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Résumeé :Le travail suivant est consacré d’'une part a I'emploi du calix[4]Jarene comme une
plate-forme organisatrice de principes actifs pour la conception de nouvelles prodrogues. Ce
concept a été développé avec des substances antibactériennes ou antivirales, choisies comme
modéles. Les conjugués calixarene — anti-infectieux ainsi synthétisés sont amphiphiles et
insolubles dans I'eau. Leur comportement interfacial a été étiadiénterface eau-air, mime

d'une interface hydrophile-hydrophobe physiologique, a l'aide de la technique des films
monomoléculaires de Langmuir. Nos résultats indiquent que ces prodrogues étalées a
l'interface eau-air peuvent libérer leurs principes actifs dans la sous-phase. La méthodologie
développée pour ces études de réactivité interfaciale pourrait a I'avenir étre appliquée a
d’autres prodrogues a base de calix[4]aréne.

Un second projet a concerné le trifluoroacétate de pétgaranidinoéthyl)-
calix[4]aréene (CX1). Ce composé présente des propriétés antibactériennes a large spectre,
couplées a une faible toxicité cellulaire. Nos travaux ont visé a mieux comprendre son mode
d’action, lié a une perturbation des parois bactériennes, par une approche physico-chimique.
La technigue de Langmuir a donc été employée afin d’étudier les interactions entre le CX1 et
des films monomoléculaires de phospholipides étalés a l'interface eau-air, utilisés comme
modeles de membrane bactérienne. Nos résultats nous ont permis de proposer un mode
d’organisation des membranes bactériennes sous linfluence du CX1. Nous avons ainsi
apporté des précisions sur son mécanisme d’action qui pourraient étre utiles dans le

développement de nouveaux calixarénes antibactériens.






Key words: Calixarenes, Langmuir Monolayers, Prodrugs, Phospholipids, Antiinfectious,
Membrane Models, PM-IRRAS.

Abstract: This work begins with utilization of the calix[4]arene macrocycle as organizing
platform of anti-infectious molecules for prodrug applications. The concept has been explored
using antibacterial (nalidixic acid) and antiviral (aciclovir, ganciclovir) molecules, chosen as
models. The calixarene — anti-infectious conjugates synthesized have amphiphilic structure
and are insoluble in agueous media. Their interfacial behavior was studidte air-water
interface, considered as mimic of biological hydrophilic-hydrophobic interfaces, using
Langmuir monolayers technique. Our results indicate that calixarene-based prodrugs spread at
the air-water interface are able to release anti-infectious molecules into the subphase. The
original methodology employed for interfacial reactivity studies could be applied to further
calixarene-based prodrugs.

A second project concerns the tgtréguanidinoethyl)-calix[4]arene trifluoroacetic
salt (CX1). It has been shown that CX1 is active against various Gram-positive and Gram-
negative bacteria, with low eukaryotic cell toxicity. The aim of our work was to get more
insight in the mechanism of action of CX1, involving bacterial wall disruption, by a physico-
chemical approach. The Langmuir monolayers techniqgue was employed in order to study
interactions between CX1 and phospholipid monolayers spread at the air-water interface, used
as models of bacterial membranes. On the basis of our results, we proposed a reorganization
mode of bacterial membranes upon interactions with CX1. This proposal gives more
understanding in the mechanism of biological activity of CX1, and could be helpful in

developing new antibacterial calixarene derivatives.
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Avant-propos

ar le développement de la chimie supramoléculaire, impliquant les

interactions faibles telles que les liaisons hydrogéne, les forces

électrostatiques ou de van der Waals, les scientifiques sont aujourd’hui en
mesure d’élaborer des systemes moléculaires intelligents capables de reconnaissance

moléculaire et d’auto-assemblage.

