudre blanche apres purification par
chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,31. Tf: 55,0-55,2 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): § 6,22 (se, 1H); 5,23 (se, 1H); 4,21 (m, 1H); 3,87-3,82 (dd, J = 4,6
Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,53-3,48 (dd, J = 5,9 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,27 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 1,50 (t,
J=7,0 Hz, 2H); 1,46 (s, 9H); 1,35-1,25 (m, 6H); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCIs): 6 169,30; 155,56; 80,98; 53,87; 52,30; 39,92; 31,55; 29,52; 28,40; 26,60; 22,66; 14,12.
HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C14H2sNsO3 = 314,2187; trouvé = 314,2214.

tert-Butyl N-[1-(methylazide)-2-(octylamino)-2-oxoethyl]carbamate (12b).

Le composé 12b (167 mg ; 55 %) est obtenu apres purification par chromatographie
flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) sous forme d’une poudre blanche, a partir de 200 mg du
composé 11b (0,51 mmol) en suivant le protocole décrit pour la synthese du composé 11a.
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Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,33. Tf: 57,2-58,0 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls) : § 6,25 (se, 1H); 5,25 (se, 1H); 4,22 (m, 1H); 3,87-3,82 (dd, J = 4,6
Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,53-3,48 (dd, J = 5,9 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,25 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 1,50 (t,
J=7,0 Hz, 2H); 1,46 (s, 9H); 1,29-1,26 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H), RMN 3C (100 MHz,
CDCls) : 6 169,29; 155,55; 80,95; 53,82; 52,29; 39,92; 31,90; 29,55; 29,33; 29,30; 28,40; 26,94;
22,76; 14,21.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C16H32Ns03 = 342,2500; trouvé = 342,2521.

HzN-Ser(N3)-H5 (138).

Le composé 12a (1,37 g ; 4,26 mmol ; 1 équiv.) est solubilisé portion par portion a 0 °C
dans 10 mL de mélange DCM/TFA (1:1 v/v). Le milieu réactionnel est ensuite agité a t.a.
pendant 3 h puis le DCM et le TFA sont co-évaporés avec Et,0 (3x) sous pression réduite. Le
milieu résiduel est purifié par chromatographie flash (AcOEt/MeOH 9:1 v/v) pour donner le
composé 13a (1,25 g ; quantitatif) sous forme d’une huile jaune.

Rf (AcOEt/MeOH 9:1 v/v) = 0,20.

RMN H (400 MHz, CDsOD): & 3,95-3,92 (m, 1H); 3,84-3,72 (m, 2H); 3,28-3,18 (m, 2H);
1,57-1,50 (m, 2H); 1,39-1,28 (m, 6H); 0,91 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDs0D): &
167,95; 53,92; 52,66; 40,77; 32,59; 30,16; 27,59; 23,59; 14,31.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CoHxoNsO = 214,1662; trouvé = 214,1667
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HN-Ser(Ns)-Hs (13b).

Le composé 13b (1,03 g; quantitatif) est obtenu aprés purification par
chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) sous forme d’une huile jaune, a partir de
1,18 g du composé 12b (0,51 mmol) en suivant le protocole décrit pour la synthése du
composé 13a.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,12.

RMN *H (400 MHz, CDs0D): & 3,67-3,59 (m, 3H); 3,28-3,16 (m, 2H); 1,53 (t, J = 6,9 Hz, 2H);
1,33-1,30 (m, 10H); 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CD30D): 6 171,67; 54,95; 54,69;
40,61; 32,95; 30,36; 30,33; 30,27; 27,94; 23,68; 14,39.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C11H24NsO = 242,1975; trouvé = 242,1981.

Fs-Ser(N3)-Hs (14).
R F 0
F H \\”\ P U N
: T
£ 5 o H
N3

A une solution de 13a (910 mg; 4,27 mmol ; 1 équiv.) dans le THF anhydre (20 mL),
EtsN (1,20 mL; 8,53 mmol ; 2 équiv.) est ajouté au goutte-a-goutte et le mélange est agité
pendant 5 min a t.a. La réaction est ensuite refroidie a 0 °C, puis le réactif 2H,2H,3H,3H-acide
perfluorononanoique (1,84 g ; 4,70 mmol ; 1,1 équiv.) est ajouté en une seule portion. 10 min
plus tard, PyBOP (2,66 g; 5,12 mmol ; 1,2 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu
réactionnel est maintenu a 0 °C pendant 30 min puis est laissé revenir a t.a. pendant 8 h. La

réaction est arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(aq) saturée, puis le THF est évaporé sous
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pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du DCM (3x). Les phases
organiques réunies sont lavées avec de |'eau, une solution de NaHCO3(aq) et une solution de
NaClaq) saturée, séchées sur MgSOay(s) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite
pour donner le composé 14a (1,91g; 76 %) sous forme d’une poudre blanche apres
purification par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,29. Tf: 109,5-109,8 °C.

RMN !H (400 MHz, CDCl3): 6 6,58 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 6,16 (t, J = 5,5 Hz, 1H); 4,51 (m, 1H);
3,78-3,74 (dd, J = 4,7 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,52-3,47 (dd, J =7,0 Hz, J =12,2 Hz, 1H); 3,34-3,21
(m, 2H); 2,59-2,44 (m, 4H); 1,58-1,48 (m, 2H); 1,35-1,25 (m, 6H); 0,88 (t, / = 6,8 Hz, 3H). RMN
13€ (100 MHz, €DCl3): 6 170,29; 168,69; 52,57; 51,96; 40,11; 31,49; 29,41; 27,10; 26,67; 26,59;
22,62; 14,05. RMN 9F (375 MHz, CDCls): & -80,8 (3F); -114,6 (2F); -121,9 (2F); -122,9 (2F); -
123,5 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CigH23N130; = 588,1639; trouvé = 588,1641.

F6-Ser(N3)-Hg (8)

R F H ?
F
F ° 0 1 H
N3

Le composé 8 (754 mg; 71 %) est obtenu apreés purification par chromatographie flash
(cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) sous forme d’une poudre blanche, a partir de 415 mg du
composé 13b (1,72 mmol) en suivant le protocole décrit pour la synthese du composé 14.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,33. Tf: 112,0-112,2 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls): & 6,63 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 6,20 (t, J = 5,2 Hz, 1H); 4,51 (m, 1H);
3,77-3,73 (dd, J = 4,7 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,53-3,48 (dd, J =7,0 Hz, J =12,2 Hz, 1H); 3,34-3,20
(m, 2H); 2,59-2,44 (m, 4H); 1,55-1,48 (m, 2H); 1,30-1,26 (m, 10H); 0,87 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 170,30; 168,70; 52,59; 51,97; 40,14; 31,90; 29,47; 29,31; 27,13;
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26,96; 26,69; 22,75; 14,18, 1°F RMN (375 MHz, CDCl3): & -80,8 (3F); -114,5 (2F); -121,9 (2F); -
122,9 (2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F). HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculées pour
C20H27N130, = 616,1952; trouvé = 616,1962.

FsHsPEG750 (15).
R F H ©
ST
NN

A une solution de 14a (200 mg ; 0,34 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG750-Propargyl (307 mg; 0,34 mol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (10 mL), est ajouté
CuS04.5H;0(s) (26 mg; 0,10 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (40 mg ;
0,21 mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (10 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé
a l'abri de la lumiere et laissé pendant 18 h a t.a. sous atmosphére d’argon. Le THF est ensuite
évaporé sous pression réduite, et la résine Chelex”100 est ajouté portion par portion dans le
milieu aqueux. Celui-ci est ensuite agité vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces
de cuivre de la solution polymérique. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression
réduite, puis lyophilisé aprés dilution dans I'’eau milli-Q. Le produit brut est par la suite purifié
par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH). Les fractions pures
collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est dilué dans de I'eau milli-Q
et lyophilisé pour donner le composé 15 (368 mg ; 75 %) sous forme d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,48. Tf: 68-73 °C.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,48 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,08 (t, J= 5,7 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,6
Hz, 1H); 7,66 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,56 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
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J=8,3 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 72H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (g, J= 5,8
Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,47-2,32 (m, 6H); 1,34 (t, J= 6,5 Hz,
2H); 1,26-1,20 (m, 6H); 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) : & 171,08;
169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,26; 69,76; 69,69; 69,56; 69,09; 58,02; 52,99; 50,20; 38,63;
38,47; 34,76; 30,92; 28,77; 25,89; 25,73; 21,98; 21,19; 13,83. RMN *°F (375 MHz, DMSO-ds):
5-80,2 (3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6 (2F); -123,2 (2F); -125,7 (2F). CLHP (XTerra, Waters,
RP18) tg (min) : 17,3 ; pureté de 97,1 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour CeoH104F13N6O21
: M,, = 1482,6586 g/mol ; M,,= 1496,2350 g/mol ; PDI = 1,009

FsHsPEG750 (16).
R F H ©
|
FF 5 9 I-NI
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A une solution de 14b (100 mg; 0,16 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG750-Propargyl (147 mg; 0,16 mol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (5 mL), est ajouté
CuS04.5H,0¢s) (12 mg; 0,05 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (20 mg ; 0,1
mmol ; 0,6 équiv.) dans I’eau (5 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé a I’abri
de la lumiére et laissé pendant 24 h a t.a. sous atmosphére d’argon. Les solvants sont ensuite
évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, |a résine Chelex”100 est
ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite agitée
vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution polymérique. Le
milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut est par la suite

purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH). Les
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fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est dilué dans
de I'eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 16 (203 mg ; 84 %) sous forme d’une
poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,48. Tf: 75-83 °C.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) : 6 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,07 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,6
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,69 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 70H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J= 5,8
Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,45-2,36 (m, 6H); 1,33 (t, J= 6,6 Hz,
2H); 1,30-1,23 (m, 10H); 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-d;) : & 171,08;
169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,26; 69,76; 69,57; 69,09; 58,02; 52,99; 50,19; 38,63; 38,47;
34,76; 31,22; 28,77; 28,68; 28,61; 26,23; 25,72; 22,04; 21,19; 13,87. RMN °F (375 MHz,
DMSO-ds) : & -80,3 (3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,7 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 18,2 ; pureté de 95,4 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour Ce2H10sF13N6O21
: M,, =1511,9971 g/mol ; M,,= 1524,4438 g/mol ; PDI = 1,008

FsHsPEG2000 (17).

A une solution de 14a (85 mg ; 0,14 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG2000-Propargyl (296 mg; 0,14 mol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (1 mL), est ajouté
CuS04.5H;0(s) (11 mg; 0,04 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite

purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (17 mg;
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0,09 mmol ; 0,6 équiv.) dans I'’eau (1 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé a
I’abri de la lumiére et laissé pendant 18 h a t.a. sous atmospheére d’argon. Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut
est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 %
MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est
dilué dans de I’eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 17 (322 mg ; 86 %) sous forme
d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,12. Tf: 56,3-64,3 °C.

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) : 6 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,07 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,8
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,3 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 170H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J=
5,8 Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,46-2,36 (m, 6H); 1,34 (t, J= 6,5
Hz, 2H); 1,28-1,20 (m, 6H); 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) :  171,08;
169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,26; 69,77; 69,57; 69,09; 58,03; 52,99; 50,20; 38,64; 38,47;
34,76; 30,93; 28,78; 25,89; 25,73; 21,98; 21,19; 13,83. RMN *°F (375 MHz, DMSO-dp) : 6 -80,2
(3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min): 16,9 ; pureté de 98,2 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour C110H204F13N6O4s
: M,, =2574,0769 g/mol ; M,,= 2600,0388 g/mol ; PDI = 1,010
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FsHsPEG2000 (18).

A une solution de 14b (100 mg ; 0,16 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG2000-Propargyl (332 mg; 0,16 mol ; 1 équiv.) dans le THF anhydre (2,5 mL), est ajouté
CuS04.5H,;0() (16 mg; 0,05 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (23 mg; 0,1
mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (2,5 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé a
I’abri de la lumiére et laissé pendant 22 h a t.a. sous atmosphere d’argon. Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex®100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut
est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 %
MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est
dilué dans de I’eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 18 (314 mg ; 74 %) sous forme
d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,11. Tf: 57,7-70,0 °C.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,06 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,90 (d, J= 5,5
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 170H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J=
5,8 Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,45-2,36 (m, 10H); 1,34 (t, J= 6,7
Hz, 2H); 1,32-1,23 (m, 10H); 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds) : 5 171,08;
169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,27; 69,77; 69,57; 69,10; 58,03; 52,99; 50,20; 38,64; 38,48;
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34,76; 31,23; 28,81; 28,69; 28,62; 26,24; 25,73; 22,06; 21,20; 13,89. RMN *°F (375 MHz,
DMSO-de) : 6 -80,2 (3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,7 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) :18,3, pureté de 97,6% a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour C112H20sF13N6O4s
. M, = 2582,4595 g/mol ; My= 2609,6610 g/mol ; PDI =1,010

tert-butyl (1-(dodecylamino)-3-hydroxy-1-oxopropan-2-yl)carbamate (19).

T

OH

A une solution de Boc-L-sérine (2 g ; 9,75 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (60 mL)
est ajouté HOBt (1,32 g; 9,75 mmol ; 1 équiv.) a 0 °C. Le pH du milieu réactionnel est ensuite
ajusté a 8-9 avec le réactif N-méthylmorpholine. Aprés 5 min d’agitation, le 1-dodécylamine
(2,47 mL; 10,73 mmol ; 1,1 équiv.) est ajouté au milieu réactionnel. 10 min plus tard, DCC
(2,21 g; 10,73 mmol ; 1,1 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu réactionnel est
maintenu a 0 °C pendant 1 h, puis il est laissé revenir a t.a. pendant 17 h. La réaction est
arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(sq) saturée (40 mL), puis le THF est évaporé sous
pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du AcOEt (3x). Les phases
organiques réunies sont lavées avec une solution de NaCl(q) saturée, séchées sur MgSQOa(s)
anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le composé 19 (2,86 g ; 76
%) sous forme d’une poudre blanche aprés purification sur chromatographie flash
(cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v) = 0,39. Tf: 64,3-65,0 °C.

RMN H (400 MHz, CDs0D) : 6 4,08 (m, 1H); 3,72 (d, J = 5,2 Hz, 2H); 3,26-3,12 (m, 2H); 1,51 (t,

J=6,6 Hz, 2H); 1,45 (s, 9H); 1,30 (m, 18H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDs0D)
. § 173,0; 157,7; 80,7; 63,3; 58,2; 40,5; 33,1; 30,77; 30,72; 30,71; 30,69; 30,5 (2xCH.); 30,4;
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28,7 (3xCHs); 27,9; 23,7; 14,4. HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CzoHa1N204 =
373,3074; trouvé = 373,3069.

2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(dodécylamino)-3-oxopropyl méthanesulfonate (20).

L
O N_ Y
>y
(0]
?

A une solution de Boc-L-sérine (500 mg; 2,43 mmol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (10
mL) est ajouté HOBt (328 mg; 2,43 mmol ; 1 équiv.) a 0 °C. Le pH du milieu réactionnel est
ensuite ajusté a 8-9 avec le réactif N-méthylmorpholine. Aprés 5 min d’agitation, le 1-
dodécylamine (0,32 mL; 2,43 mmol ; 1 équiv.) est ajouté au milieu réactionnel. 10 min plus
tard, DCC (527 mg; 2,55 mmol; 1,05 équiv.) est ajouté portion par portion. Le milieu
réactionnel est maintenu a -10 °C pendant 1 h, puis il est laissé revenir a t.a. pendant 18 h. La
réaction est arrétée par ajout d’une solution de NH4Cl(aq) saturée (40 mL), puis le THF est
évaporé sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du AcOEt (3x). Les
phases organiques réunies sont lavées avec une solution de NaCl(q) saturée, séchées sur
MgSOas) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le composé brut
19 (883 mg; 2,28 mmol; 1 équiv.) réutilisé tel quel sans étape de purification.
Rf (cyclohexane/AcOEt, 6:4 v/v) = 0,30. Le composé brut 19 (883 mg; 2,28 mmol ; 1 équiv.)
est ensuite solubilisé dans du DCM anhydre (10 mL). Le milieu réactionnel est refroidi a -10 °C
et EtsN (0,30 mL; 2,26 mmol ; 1,2 équiv.) est ajouté ; puis I'ensemble est placé dans une
atmosphere d’argon pendant 10 min. MsCl (0,21 mL; 2,26 mmol ; 1,2 équiv.) est ensuite
ajouté au goutte-a-goutte a travers un septum. Le milieu réactionnel est laissé a -10 °C
pendant 1 h3 0, puis le THF est évaporé sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite
extrait avec AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec une solution de

NaCl(aq) saturée (2x), séchées sur MgS0as) anhydre, filtrées et concentrées sous pression
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réduite. Le produit brut est ensuite purifié par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3
v/v) pour obtenir le composé 20 (532 mg; 49 %) sous forme d’une poudre blanche.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,31. Tf: 95,8-96,3 °C.

RMN !H (400 MHz, CDCls) : § 6,34 (m, 1H); 5,30 (m, 1H); 4,67-4,64 (dd, J = 4,2 Hz, J = 10,2 Hz,
1H); 4,45 (m, 1H); 4,36-4,32 (dd, J = 4,7 Hz, J = 10,2 Hz, 1H); 3,26 (q, / = 6,7 Hz, 2H); 3,05 (s,
3H); 1,50 (m, 2H); 1,47 (s, 9H); 1,29-1,25 (m, 18H); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCls) : 6 168,18; 155,54, 81,36; 69,16; 53,55; 39,98; 37,44; 32,05; 29,77; 29,75, 29,72; 29,65;
29,56; 29,48; 29,39; 28,37 (3xCHs); 26,95; 22,82; 14,25.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z : [M + H] * calculé pour C21H43N,06S = 451,2836; trouvé = 451,2853.

tert-butyl (3-azido-1-(dodecylamino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate (21).

TN

N3

A une solution de 20 (2,53 g; 5,62 mmol; 1 équiv.) dans le DMF anhydre (60 mL) est
ajouté NaNsz) (1,09 g; 16,86 mmol ; 3 équiv.) portion par portion. Le milieu réactionnel est
agité et chauffé a 70 °C pendant 15 h. Le DMF est ensuite évaporé sous pression réduite. Le
milieu résiduel est extrait avec AcOEt (3x). Les organiques réunies sont lavées avec de I'eau,
séchées sur Na;SOas) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite pour donner le
composé 21 (1,87 g ; 83 %) sous forme d’'une poudre blanche apres purification par
chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 8:2 v/v) = 0,26. Tf: 67,0-67,3 °C.

RMN !H (400 MHz, CDCl3) : 6 6,26 (m, 1H); 5,24 (m, 1H); 4,22 (m, 1H); 3,87-3,83 (dd, J = 4,5

Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,53-3,48 (dd, J = 5,9 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,27 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 1,51 (t,
J=7,0 Hz, 2H); 1,46 (s, 9H); 1,29-1,25 (m, 18H); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz,
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CDCls) : 6 169,29; 155,51; 80,99; 53,84; 52,30; 39,93; 32,05; 29,77, 29,75; 29,71; 29,65; 29,56;
29,48; 29,39; 28,40 (3xCH3); 26,96; 22,82; 14,25.
HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C20Ha0NsO3 = 398,3126; trouvé = 398,3133.

HzN-Ser(Ng)-le (22).

H
N3

it
H2N\L\‘\J\N/\/\/\/\/\/\

Le composé 21 (938 mg; 2,36 mmol ; 1 équiv.) est solubilisé portion par portion a 0 °C
dans un mélange DCM/TFA (1:1 v/v). Le milieu réactionnel est ensuite agité a t.a. pendant 3 h
puis les solvants sont co-évaporés avec Et,0 (3x). Le produit brut 22 est obtenu sous forme
d’une huile avec un rendement quantitatif (933 mg) et est utilisé tel quel pour la prochaine
étape de synthése sans étape de purification.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 5:5 v/v) = 0,15.