Dans le domaine des sciences de la vie, la compréhension des relations
structure/fonction de certains systemes biologiques complexes, principalement régis par ces
interactions faibles, ont amené les chercheurs a exploiter et & mimer toujours plus fidélement
ces systémes biologiques. L'un d’eux est la matrice des membranes cellulaires, soit la
bicouche phospholipidique. Ainsi, les connaissances actuelles concernant les parois cellulaires
doivent permettre d’identifier et de combattre sélectivement des cellules indésirables, telles
gue les bactéries. En effet, face a 'émergence de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques
usuels, et donc a la nécessité de découvrir de nouveaux agents antibactériens, la possibilité de

cibler la paroi bactérienne est aujourd’hui reconnue prometteuse.

Les travaux de these qui vont étre présentés ici concernent cette recherche d’entités
chimiques bioactives, destinées a interagir avec les membranes biologiques. Ces entités ont
été élaborées sur la base du calix[4]arene, molécule macrocylique constitutée de quatre motifs
phénoliques unis les uns aux autres en posiidho par des groupes méthylenes. Nous
verrons qu’'une membrane biologique peut étre étudiée en utilisant comme modeles des
couches monomoléculaires étalées a l'interface eau-air. Ces systemes ont été élaborés en

utilisant la technique des films de Langmuir.

C’est ainsi que plusieurs dérivés du calix[4]aréne, bioactif ou prodrogue, ont été
synthétisés. Ces composés ont été étudiés a l'interface eau-air, ainsi que leurs interactions

avec des modéles de membrane biologique.







Introduction et objectifs

Certaines recherches menées au GEVSM concernent I'exploitation des propriétés
d’organisation du calix[4]aréne pour la conception d’entités a visée thérapeutique. Nous
allons voir que les travaux présentés dans ce mémoire se sont inscrits dans la suite logique de
divers sujets initiés antérieurement au laboratoire. C’est ainsi que plusieurs objectifs ont éte
fixés dans trois domaines distincts, que sont la chimie organique de synthése, la physico-
chimie des films de Langmuir, et la chimie analytiqgue. Ces trois disciplines ont ainsi été
fortement imbriquées tout au long de ce travail. De par cet aspect pluridisciplinaire, ces
travaux de recherche ont été conduits par périodes alternées consacrées notamment a la

synthese organique, ainsi qu’'aux expérimentations physico-chimiques ou analytiques.

Les calix[4]arénes a visée thérapeutique abordés aux cours de ce mémoire peuvent étre
divisés en deux catégories :
- Des calixarenes porteurs de principes actifs connus et ainsi congus comme des
prodrogues a caractére amphiphile (Figure 1, A).
- Des calixarénes polycationiques congus pour cibler et perturber les parois

bactériennes (Figure 1, B).

A

R = H outert-butyl

X = groupe espaceusgace}
Y = groupe de jonctiorlifker)
Al = Anti-Infectieux

Figure 1. Structures générales des deux types de dérivés du calix[4]aréne faisant I'objet de ce travail.
Calix[4]arenes prodrogues d’anti-infectieux (A). Calix[4]arenes polycationiques antibactériens (B).

Nos objectifs se sont alors inscrits dans chacun de ces deux themes afin d’approfondir

NOS connaissances sur ces COMpOoSés.




1. Calix]4larenes prodrogues d’anti-infectieux

« Prodrogues d’antibactériens.

Les travaux réalisés par Adel Ben Sadlemmt conduit & I'obtention de nombreux
dérivés du tétrag-(tert-butyl)-calix[4]arene tBu[4]OH), porteurs d’espéces antibiotiques
connues telles que des quinolones ou des péniciflifdses résidus antibactériens ont été
greffés sur la partie basse d'tBu[4]OH via unspacerpropylique ou éthylique, et umker
de type ester ou amide selon I'espéce greffée (Figure 2). Il a alors été synthétisé un large
éventail de dérivés dtBu[4]OH, porteurs de une ou plusieurs quinolones ou pénicillines,
identiques ou différentes, ainsi quet8e[4]OH mixtes porteurs a la fois d’'une quinolone et

d’une pénicilline.