RMN H (400 MHz, CDsOD) : & 3,99-3,96 (m, 1H); 3,87-3,83 (dd, J = 4,3 Hz, J = 13,5 Hz, 1H);
3,79-3,74 (dd, J = 7,0 Hz, J = 13,4 Hz, 1H); 3,28-3,18 (m, 2H); 1,54 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 1,33-1,29
(m, 18H); 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CD;OD) : § 167,11; 53,74; 52,24; 40,82;
33,04; 30,750; 30,71; 30,69; 30,44; 30,37; 30,20; 27,92; 23,70; 14,40.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour C1sH3,NsO = 298,2501; trouvé = 298,2615.
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Fs-Ser(Ns)-Hiz (23a).

F F H (l)
F
F ' o 1 H
N3

A une solution de 22 (933 mg; 3,14 mmol; 1 équiv.) dans un mélange THF/DMF
anhydre (46 mL, 8:1 v/v), EtsN (0,55 mL ; 6,27 mmol ; 2 équiv.) est ajouté au goutte-a-goutte
et le mélange est agité pendant 5 min a t.a. La réaction est ensuite refroidie a 0 °C, puis le
réactif 2H,2H,3H,3H-acide perfluorononanoique (2 g ; 4,07 mmol ; 1,05 équiv.) est ajouté en
une seule portion. 10 min plus tard, PyBOP (2,43 g ; 4,67 mmol ; 1,5 équiv.) est ajouté portion
par portion. Le milieu réactionnel est maintenu a 0 °C pendant 30 min, puis il est laissé revenir
a t.a. pendant 12 h. La réaction est arrétée par ajout d’'une solution de NH4Cl(aq) Saturée, puis
les solvants sont évaporés sous pression réduite. Le milieu résiduel est ensuite extrait avec du
AcOEt (3x). Les phases organiques réunies sont lavées avec des solution de NaHCO3(aq) et
NaClaq) saturées, séchées sur MgSQ0s(s) anhydre, filtrées et concentrées sous pression réduite
pour donner le composé 23a (3,54 g; 54 %) sous forme d’une poudre blanche apres
purification par chromatographie flash (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v).

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,39. Tf: 115,4-116,8 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls) : & 6,56 (d, J = 7,1 Hz, 1H); 6,14 (m, 1H); 4,51 (q, J = 6,1 Hz, 2H);
3,78-3,74 (dd, J = 4,5 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,52-3,47 (dd, J = 7,0 Hz, J = 12,1 Hz, 1H); 3,27 (m,
2H); 2,56-2,46 (m, 2H); 1,51 (m, 2H); 1,28-1,25 (m, 18H); 0,87 (t, J = 6,4 Hz, 3H). RMN 3C (100
MHz, CDCls) : 6 170,26; 168,66; 80,99; 52,57; 51,93; 40,14; 32,05; 29,77 (2xCH,); 29,72; 29,66;
29,48 (2xCH,); 29,37; 27,15; 26,96; 26,70; 22,82; 14,23. RMN °F (375 MHz, CDCls) : & -80,8
(3F); -114,6 (2F); -121,7 (2F); -121,9 (4F); -122,7 (2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z : [M + H] * calculé pour CasHasF17NsO; = 772,2514; trouvé = 772,2551.
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Fs-Ser(N3)-Hs (23b).

R F H ?
F
F ' o 1 H
N3

Le composé 23b (1,28 g ; 60 %) est obtenu apres purification par chromatographie flash
(cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) sous forme d’une poudre blanche, a partir de 725 mg du
composé 13b (3 mmol) en suivant le protocole décrit pour la synthése du composé 23a.

Rf (cyclohexane/AcOEt, 7:3 v/v) = 0,33. Tf: 111,3-113,4 °C.

RMN H (400 MHz, €DCls) : 6 6,57 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 6,15 (t, J = 5,0 Hz,1H); 4,51 (m, 2H);
3,78-3,74 (dd, J = 4,7 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,52-3,47 (dd, J = 7,0 Hz, J = 12,2 Hz, 1H); 3,27 (m,
2H); 2,59-2,44 (m, 2H); 1,51 (t, J = 7,0 Hz,1H); 1,30-1,26 (m, 18H); 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN
13C (100 MHz, CDCl3) : § 170,27; 168,68; 52,57; 51,94; 40,13; 31,89; 29,47; 29,30 (2xCH,);
27,13; 26,95; 26,69; 22,75; 14,17. RMN *°F (375 MHz, CDCls) : 6 -80,7 (3F); -114,5 (2F); -121,7
(2F); -121,9 (4F); -122,7 (2F); -123,4 (2F); -126,1 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CxoH27F13Ns0; = 716,1888; trouvé = 716,1908.

FsHsPEG750 (24).

FF H ©
J
FMN\[J\N/\/\/\/\
F £ 7 0 H

A une solution de 23b (117 mg ; 0,16 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-

PEG750-Propargyl (150 mg; 0,16 mol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (3,3 mL), est ajouté
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CuS04.5H,0(5) (12 mg; 0,05 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (20 mg ; 0,1
mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (1,7 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé a
I’abri de la lumiére et laissé pendant 20 h a t.a. sous atmospheére d’argon. . Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique. Le milieu est ensuite filtré. Le produit brut est par la suite purifié par
chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH). Les fractions pures
collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est dilué dans de I'’eau milli-Q
et lyophilisé pour donner le composé 24 (215 mg ; 83 %) sous forme d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,11. Tf: 98-103°C.

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,47 (d, J= 8,2 Hz, 1H); 8,06 (t, J= 5,7 Hz, 1H); 7,91 (d, J=5,6
Hz, 1H); 7,66 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 74H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,23 (s, 3H); 3,18 (q, /= 5,8
Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,46-2,36 (m, 6H); 1,34 (t, J= 6,7 Hz,
2H); 1,22 (m, 10H); 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) : & 171,06; 169,53;
167,93; 145,76; 122,45; 71,25, 69,75, 69,55, 69,53; 69,08; 58,00; 52,99; 50,17; 38,61; 38,46,
34,76; 31,21; 28,79; 28,67; 28,60; 26,21; 26,72; 22,03; 21,18; 13,85. RMN *°F (375 MHz,
DMSO-ds) : 6 -80,2 (3F); -113,6 (2F); -121,5 (2F); -121,7 (4F); -122,5 (2F); -123,2 (2F); -125,7
(2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 20,9 ; pureté de 96,6 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour CesH107F17N6O20
: M,, =1590,6408 g/mol ; M,,= 1598,8973 g/mol ; PDI =1,005
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FsH12PEG750 (25).

0
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15
A une solution de 23a (232 mg ; 0,30 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG750-Propargyl (276 mg; 0,30 mol; 1 équiv.) dans le THF anhydre (7,5 mL), est ajouté
CuS04.5H,;0(5) (23 mg; 0,09 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (38 mg;
0,18 mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (2,5 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé
a I'abri de la lumiére et laissé pendant 16 h a t.a. sous atmospheére d’argon. Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut
est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 %
MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est
dilué dans de I’eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 25 (428 mg ; 88 %) sous forme

d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,12. Tf: 56,3-64,3 °C.

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) : 6 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,07 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,8
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,3 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 191H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J=
5,8 Hz, 2H); 3,02 (g, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,46-2,36 (m, 6H); 1,34 (t, )= 6,5
Hz, 2H); 1,28-1,20 (m, 6H); 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) : 6 171,08;
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169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,26; 69,77; 69,57; 69,09; 58,03; 52,99; 50,20; 38,64; 38,47;

34,76; 30,93; 28,78; 25,89; 25,73; 21,98; 21,19; 13,83. RMN °F (375 MHz, DMSO-ds) : & -80,2

(3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 24,0 ; pureté de 98,7 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour CesH115F17N6O20
: M,, =1579,5037 g/mol ; M,,= 1583,3888 g/mol ; PDI =1,002

FsHsPEG2000 (26).

M 1('1”/\/\/\/\

N’N

=

NH
O/\
%
42

A une solution de 23b (114 mg ; 0,16 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-PEG2000-
Propargyl (325 mg; 0,17 mol; 1,1 équiv.) dans le THF anhydre (7,5 mL), est ajouté
CuS04.5H;0(s) (12 mg; 0,05 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite
purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (19 mg; 0,1
mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (2,5 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé a
I’abri de la lumiéere et laissé pendant 15 h a t.a. sous atmosphere d’argon. Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut
est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 %

MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est
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dilué dans de I'eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 26 (389 mg ; 89 %) sous forme
d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,12. Tf: 56,3-64,3 °C

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,07 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,8
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,3 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 191H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J=
5,8 Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H): 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,46-2,36 (m, 6H); 1,34 (t, J= 6,5
Hz, 2H): 1,28-1,20 (m, 6H); 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) : 6 171,08;
169,54; 167,94, 145,77; 122,46; 71,26; 69,77; 69,57; 69,09; 58,03; 52,99; 50,20; 38,64; 38,47,
34,76; 30,93; 28,78; 25,89; 25,73; 21,98; 21,19; 13,83. RMN *°F (375 MHz, DMSO-ds) : & -80,2
(3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 20,4 ; pureté de 96,4% a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour C116H211F17N6Oas
: M,, = 2686,0645 g/mol ; M,,= 2714,7375 g/mol ; PDI =1,011

FsH1,PEG2000 (27).
1
M I\J\N 0 N N N NN
N'N
HNH
(0] \OK

X

42

A une solution de 23a (112 mg ; 0,15 mmol ; 1 équiv.) et du réactif commercial MeO-
PEG2000-Propargyl (325 mg; 0,16 mol ; 1,1 équiv.) dans le THF anhydre (7,5 mL), est ajouté
CuS04.5H;0(5) (11 mg; 0,04 mmol ; 0,3 équiv.) sous agitation. Le milieu réactionnel est ensuite

purgé avec de I'argon pendant 5-10 min. Puis une solution d’ascorbate de sodium (17 mg ;
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0,09 mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (2,5 mL) est ajoutée. Le milieu réactionnel est ensuite placé
a I'abri de la lumiére et laissé pendant 16 h a t.a. sous atmosphere d’argon. Les solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est solubilisé MeOH. Puis, la résine
Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution méthanolique. Celle-ci est ensuite
agitée vigoureusement pendant 12 h pour retirer les traces de cuivre de la solution
polymérique. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le produit brut
est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-20, 100 %
MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est
dilué dans de I’eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 27 (356 mg ; 88 %) sous forme
d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,12. Tf: 56,3-64,3 °C.

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds) : 6 8,47 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 8,07 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 7,91 (d, J= 5,8
Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 4,70 (m, 1H); 4,62-4,57 (dd, J= 5,4 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,42-4,37 (dd,
J=8,3 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 3,69-3,41 (m, 191H); 3,38 (t, J= 5,9 Hz, 2H); 3,24 (s, 3H); 3,19 (q, J=
5,8 Hz, 2H); 3,02 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 2,78 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 2,46-2,36 (m, 6H); 1,34 (t, J= 6,5
Hz, 2H); 1,28-1,20 (m, 6H); 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) :  171,08;
169,54; 167,94; 145,77; 122,46; 71,26; 69,77; 69,57; 69,09; 58,03; 52,99; 50,20; 38,64; 38,47;
34,76; 30,93; 28,78; 25,89; 25,73; 21,98; 21,19; 13,83. RMN *°F (375 MHz, DMSO-dp) : 6 -80,2
(3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 20,4 ; pureté de 96,4 % a 214 nm.

SM (MALDI-TOF) m/z : Moyennes M,, and M,,, depuis [M + H]* calculées pour C120H219F17N6Oas
: M,, = 2758,9181 g/mol ; M,,= 2785,6589 g/mol ; PDI =1,010
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FsHsGlu(OAc)4 (28).

A une solution de 14a (50 mg; 0,09 mmol ; 1 équiv.) et de 2-Propynyl 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-glucopyranoside!” (36 mg ; 0,09 mmol ; 1,1 équiv.) dans le THF anhydre (0,67 mL),
est ajouté CuS04.5H,;0() (6 mg; 0,02 mmol; 0,3 équiv.) sous agitation. Puis une solution
d’ascorbate de sodium (10 mg ; 0,05 mmol ; 0,6 équiv.) dans I’eau (0,33 mL) est ajoutée. Le
milieu réactionnel est ensuite placé a I'abri de la lumiére et laissé pendant 12 h a t.a. sous
atmosphere d’argon. Les solvants sont ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est
solubilisé MeOH. Puis, la résine Chelex100 est ajoutée portion par portion dans la solution
méthanolique. Celle-ci est ensuite agitée vigoureusement pendant 3 h pour retirer les traces
de cuivre dans le milieu. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le
produit brut est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (SephadexLH-
20, 100 % MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le
résidu est dilué dans de I'eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 28 (74 mg ; 75 %)
sous forme d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt, 100 %) = 0,67. Tf: 162,5-162,8 °C.

RMN H (400 MHz, CDCls) : 6 7,67 (s, 1H); 6,94 (d, J= 7,5 Hz, 1H); 6,45 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 5,20
(t, J= 9,5 Hz, 1H); 5,09 (t, J= 9,7 Hz, 1H); 4,99-4,95 (m, 1H); 4,94-4,79 (m, 4H); 4,66 (d, J= 7,9
Hz, 1H); 4,60-4,56 (dd, J= 4,7 Hz, J= 13,8 Hz, 1H); 4,28-4,23 (dd, J= 4,6 Hz, J= 12,4 Hz, 1H);
4,20-4,16 (dd, J= 2,3 Hz, J= 12,3 Hz, 1H); 3,75-3,70 (m, 1H); 3,24-3,10 (m, 2H); 2,65-2,41 (m,
4H); 2,11 (s, 3H); 2,02 (m, 6H); 1,99 (s, 3H); 1,42 (t, J= 6,9 Hz, 2H); 1,30-1,23 (m, 6H); 0,87 (t,
J= 6,4 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) : & 170,9; 170,8; 170,3; 169,7; 169,5; 168,0; 125,2;
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100,1; 72,8; 72,1; 71,5; 68,5; 62,9; 61,9; 53,2; 50,8; 40,0; 31,5; 29,3; 27,2; 26,8; 26,6; 22,6;
20,9 (3xCHs); 20,8 (3xCH3); 20,7 (3%xCHs); 20,7; 14,1. RMN *°F (375 MHz, CDCls) : 6 -80,3 (3F);
-113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,7 (2F); -123,2 (2F); -125,8 (2F).

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour CssHasF13NsO12 = 974,2852; trouvé = 974,2874.

FngG/U(OAC)z; (29).
R F H 9
PP 5 0 \L K
N °N
\\&O
(0]
AcO OAc
OREC

A une solution de 14b (50 mg ; 0,08 mmol ; 1 équiv.) et du 2-Propynyl 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-glucopyranoside!’® (34 mg ; 0,09 mmol ; 1,1 équiv.) dans le THF anhydre (0,67 mL),
est ajouté CuSO4.5H,0() (6 mg; 0,02 mmol; 0,3 équiv.) sous agitation. Puis une solution
d’ascorbate de sodium (10 mg; 0,05 mmol ; 0,6 équiv.) dans I'eau (0,33 mL) est ajoutée. Le
milieu réactionnel est ensuite placé a I'abri de la lumiere et laissé pendant 12 h a t.a. sous
atmosphere d’argon. Les solvants sont ensuite évaporés sous pression réduite, et le résidu est
solubilisé MeOH. Puis, la résine Chelex”100 est ajoutée portion par portion dans la solution
méthanolique. Celle-ci est ensuite agitée vigoureusement pendant 3 h pour retirer les traces
de cuivre dans le milieu. Le milieu est ensuite filtré et concentré sous pression réduite. Le
produit brut est par la suite purifié par chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex’LH-
20, 100 % MeOH). Les fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le
résidu est dilué dans de I'eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 29 (94 mg ; 87 %)
sous forme d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt, 100 %) = 0,71. Tf: 172,3-172,6 °C.
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RMN *H (400 MHz, CDCls) : & 7,67 (s, 1H); 6,95 (d, J= 7,6 Hz, 1H); 6,47 (t, J= 5,6 Hz, 1H); 5,20

(t, J= 9,5 Hz, 1H); 5,09 (t, J= 9,7 Hz, 1H); 4,99-4,95 (m, 1H); 4,94-4,79 (m, 4H); 4,66 (d, J= 7,9

Hz, 1H); 4,61-4,56 (dd, J= 4,9 Hz, J= 13,9 Hz, 1H); 4,28-4,23 (dd, J= 4,6 Hz, J= 12,4 Hz, 1H);

4,20-4,16 (dd, J= 2,4 Hz, J= 12,3 Hz, 1H); 3,75-3,70 (m, 1H); 3,24-3,10 (m, 2H); 2,63-2,41 (m,

4H); 2,10 (s, 3H); 2,02 (m, 6H); 1,99 (s, 3H); 1,42 (t, J= 6,8 Hz, 2H); 1,30-1,24 (m, 10H); 0,87 (t,

J=6,9 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCl3) : § 170,9; 170,8; 170,3; 169,6; 169,5; 168,0; 144,4;

125,1; 100,1; 72,8; 72,1; 71,4; 68,5; 63,0; 61,9; 53,2; 50,7; 40,0; 31,9; 29,3 (2xCHy); 29,2; 27,1;

26,9 ; 26,5 ; 22,7 ; 20,9 (3xCHs); 20,8 (3xCHs); 20,7 (3xCHs); 14,1. RMN °F (375 MHz, CDCls) :

6 -80,8 (3F); -114,5 (2F); -121,8 (2F); -122,8 (2F); -123,5 (2F); -126,1 (2F).
HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Cs7HagF13NsO12 = 1002,3165; trouvé

1002,3179.

A une solution de 28 (314 mg; 0,32 mmol ; 1 équiv.) dans le MeOH (3 mL) est ajouté

FsHs_Glucose (30).

le méthanolate de sodium MeONa (18 mg ; 0,33 mmol ; 1 équiv.). La réaction est laissée a t.a.

pendant 24 h sous agitation. Apreés la conversion compléte de 28, la résine IRC50 est ajouté

portion par portion au milieu réactionnel, puis la solution est agitée vigoureusement pendant

30 min pour obtenir un pH acide a ~4. Le milieu réactionnel est ensuite filtré puis la résine est
rincée deux fois avec du MeOH chaud. Le filtrat est ensuite concentré sous pression réduite.Le

produit brut est purifié par chromatographie d’exclusion (Sephadex’LH-20, 100 % MeOH). Les

fractions pures collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est dilué dans
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de I’eau milli-Q et lyophilisé pour donner le composé 30 (224 mg ; 86 %) sous forme d’une
poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH/eau, 7:2:1 v/v) = 0,71. Tf: 149,9-155,1 °C.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,50 (d, J= 8,3 Hz, 1H); 8,08 (m, 1H); 7,98 (s, 1H); 5,00-4,98
(m, 1H); 4,93-4,90 (m, 2H); 4,82-4,78 (dd, J= 3,3 Hz, J= 12,2 Hz, 1H); 4,76-4,70 (m, 1H);
4,68-4,58 (m, 3H); 4,55-4,52 (m, 1H); 4,49-4,43 (dd, J= 8,2 Hz, J= 13,7 Hz, 1H); 4,23 (d, J= 7,8
Hz, 1H); 3,72-3,68 (dd, J= 6,2 Hz, J= 11,6 Hz, 1H); 3,49-3,43 (m, 1H); 3,16-3,10 (m, 2H);
3,07-2,99 (m, 3H); 2,98-2,94 (m, 1H); 2,47-2,33 (m, 4H); 1,35 (t, J= 6,5 Hz, 2H); 1,28-1,20 (m,
6H); 0,85 (t, J= 6,9 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) : § 169,6; 167,9; 143,5; 124,8; 102,0;
76,9; 76,7; 73,4; 70,1; 61,3; 61,1; 52,9; 50,3; 38,7; 30,9; 28,8; 25,9; 25,7 (2xCHs); 21,9; 13,8,
RMN *°F (375 MHz, DMSO-ds) : 6 -80,2 (3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,7 (2F); -123,2 (2F); -
125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 14,5 ; pureté de 96,1 % a 214 nm.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Ca7H37F13NsOg = 806,2429; trouvé = 806,2434.

FsHs_Glucose (31).