Figure 2. Exemples de molécules préparées par A. Ben Salem. Calixaréne bis pénicilline G (A). Calixaréne
mixte quinolone-pénicilline G (B). Calixaréne bis quinolone (C).

Ces molécules avaient été préparées dans le but d’obtenir des prodrogues a caractere
amphiphile pour une action de transport et/ou de stockage au travers des milieux hydrophobes
de l'organisme traité (membranes cellulaires ou tissus adipeux), visant un effet retard en
délivrant de facon prolongée le principe actif. De plus, la possibilité de greffer plusieurs
antibiotiques différents sur un méme calixarene pourrait permettre de délivrer sur le méme

site ces antibiotiques attaquant chacun la bactérie selon un mécanisme qui lui est propre.




Comme illustré en Figure 3, il peut alors étre envisagé d’obtenir un effet synergique avec des

dérivés du calix[4]arene multi-prodrogues.

Inhibition de la réplication et de* N
la transcription de I'ADN bactérie

N Attaque sur
+ deux fronts
o de facon quasi
NH simultanée
& o

Inhibition de la biosynthese
du peptidoglycane J

Figure 3. Calix[4]aréne multi-prodrogue conduisant a un effet synergique présumé.

Une des propriétés physiques de ces conjugués calixarene-quinolone est leur
insolubilité en milieu aqueux. Cette caractéristique, jugée nécessaire pour une administration
par voie orale, s’est en revanche révélée étre une contrainte rendant difficile d’étudier leur

activité antibactérienne selon les méthodes standards de microbiologie.

Les travaux conduits par Hugues Massimba-Dibama ont porté sur la synthése
d'analogues hydrosolubles des prodrogues d'acide nalidixique préparées par Ben Salem
(Figure 4)? Le remplacement des groupest-butyles par des fonctions hydrophiles (cations
ammonium et guanidinium) a permis d’entreprendre des études microbiologiques et physico-
chimiques jusqu’alors impossibles. Ces nouveaux calixarenes prodrogues hydro-solubles ont
alors montré d'intéressantes activités antibactériemmeitro, et la cinétique de libération du
principe actif en milieu biologique modéle (sérum de rat) a pu étre déteririiaéanction

prodrogue a ainsi été démontrée avec ces analogues hydrosolubles.
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Figure 4. Exemples de molécules préparées par H. Massimba-Dibama.

En milieu biologique, I'insolubilité aqueuse et le caractere amphiphile des calixarénes
prodrogues préparés par A. Ben Salem laissent supposer une affinité de ces derniers pour les
interfaces, telles que les tissus adipeux ou les membranes cellulaires. La technique des films
de Langmuir permet d'étudier le comportement interfacial de molécules amphiphiles
insolubles dans l'eau. Etalées a l'interface eau-air, de telles molécules forment un film
monomoléculaire. Cette technique permet donc de créer un modele de membrane biologique.
Le comportement a l'interface eau-air ainsi qu’en environnement membranaire de certains
calixarénes prodrogues de pénicilline a donc pu étre étudié (Figu@es)études ont permis
d’appréhender les relations entre structure et propriétés physico-chimiques de ces molécules,

ainsi que leur impact sur les membranes lipidiques, orientant nos recherches.

Les résultats de miscibilité en milieu membranaire DMPE publiés par Rogalska et
coll. suggerent que ces conjugués peuvent s'insérer au sein d’'une membrane biologique, voire
pour lI'un d’entre eux la traverser (Figure 6). Ces travaux ont un intérét tout particulier
puisque qu’ils constituent les premieres avancées sur ce sujet, et traités dans ce mémoire. Les
calixarénes étudiés ont été choisis en fonction de certains parametres structuraux, soient la
longueur duspaceret le type de pénicilline greffée. L'influence de ces paramétres sur la
miscibilité de ces calixarenes avec le phospholipide DMPE a l'interface eau-air a pu étre mise
en évidence. Il a ainsi été observé qu’un calixarene formant a I'état pur un film peu condensé

présente une meilleure miscibilité avec le phospholipide DMPE.