A une solution de 29 (131 mg; 0,13 mmol ; 1 équiv.) dans le MeOH (3 mL) est ajouté
MeONa (7 mg; 0,13 mmol ; 1 équiv.). La réaction est laissée a t.a. pendant 12 h sous agitation.
Apreés la conversion compléete de 29, la résine IRC50 est ajouté portion par portion au milieu
réactionnel, puis la solution est agitée vigoureusement pendant 30 min pour obtenir un pH

acide a ~4. Le milieu réactionnel est ensuite filtré puis la résine est rincée deux fois avec du
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MeOH chaud. Le filtrat est ensuite concentré sous pression réduite.Le produit brut est purifié
par chromatographie d’exclusion (Sephadex’LH-20, 100% MeOH). Les fractions pures
collectées sont évaporées sous pression réduite, puis le résidu est dilué dans de I'’eau milli-Q
et lyophilisé pour donner le composé 31 (94 mg ; 87 %) sous forme d’une poudre blanche.

Rf (AcOEt/MeOH, 9:1 v/v) = 0,22. Tf: 175,9-176,2 °C.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : & 8,50 (d, J= 8,3 Hz, 1H); 8,08 (m, 1H); 7,98 (s, 1H); 5,00-4,99
(m, 1H); 4,93-4,90 (m, 2H); 4,82-4,78 (dd, J= 3,2 Hz, J= 12,2 Hz, 1H); 4,75-4,70 (m, 1H);
4,68-4,58 (m, 3H); 4,56-4,52 (m, 1H); 4,49-4,43 (dd, J= 8,3 Hz, J= 13,7 Hz, 1H); 4,23 (d, )= 7,8
Hz, 1H); 3,72-3,67 (dd, J= 6,2 Hz, J= 10,1 Hz, 1H); 3,48-3,43 (m, 1H); 3,16-3,10 (m, 2H);
3,07-2,99 (m, 3H); 2,98-2,94 (m, 1H); 2,47-2,33 (m, 4H); 1,34 (t, J= 6,6 Hz, 2H); 1,29-1,23 (m,
10H); 0,85 (t, J= 6,8 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) : 6§ 169,6; 167,9; 143,5; 124,8;
102,0; 76,9; 76,7; 73,3; 70,0; 61,3; 61,1; 52,9; 50,3; 38,7; 31,2; 28,8; 28,7 ; 28,6 ; 26,2; 25,7
(2xCHs); 22,0; 13,9. RMN *°F (375 MHz, DMSO-ds) : 6 -80,2 (3F); -113,6 (2F); -121,7 (2F); -122,6
(2F); -123,1 (2F); -125,8 (2F).

CLHP (XTerra, Waters, RP18) tg (min) : 15,8 ; pureté de 96,9 % a 214 nm.

HRSM (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H] * calculé pour Co9Ha1F13NsOg = 834,2742; trouvé = 834,2757.

1.3 Détermination des parameétres de polymérisation des dérivés PEGylés

Rl

*» Degrés moyens de polymérisation en nombre DP,, et en masse DP,,

Les tensioactifs hybrides F-H PEGylés possédent des chaines polymériques PEG-OMe
qui peuvent avoir des distributions de longueur de chaines différentes avec un nombre de
motifs moyen d’oxyde d’éthyléne & déterminer en nombre DP, et en masse DP,, avec les
équations suivantes (M.1) et (M.2) :

__Z,_I, X Nj

DPn = W (Ml)
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_ 12 X N;
DPWZL
2il X N;

(M.2)

Ou i représente le degré de polymérisation et N; le nombre de molécules ayant le
méme degré de polymérisation i. Chaque pic de rapport m/z de la molécule au degré de
polymérisation i est espacé d’environ 44 g/mol. Les pics secondaires espacés d’environ 22 et
38 g/mol sont caractéristiques d’'un complexe avec le sodium Na ou le potassium K
respectivement. Les degrés de polymérisation i sont attribués pour chaque pic de rapport m/z
par rapport au calcul théorique de la masse molaire du tensioactif hybride F-H s’il contenait

100% de molécules N; au degré de polymérisation i.

L'intensité des pics étant proportionnel au nombre de molécules N;, il est alors possible
de remplacer N; dans les équations (M.1) et (M.2) par I'intensité donnée par le spectre MALDI-

TOF pour chaque pic (cf. Figure M-1).
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Figure M-1. Identification des pics de rapport m/z avec leur degré de polymérisation i associé du tensioactif
hybride F-H FsHsPEG750.
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Il est également possible de corroborer ces résultats avec la RMN, en divisant par 4

protons d’un motif oxyde d’éthyléne, le nombre total de protons des pics correspondant a la

répétition de ce motif (cf. Figure M-2).
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Figure M-2. Identification des protons Ha et Hy de la chaine PEG pour le calcul du DP,, du tensioactif hybride
F—H FsHsPEG750.

On obtient un DB, d’environ 17,6 pour le tensioactif FeHsPEG750. Les résultats pour

chaque tensioactif figurent en Tableau M-1 :

Tensioactifs FsHsPEG750 FsHsPEG750 FsHsPEG2000 FsHsPEG2000
DP, 16,8 16,8 41,6 41,1
DP,, RMN 18,0 17,6 42,4 42,5
ppP,, 17,4 17,4 42,4 42,0

Tensioactifs FsHsPEG750 FsH1.PEG750 FsHsPEG2000 FsH1.PEG2000
DP, 16,3 14,8 41,2 41,6
DP,, RMN 17,2 14,9 42,5 48,3
DP,, 16,7 15,0 42,2 42,5

Tableau M-1. Résultats pour le DP,, et le DP,, des tensioactifs hybrides F-H PEGylés.
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Les résultats de DP, avec les techniques de RMN et de spectrométrie de masse MALDI-
TOF permettent de confirmer un degré de polymérisation de 17 et de 42 pour les dérivés
PEG750 et PEG2000 des tensioactifs de la série Fe. Le DP,, permet de rendre compte des
variations possibles du degré de polymérisation i liées a la masse molaire M; de chaque entité
N et va dans le sens des résultats trouvés pour le DP,.

Pour la série Fg, les résultats de DP, sont également similaires entre chaque technique
excepté pour FgH12PEG2000 avec 48 motifs trouvés en RMN contre 42 par spectrométrie de
masse MALDI-TOF. Bien que nous n’ayons pas plus d’explications sur la provenance de cette
valeur en RMN qui a été calculée pour un seul lot, cette différence de DP, est minime. De plus,
les résultats pour les dérivés PEG2000 sont similaires en spectrométrie de masse MALDI-TOF,
ces valeurs semblent donc plus fiables & prendre en compte. Le DP,, permet d’appuyer les
résultats trouvés pour le DP, avec environ 17 motifs pour FsHsPEG750, 15 motifs pour
FsH1,PEG750, et 42 motifs pour les dérivés PEG2000. La diminution du nombre de motifs pour

FsH1,PEG750 pourrait étre issue de la procédure de purification du lot par Sephadex LH-20.

% Détermination des masses moyennes en nombre M,,, en masse M,, et de I'indice
de polydispersité PDI

Pour compléter I'étude de ces tensioactifs PEGylés, il est utile de s’intéresser a la
polydispersité de I'échantillon analysé par MALDI-TOF. Ainsi, I'indice de polydispersité (PDI)
rend compte de la distribution plus ou moins étendue sur le spectre MALDI-TOF des composés
N;de masses M définies qui constitue I’entité polymoléculaire qu’est notre tensioactif hybride
F—H PEGylé. Le PDI est défini comme le rapport de la masse moléculaire moyenne en nombre
M,, sur celle en poids M,, en équation (M.3) :

PDI = —= (M.3)

n

=

M,, correspond a la moyenne pondérée des masses molaires M;par le nombre de molécules
Niayant le méme degré de polymérisation i. Tandis que M,, représente la moyenne pondérée
des masses molaires M; par la masse totale des molécules N; ayant le méme degré de

polymérisation i. Elles sont ainsi calculées a partir des équations suivantes (M.4) et (M.5) :
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W, = —ZiNé >1<vMi (M.4)
i N
_ N; X M;?
MW — Zl L L (M.S)
XiNi X M;

Les calculs ont pu étre réalisés a partir des données d’intensité de chaque rapport m/z

a une masse M, définie. Les résultats pour M,,, M,, et le PDI de chaque échantillon de

tensioactif hybride F—H figurent en Tableau M-2. Pour un polymere possédant un PDI égal a

1, cela signifie que toutes les entités polymoléculaires N; le constituant possedent le méme

degré de polymérisation i et donc M,, = M,,,. Il serait alors considéré comme polymere idéal.

MALDI-TOF FeHsPEG750 FeHsPEG750 FeHsPEG2000  FgHsPEG2000
M, 1512,0 2574,1 2582,5
M, 1524,4 2600,0 2609,7
PDI 1,008 1,010 1,011

MALDI-TOF FsHsPEG750 FsH1,PEG750  FsHsPEG2000  FsH1,PEG2000
M, 1579,5 2686,1 2758,9
M, 1583,4 2717,7 2785,7
PDI

1,002 1,011 1,010

Tableau M-2. Résultats pour le M,,, le M,, et le PDI pour les tensioactifs hybrides F-H PEGylés.

Les données finales d’indice de polydispersité pour chaque tensioactif révelent que les

différentes tétes PEG greffées sont tres peu polydisperses avec un PDI de 1,01.

2. Caractérisation des agrégats de tensioactifs hybrides F-H

2.1 Latensiométrie de surface (TS)

Les cmc, Yeme et AG°mic ONt été mesurées pour chaque tensioactif hybride F—H PEGylé et

les Imax, Amin ONt été mesurées pour la série Fs automatiquement par un tensiometre Kriss

K100 (Hambourg, Allemagne) via la méthode du plateau de Wilhelmy a 25 °C.
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Pour la série Fe, une solution stock de tensioactif est préparée dans une fiole jaugée de
25 mL dans I'eau milli-Q (26 uM ; 48 uM ; 137 uM et 377 uM pour FeHsPEG750, FsHsPEG2000,
FeHePEG750 et F¢H¢PEG2000 respectivement). Pour la série Fs., une solution stock de
tensioactif est préparée dans une fiole jaugée de 100 mL a 100 mg/L. A partir de cette solution
stock, 10 a 15 solutions de tensioactif de 0,001 mg/L a 100 mg/L sont préparées dans une
fiole jaugée de 20 mL.

Toutes les solutions d’échantillons sont laissées une nuit a température ambiante afin
de permettre une stabilisation des solutions colloidales. Puis 10 mL (série Fg) ou 20 mL (série
Fe) de la solution stock choisie sont prélevés précisément avec une pipette jaugée et sont
transvasés dans un cristallisoir adapté placé dans I'enceinte du tensiomeétre. La tension de
surface y est mesurée a l'aide de la plaque de Wilhelmy qui est brilée a la flamme avant

chaque utilisation.

Pour la série Fe, la solution stock est graduellement diluée automatiquement par un
volume constant a I'aide de dosimetres contrdlés par le logiciel Kriiss. Aprés chaque dilution,
la solution résultante est agitée 90 sec a I'aide d’un barreau aimanté avant de commencer la
mesure de la tension de surface.

Pour la série Fg, plusieurs mesures successives de la tension de surface y sont

effectuées toutes les 2 min pour chaque concentration préparée individuellement.

Chaque point est réalisé avec une valeur moyennée de tension de surface y de 8
mesures avec une déviation standard égale ou inférieure a £+ 0.5mN/m. L’acquisition de la
courbe de y en fonction du logarithme népérien de la concentration est réalisée avec 20-30
concentrations différentes sur le logiciel Kriiss pour la série Fs, et est réalisée avec 15
concentrations sur le logiciel Excel pour la série Fg. Des régressions linéaires sont faites sur les
deux régions distinctes présentes sur la courbe (pour la pente et le plateau) ol le point
d’intersection de ces droites est la valeur de cmc. Dans le cas de la série Fe, le logiciel Kriss
calcule automatiquement les autres parametres tels que Y eme, Fmax, Amin €t AG’mic. Dans le cas
de la série Fs, ycmc €t AG’mic Ont été déterminées par les équations des régressions linéaires et
par I'équation (l11.3) du Chapitre Ill respectivement. Les expériences ont été dupliquées pour

chaque tensioactif de la série F¢ et ont été faites une fois pour la série Fs.
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2.2 Latitration calorimétrique isotherme (TCl)

Les expériences en microcalorimétrie a haute sensibilité ont été réalisées a 25 °C avec
un microcalorimétre iTC200 (Malvern Instruments, Malvern, UK) pour les dérivés en FgHg, et
sur un microcalorimetre VP-ITC pour les dérivés en Fe¢Hg et FsHs (Malvern Instruments,
Malvern, UK). Toutes les solutions stocks ont été préparées dans I'eau milli-Q, a une
concentration de 0,12 mM; 0,3 mM; 0,6 mM et 2 mM pour FegHsPEG750, FsHsPEG2000,
FeHePEG750 et FgH¢PEG2000 respectivement et a 15 uM, 10 uM pour FsHsPEG2000 et

FsHsPEG750 respectivement.

Pour les expériences de démicellisation, 70 uL (iTC200) ou 500 uL (VP-ITC) d’une solution
aqueuse stock de tensioactif sont prélevés par la seringue de I'appareil. Simultanément, les
cuves de référence et de démicellisation sont remplies avec de I'eau milli-Q. Un équilibrage
de 10 a 20 min est réalisé avant chaque expérience pour obtenir le thermogramme de
référence dans|’eau pure. Le temps entre chaque injection est choisi suffisamment long (entre
200 et 300 sec) pour permettre a chaque pic de démicellisation de revenir a son état
d’équilibre initial. La seringue contenant la solution stock de tensioactif est ensuite introduite
dans la cuve de démicellisation. 20 injections sont réalisées et pilotées par le logiciel de
microcalorimétrie connecté a I'appareil pour délivrer successivement 2 uL (iTC200) ou 15 plL

(VP-ITC) de solution dans la cuve de démicellisation.

La normalisation des thermogrammes bruts obtenus et l'intégration des pics sont
réalisées automatiquement par le logiciel NITPIC? Les isothermes résultantes ont été
normalisées par rapport a la concentration molaire de chaque tensioactif au cours de
I’expérience. L'ajustement linéaire par la méthode des moindres carrés des isothermes et la
détermination de la cmc et des parameétres thermodynamiques, tels que AG°mic, AH mic et
—TAS°mic, Ont été déterminés automatiquement par le logiciel D/STAIN?® Pour chaque

tensioactif, les expériences ont été au moins dupliquées.
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2.3 La spectrofluorimétrie

Les expériences de spectrofluorimétrie ont été réalisées avec un spectrofluorimetre
FluoTime 300 (Pico Quant, Berlin, Allemagne). Les cmc des tensioactifs PEGylés ont été

déterminés en utilisant un agent fluorescent lipophile, le Rouge Nil.

Les solutions stocks de tensioactifs a 1 ou 2 mM et de Rouge Nil a 1 uM sont préparées
séparément dans de I"'eau milli-Q la veille des expériences et sont conservées a I'abri de la
lumiere avant utilisation. Pour la solution stock de Rouge Nil a 1 uM, celle-ci est préparée par
dilution dans I'eau milli-Q d’un volume précis de solution méthanolique de Rouge Nil a
2,6 mM.

Les solutions d’échantillons sont préparées a différentes concentrations en tensioactif
en gardant la concentration en Rouge Nil constante (0,5 uM). Un blanc sans tensioactif a 0,5
UM de rouge Nil est préparé. Les échantillons et le blanc sont ensuite gardés a I'abri de la
lumiére toute une nuit a température ambiante avant I'acquisition. Les échantillons sont
ensuite placés dans une cuve en quartz de dimension 3 mm x 3 mm et la fluorescence
résultante du Rouge Nil est mesurée par le spectrofluorimétre. La température dans la cuve

est thermostatée a 25 °C durant I'acquisition.

L'appareillage est controlé par le logiciel EasyTau (PicoQuant, Berlin, Allemagne) pour
I’acquisition des spectres d’émission du Rouge Nil. La longueur d’onde d’excitation est fixée a
466 nm et la gamme de longueurs d’onde d’émission est fixée entre 500 et 750 nm pour le
Rouge Nil. Pour chaque concentration testée, 3 spectres sont enregistrés de fagon a moyenner
les intégrations de l'intensité (entre 500 et 750 nm) faites automatiquement avec le logiciel a
une précision de 12 chiffres aprés la virgule. L'intégration de l'intensité moyennée pour
chaque concentration est utilisée pour déterminer la quantité de Rouge Nil incorporée dans
les micelles. Les fentes d’émission et d’excitation ont été fixées avec une bande passante de

5nm.
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2.4 La diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Les distributions de taille des particules hydrodynamiques ont été déterminées a l'aide
d’un Zetasizer Nano-S model 1600 (Malvern) équipé d’un détecteur laser He-Ne (A=633 nm,
4 mW). Les solutions micellaires ont été préparées dans une gamme de concentrations de 1 a
50 g/L pour la série Fs et de 1 a 10 g/L pour la série Fs. Ces solutions ont été filtrées sur un
filtre Millipore® 0,22 um @ membrane de cellulose, centrifugées 1 h (7500 rpm, 25 °C) puis ont
été laissées a température ambiante dans un eppendorf fermé pendant 12 h, avant d’étre
transférées dans une cuve en quartz de volume 1 mL. La fonction de corrélation dépendante
du temps, pour 'intensité de lumiere diffusée, a été mesurée a un angle de 173° (détecteur
de rétrodiffusion). Toutes les mesures ont été tripliquées a (25 + 0.5) °C, avec un nombre de
scans de I"échantillon par mesure, déterminé automatiquement par I'appareil. L'analyse en
CONTIN a été utilisée pour évaluer les fonctions d’autocorrélation.

Les diametres hydrodynamiques (Dun) des particules colloidales ont été estimés
automatiquement par le logiciel par rapport a leur coefficient de diffusion (D), en utilisant la
relation de Stokes-Einstein (111.10) décrite dans le Chapitre IIl. Ces Dy ont été rapportés sur le
logiciel Excel en fonction de la concentration micellaire étudiée. L’extrapolation a 0, obtenue
apres régression linéaire, permet d’obtenir les valeurs de Dy a dilution infinie. Les barres

d’erreurs ont été déterminées automatiquement par le logiciel Zetasizer pour chaque point.

2.5 Lachromatographie d’exclusion stérique — diffusion statique de la
lumiére (CES-SLS)

¢+ Préparation des solutions tampons pour I’élution des échantillons par CES-SLS

Une solution stock aqueuse (40 mM TRIS, 200 mM NaCl) est préparée a pH =7,4 en
ajustant le pH avec HClag) 3M ou NaOH@q) 3M, puis elle est filtrée sous vide sur un filtre
millipore 0,22 um. Pour chaque tensioactif, la solution tampon finale de CES-SLS est faite en
diluant 125 mL de la solution stock initiale dans une solution micellaire aqueuse. Cette

derniere, comportant le tensioactif a étudier pour obtenir un volume final de 250 mL de
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solution, est ensuite filtrée sur un filtre millipore 0,22 um (20 mM TRIS, 200 mM NacCl, pH=7.4)
pour atteindre une concentration finale en tensioactif a environ 3 x la cmc. Toutes les

solutions tampons de CES-SLS sont ensuite stockées a 25 °C avant utilisation comme éluant.

*» Détermination des incréments d’indice de réfraction dn/dc

Pour déterminer le dn/dc de chaque tensioactif étudié, une gamme de concentrations
allant de 0 a 10 mM pour chaque tensioactif est préparée dans I’eau. Les indices de réfractions
n sont déterminés pour chaque concentration en utilisant un réfractometre Abbemat (Anton
Paar, Graz, Autriche) a 25 °C. dn/dc (mL/g) est calculé comme le coefficient de pente de la
droite issue de la régression linéaire des points de variations de I'indice de réfraction An (n-
no), avec nol'indice de réfraction de I'eau a 25 °C mesuré par le réfractométre) en fonction de

la concentration en tensioactif (cf. Figure M-3).
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Figure M-3. Représentation graphique de la variation de I'indice de réfraction en fonction de la concentration
en tensioactif.

Ces valeurs de dn/dc figurent dans le Tableau M-3 :

Résultats FeHsPEG2000 FeHsPEG750 FeHsPEG2000 FeHsPEG750
an/dc (mL/g) 0,116 0,106 0,121 0,114
MALDI-TOF FsHsPEG2000 FsHsPEG750 FsH12PEG2000 FsH12PEG750

on/dc (mL/g) 0,116 0,104 0,116 ND
Tableau M-3. Valeurs de dn/dc obtenues pour chaque tensioactif hybride F-H PEGylé.
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on/dc est ensuite entré manuellement dans les parameétres d’acquisition du logiciel
OmniSEC (Malvern) avant chaque expérience avec le tensioactif étudié. Il permettra de

déterminer avec le signal IR, la concentration effective de I’échantillon pour le calcul de M,,.

¢ Préparation des échantillons avant injection

Les solutions micellaires analysées sont préparées a 2,5 mM pour tous les dérivés
PEG2000 (FeHePEG2000, F¢HsPEG2000, FsHsPEG2000 et FsH1,PEG2000) et 5 mM pour les
dérivés PEG750 (FeHsPEG750, FsHsPEG750 et FsHsPEG750). Le volume d’injection pour chaque

échantillon a été fixé a 50 pL.

7

* Conditions expérimentales lors de I'acquisition

L’élution des échantillons a été faite sur le systeme OmniSEC system (Malvern) avec
une colonne haute performance Superdex 75 10/300 GL (10x300-310 mm) provenant de GE
HealthCare. Cette colonne contient une matrice composite d’agarose réticulée et de dextran,
permettant un intervalle de séparation des composés élués entre 3—70 kg/mol. L’équilibrage
avant chaque expérience est réalisée avec une solution tampon CES-SLS du tensioactif a
étudier préparée au préalable (3 volumes colonne, 4 h d’équilibrage) a un débit de 0,1 mL/min.

Les détecteurs (indice de réfraction /R, ultraviolet UV, diffusion de la lumiére LS) sont
ensuite purgés avec un débit de 0,5 mL/min et ce débit sera également utilisé pour chaque
expérience. Pour chaque expérience avec un tensioactif, deux injections répliquées sont
réalisées consécutivement avec 35 min d’acquisition pour chaque réplicat.

L’acquisition des profils d’élution a détection triple (IR, UV, LS) est faite avec I'aide du
logiciel OmniSEC (Malvern), en normalisant les signaux des détecteurs par rapport aux signaux
issus de la période d’équilibrage avec I’éluant seul. La calibration de la méthode de calcul du
logiciel a été faite avec un échantillon de protéine de référence (sérum bovin, BSA) ayant un
pic d’élution et une masse molaire bien définis. Les masses molaires en poids M, des
particules sont directement calculées sur le logiciel par la dérivée des signaux de détection, en
se référant a I'équation de Rayleigh (lll.12) de la diffusion de la lumiére décrite dans le

Chapitre lIl.
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2.6 La microscopie (MET) et cryo-microscopie (Cryo-ME) électronique a
transmission

Les images MET et Cryo-ME ont été réalisées par nos collaborateurs de I'université de
Halle-Wittenberg en Allemagne, dans I’équipe du Dr. Annette Meister (Equipe ZIK HALOmem

& Institut de Biochimie et Biotechnologie).

Rl

+* Microscopie électronique a transmission (MET) par technique de coloration négative

Pour la série Fs PEGylée, les solutions de tensioactifs ont été faites a 0,1 g/L dans I'eau
milli-Q.

Pour la série glucosylée, les solutions aqueuses de FgHe_Glucose et FeHs_Glucose ont
été préparées respectivement a des concentrations de 1 g/L et 0,75 g/L. Ces derniéres sont
ensuite incubées a 30 °C pendant 2 h sous agitation, puis sont vortexées 3 min a température
ambiante pour s’assurer de la solubilisation compléte du tensioactif en solution. On obtient a
ce stade une solution légérement trouble qui présente des tailles de populations
hétérodisperses en DLS. Pour obtenir des populations monodisperses de VUL, la technique

d’extrusion sur les échantillons a été appliquée (cf. Schéma M-1).

Extrusion

v

Vésicules multi-lamellaires (VML) Vésicules uni-lamellaires (VUL)

Schéma M-1. Obtention d’une population monodisperse de VUL formées a partir d’'une solution initiale
hétérodisperse de VML apreés utilisation de la méthode d’extrusion.

L’extrusion est réalisée a I'aide de deux seringues poussoirs connectées entre-elles par

un dispositif central ol se trouve une membrane en polycarbonate porosité 100 nm faisant

office de séparation (cf. Figure M-4).
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35 passages
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Figure M-4. Photo d’'un montage d’extrusion comportant les deux seringues poussoirs avec le dispositif
central qui contient la membrane en polycarbonate de porosité 100 nm.

Cette membrane est protégée par 2 filtres et supports de filtre pour éviter toute
rupture de la membrane. Le principe consiste a faire passer 1 mL de chaque échantillon
prélevé initialement dans une premiere seringue a travers la membrane dans la seconde
seringue réceptrice. Le but est d’apporter suffisamment d’énergie au systeme pour
homogénéiser les tailles et formes de vésicules de I’échantillon par rapport a la porosité de
100 nm.

Au bout de 35 passages consécutifs, I'échantillon final est recueilli dans la seringue
réceptrice et il est ensuite analysé directement en DLS dans une cuve de quartzde 1 mL a 25

°C pour s’assurer au préalable d’une taille de population homogene a ~100 nm.

Protocole de dépot des échantillons sur grille et visualisation des images MET

Les grilles de microscopie ont été préparées en chargeant 5 L de suspensions de dérivés
PEGylés Fs (0,1 mg/mL) sur des grilles de carbone continu Quantifoil® qui ont été traitées par
décharge luminescente pour les rendre plus hydrophiles, augmenter leur mouillabilité et

faciliter I'application des échantillons aqueux dessus (300 mesh; Quantifoil Micro Tools GmbH,
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GroRlobichau, Allemagne). L'excés de liquide a été épongé avec une bande de papier filtre
apres 30 s, suivi de deux étapes de lavage et de coloration avec 5 plL de solution aqueuse
d’acétate d’uranyle a 2 % (masse/volume). Les dérivés glucosylés ont été préparés en étalant
5 pL de la suspension sur une grille Cu recouverte d’un film Formvar (PLANO, Wetzlar,
Allemagne). Les échantillons ont été séchés et examinés au microscope électronique a
transmission EM 900 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Allemagne) et les
micrographies ont été enregistrées a I'aide d’'une caméra SSCCD SM-1k-120 slow-scan charge

coupled device (TRS, Moorenweis, Allemagne).

+» Cryo-microscopie électronique a transmission (Cryo-ME)

Les solutions aqueuses des dérivés glucosylés ont été préparées a des concentrations de
0,1 mg/mL et extrudés sur membrane de porosité 100 nm. Pour observer les échantillons en
imagerie Cryo-ME, 5 uL de solution d’échantillon sont déposés sur une grille de cuivre
recouverte d’un film a trous carbonaté (C-flat™, Protochips Inc., Raleigh, NC). L'excés de
solution est épongé avec du papier filtre, puis 'ensemble est congelé par immersion rapide
dans de I’éthane liquide (-88,6°C) a I'aide d’un systéme EM GP (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Allemagne). Les échantillons sont ensuite observés avec un microscope LIBRA 120
PLUS (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Allemagne) opérant a 120 kV. Le microscope
est équipé d’'un systeme de cryotransfert Gatan 626 permettant de préserver I’échantillon
congelé a basse température. Les images ont été prises avec une caméra Dual-Speed on axis

SSCCD BM-2k-120 (TRS, Moorenweis, Allemagne).

2.7 Etude de la stabilité des VUL formées par F¢Hs_Glucose en DLS

L'étude de la stabilité des VUL formés par le tensioactif FeHs_Glucose en DLS a été
réalisée dans le laboratoire du Prof. Dr. Keller (Kaiserslautern, Allemagne). Le modele
d’appareil utilisé est le Nanosizer ZS90 (Malvern) équipé d’un laser He-Ne (A=633 nm, 4 mW)

avec un angle de détection de 90°.
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+* Préparation des solutions tampon

Les solutions tampons (eau Milli-Q et PBS) ont été utilisées pour préparer les
échantillons de VUL formés par FgHe_Glucose. Le tampon salin PBS (0,137 M NacCl, 1,34 mM
KCl, 10 mM Na;HPO4, 1,8 mM KH,PO4) est préparé a pH = 7,4 en ajustant le pH avec HCl(aq)
3M ou NaOHaq) 3M et est filtrée sous vide sur filtre millipore® 0,22 um. Toutes les solutions

tampons sont ensuite stockées a 25 °C avant utilisation.

+* Préparation des échantillons

Les VUL de FeHs_Glucose ont été préparées a une concentration de 1 g/L dans l'eau
milli-Q et le tampon PBS selon le protocole de microscopie décrit précédemment. Les
échantillons sont ensuite analysés directement en DLS dans une cuve de quartz de 1 mL a
25 °C ou chauffé a 37 °C avant d’étre analysé en DLS pour vérifier la monodispersité de
populations dans chaque échantillon. Les parameétres d’acquisition des mesures ont été
configurés sur le logiciel Zetasizer (Malvern) en mode automatique avec 2 sec de pause entre
chaque mesure. Pour le suivi dans le temps, les échantillons sont conservés dans des
eppendorfs fermés, soit a 25 °C soit dans un incubateur thermostaté a 37 °C, pour étre

réanalyser ultérieurement en DLS en fonction du temps choisi.

3. Encapsulation du paclitaxel par les micelles Fs PEGylées

Le PTX a été gracieusement fourni par nos collaborateurs du Département de Pharmacie
a Marseille (Equipe GlioME-Institut de neuropathologie-Hé6pital de La Timone) et est stocké a
4 °C au réfrigérateur avant chaque utilisation. Une solution stock de PTX dans I’éthanol est
préparée a 1g/L, puis elle est placée dans un bain a ultrasons jusqu’a compléte solubilisation.
Celle-ci est conservée au réfrigérateur a 4 °C. L'eau milli-Q (résistivité de 18,2 MQ cm, tension
de surface de 71,45 mN/m a 25 °C) a été utilisée dans la préparation des échantillons et
comme solvant d’élution en CLHP. Tous les solvants organiques (EtOH, MeOH) utilisés lors de

la préparation des échantillons et de I’'analyse CLHP sont de qualité analytique.
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3.1 Préparation des échantillons par dispersion aqueuse dans un film
organique sec

+* Protocole de mise en contact

Le tensioactif FsH12PEG2000 est solubilisé dans un volume précis de solution
éthanolique de PTX a 1 g/L dans un vial de 8 mL. Ce volume est a déterminer au préalable
suivant la valeur de %mass. (i) de PTX choisie (i.e. 5, 7 ou 10 %mass.) Ce vial est ensuite séché
sous un flux d’azote a 25 °C pendant 1 h pour former un film sec. Le film est ensuite réhydraté
avec de I'eau milli-Q a 60 °C jusqu’a atteindre une concentration en tensioactif égale a 1 g/L,
et il est agité a 25 °C en continu a différents temps de mise en contact. Au bout de 15 min, 30
min et 1 h 30, un volume d’environ 700 plL est prélevé de la solution pour étre filtré sur
membrane de cellulose 0,45 um. Le filtrat est ensuite centrifugé pendant 10 min a 10 000 rpm
a 25 °C. 400 pL de surnageant sont ensuite prélevés puis lyophilisés toute une nuit. Les
échantillons tripliqués pour I'analyse en CLHP sont ensuite solubilisés avec 200 uL de MeOH
qualité CLHP, puis vortexés pour assurer la compléte déstabilisation des micelles chargées en
PTX avant leur injection. Des échantillons supplémentaires ont été faits dans les mémes
conditions pour contrdler avant et apreés lyophilisation/réhydratation dans I’eau la stabilité de

taille des micelles chargées en DLS.

¢+ Protocole de suivi de relargage passif

Le tensioactif FgH1,PEG2000 est solubilisé dans un volume précis de solution
éthanolique de PTX a 1 g/Ldans un vial de 8 mL. Ce volume est a déterminer au préalable pour
obtenir une formulation micellaire a 7 %mass. (i) de PTX aprées réhydratation du film. Ce vial est
ensuite séché sous un flux d’azote a 25 °C pendant 1 h pour former un film sec. Ce film est
ensuite réhydraté avec de I'eau milli-Q a 60 °C jusqu’a atteindre une concentration en
tensioactif égale a 1 g/L, et est agité a 25 °C en continu pendant 15 min. Puis, I'échantillon est
filtré sur membrane de cellulose 0,45 um, le filtrat est ensuite centrifugé pendant 10 min a 10
000 rpm a 25 °C. Immédiatement, 400 uL de surnageant sont prélevés, puis lyophilisés toute

une nuit, pour constituer le to = 0 min du relargage. Le reste de la solution surnageante est
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remise sous agitation continue a 25 °C pendant 72 h. A différents temps d’acquisition choisis
(i.e. 30 min, 1 h,2h,4h,8h, 24 h, 48 h, 72 h) un volume d’environ 700 uL est prélevé de la
solution pour étre filtré sur membrane de cellulose 0,45 um. Le filtrat est ensuite centrifugé
pendant 10min a 10 000 rpm a 25 °C. 400 pL de surnageant sont ensuite prélevés, puis
lyophilisés toute une nuit. Les échantillons tripliqués pour I'analyse en CLHP sont ensuite
resolubilisés avec 200 uL de MeOH de qualité analytique, puis vortexés pour assurer la
compléte déstabilisation des micelles chargées en PTX avant leur injection. Un échantillon
supplémentaire a to = 0 min a été fait dans les mémes conditions pour controler, avant et
apres lyophilisation/réhydratation dans 'eau, la stabilité de taille des micelles chargées en

DLS.

3.2 Parametres chromatographiques de la CLHP

L’appareil de CLHP utilisé pour toutes les expériences avec le PTX est un modele 2690/5
Alliance Waters (Milford, US) avec une boucle d’injection de 100 uL, un systeme de controle
par ordinateur sur le logiciel Empower 3 et un détecteur UV visible W2998. La séparation
®

(

chromatographique a été effectuée avec une colonne Cig SunFire™ (porosité 3,5 um ; 4,6x

150 mm, Waters) thermostatée a 35 °C. Le gradient d’élution utilisé est MeCN/eau avec un
débit de 1,2 ml/min comme suivant : entre 0-2 min, élution isocratique a 30 % de MeCN ;
entre 2-22 min, gradient d’élution de 30 % a 80 % de MeCN ; entre 22-26 min, élution
isocratique a 80 % d’acétonitrile ; entre 26-31 min, gradient d’élution de 80 % a 30 %
d’acétonitrile ; entre 31-40 min, élution isocratique a 30 % de MeCN (fin de I'acquisition). La
détection des pics sur le chromatogramme a été faite a Amax= 227 nm pour le PTX. Le volume
d’injection est fixé a 20 pL et chaque injection est tripliquée consécutivement pour chaque

échantillon.
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3.3 Courbe de calibration pour le PTX en CLHP

Pour quantifier le PTX par CLHP dans les échantillons, des solutions standards de PTX
dans MeOH ont été préparées par dilutions successives dans une gamme de concentration de
0,25 a 500 pg/mL (10 points) a partir d’une solution mére de PTX a 1 g/L dans MeOH. 20 uL
d’échantillon sont injectés pour I'acquisition et chaque injection d’échantillon est tripliqué
consécutivement. Pour chaque injection, le pic du PTX est élué a un temps de rétention =14,8
min et il est intégré automatiquement par le logiciel Empower pour obtenir 'aire sous la
courbe aprés acquisition du chromatogramme. La courbe de calibration est exploitée
graphiguement sur le logiciel Excel en représentant I'aire moyenne des triplicats d’injections
en fonction de la concentration massique en PTX dans I’échantillon (ug/mL). Les écart-types
standards pour I’aire moyenne sont également calculées par rapport aux triplicats d’injections

(cf. Figure M-5).

Ecart-type
Cerx (ug/mL)  ASC moyenne
standard
0,25 9474 39
20 - 0,5 17790 16
iS o 1 35312 445
15 I
© - 5 170479 1480
10 7
> 7 2 10 345427 801
£ e
O 54 P 25 865900 2078
2} r
< . & 50 1737455 6271
T T T T 1
0 100 200 300 4100 50 100 3489153 26015
Cprx / WG ML
250 8684121 3031
500 16731810 201901

Figure M-5. Courbe de calibration du PTX dans le MeOH (a gauche) et tableau de résultats (a droite) pour
chaque concentration aprés acquisition des chromatogrammes sur la CLHP.

La régression linéaire permet d’obtenir I’équation de droite y=33764 x, ou y représente

I'aire moyenne sous la courbe et x la concentration en PTX associée. Le coefficient de

corrélation obtenu r? est de 0,9996.
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3.4 Quantification du PTX dans chaque échantillon

La quantification du PTX dans les micelles est effectuée en calculant I'aire moyenne sous
la courbe de I'échantillon par intégration du pic de rétention du PTX pour chaque injection
tripliquée. La concentration en PTX chargé dans les micelles (Cprx chargé) €St ensuite retrouvée
par I’égquation de la courbe de calibration y = 33764 x. La valeur obtenue est ensuite divisée
par 2 pour retrouver la valeur réelle de Cprx chargs. Les échantillons ont été eux-mémes
tripliqués pour obtenir les valeurs moyennées de Cprx charge, des parametres C.M. et E.E.

(%mass.) avec un écart-type standard défini.

3.5 Tests cellulaires effectués

Les tests cellulaires ont été réalisés par nos collaborateurs du Département de
Pharmacie a Marseille (Equipe GlioME-Institut de neuropathologie-Hopital de La Timone). Des
aliquotes lyophilisées de 1 mL d’'une formulation de micelles chargées en PTX (FsH12PEG2000-
PTX) ont été préparées pour ces tests dans notre laboratoire. La formulation micellaire a été
préparée a 7 %mass. i) de PTX, par la méthode de dispersion solide avec un volume de départ
de 8,2 mL de solution micellaire a 1 g/L. Les paramétres C.M. et E.E. ont été déterminés par

CLHP de controle respectivement a 2,97 et 4,54 %mass. (avec Cprx charge = 3,18 pg/mL).

+* Culture cellulaire

Les cellules cancéreuses pulmonaires humaines (A549) sont cultivées dans un milieu
de culture RPMI (Gibco), complété avec 10 % de sérum de veau feetal (Eurobio) et 1 % (v/v)
de streptomycine/pénicilline (Gibco). Les cellules sont maintenues en culture dans une étuve
a 37°C, contenant une atmosphere humidifiée et enrichie avec 5 % de CO,. Le passage et
I’ensemencement des cellules sont réalisés par rincage avec un tampon PBS, puis décollement
des cellules grace a la trypsine (0,05 % Trypsin/EDTA 1 X) pendant 5 min a 37 °C et

centrifugation.
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+ Test de viabilité cellulaire

Les cellules sont ensemencées sur des plaques de culture 96 puits avec une densité de
5000 cellules par puits, puis elles sont traitées, 24 h aprés 'ensemencement, par différentes
concentrations de tensioactif FsH12PEG2000 ou de formulation de micelles-PTX
(FsH12PEG2000-PTX) ,obtenues apres reconstitution avec de I'eau milli-Q filtrée sur 0,2 um
d’un aliquot lyophilisé, et dilution dans du milieu de culture. Afin d’évaluer I'innocuité du
tensioactif, les cellules A549 sont traitées par 0,36 ;0,72 ;3,6 ; 7,2 ; 18 et 36 uM de tensioactif.
Afin d’évaluer I'activité pharmacologique des micelles-PTX, les cellules A549 sont traitées par
différentes concentrations de micelles-PTX correspondanta 1; 2,5;5; 10; 25 et 75 nM de
PTX. Pour maintenir une concentration stable en tensioactif, les différentes concentrations de

micelles-PTX sont obtenues par dilution dans une solution de FsH12PEG2000 a 7,2 uM.

Apres 72 h de traitement, la viabilité cellulaire est évaluée par un test colorimétrique,
le test au MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). Le milieu
de culture est remplacé par du milieu contenant du MTT a une concentration de 0,5 mg/mL
et les cellules sont remises a I'étuve pendant 2 h. Apres remplacement du MTT par du DMSO,
I’absorbance de la plaque est lue au POLARstar® BMG LABTECH a 600 nm. Chaque expérience
est répétée de facon indépendante, 3 fois minimum. Le pourcentage de viabilité cellulaire est

obtenu par la formule (IV.1).
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