Figure 5. Film monomoléculaire étalé a l'interface eau-air (film de Langmuir). Cas d'un film riBxi&]OH
porteur de deux résidus pécilline G, en mélange avec le dimyristoylphosphatidyléthanolamine (DMPE).

Il a été montré qu’uspacerpropylique entre le calixarene et I'entité bioactive facilite
les interactions avec DMPE, améliorant sa miscibilité par comparaison avepaaer
éthyliqgue. Nous verrons plus loin gu'’il a donc était choisi au cours de cette these d'utiliser
exclusivement des spacpropyliques.

Milieu extracellulaire(Q D Milieu intracellulaire
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Figure 6. Conclusion suggérée par les résultats de Rogalska et coll. obtenus par I'approche des films de
Langmuir employés comme modéle de membrane cellflaire.




Parmi la chimiotheque de A. Ben Salem, nous avons sélectionné plusieurs conjugués
tBu[4]OH-quinolone, en particulier ceux a base d’acide nalidixique, afin de répondre a
certaines problématiques rencontrées lors de I'évaluation de leur activité antibactérienne.
Notre objectif a donc été de réaliser des études complémentaires sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans le comportement de telles prodrogues calixaréniques a l'interface

eau-air.

Il fallait en premier lieu résoudre les contraintes rencontrées lors de la synthese des
conjuguéstBu[4]OH-quinolone a base d’acide nalidixique. Cette famille de composés a
ensuite été complétée par des analogues exempts de grentyiregyles. Ces dérivés se sont
avérés utiles pour établir la méthodologie des études interfaciales, notamment dans le
développement de I'analyse structurale par spectroscopie infrarouge (PM-IRRAS) de ce type
de systémes moléculaires a base de calix[4]aréene. Par la suite, les dérivés synthétisés ont donc
été étudiés a l'interface eau-air. Pour ce faire, les isothermes de compression, la microscopie

BAM et la spectroscopie PM-IRRAS ont été employés.

L’ensemble de ces techniques nous a permis, outre une meilleure compréhension de la
relation entre structure et propriétés physico-chimiques, I'étude de la réactivité de ces dérivés
calixarénigues a l'interface eau-air (Figure 7). En effet, ces conjugués calixaréne-quinolone
comportent une ou plusieurs liaisons ester susceptibles de subir une hydrolyse en libérant la
substance bioactive. Les résultats et la méthodologie établie concernant I'hydrolyse de ces
prodrogues, en collaboration avec le Docteur Igor Clarot, pourraient permettre a I'avenir une

pré-sélection des molécules les plus intéressantes.
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Figure 7. ConjuguétBu[4]OH-bis-quinolone (acide nalidixique) a I'état de film monomoléculaire de Langmuir
(interface eau-air). Réaction d’hydrolyse et libération de I'acide nalidixique dans la sous-phase.




+» Prodrogues d’antiviraux.

A la suite de nos résultats obtenus avec les antibactériens, le concept d’'une prodrogue
amphiphile utilisant letBu[4]OH comme plate-forme organisatrice a été étendu aux
antiviraux. Nous avons choisi comme composés modéles deux représentants de la famille des
analogues nucléosidiques, I'aciclovir et le ganciclovir, et avons synthétisé leur prodrogue
calixarénique (Figure 8). Ce projet a donc nécessité un travail complet de chimie organique,
avec la mise au point des étapes de synthese successives, et la caractérisation physico-

chimique des nouveaux produits ainsi préparés.

o

LT

H O‘>/O\/N N NH,

R

Aciclovir :R=H
Ganciclovir : R = CH,OH

NH, NH,

Figure 8. Structure de I'aciclovir et du ganciclovir, antiviraux dérivés du nucléoside guanosine, et exemple d'un
conjugué calixaréne-antivirale.

Le comportement a l'interface eau-air de ces nouveaux conjugués calixarene-antiviral
a ete étudié en utilisant la technique des films de Langmuir. La méthodologie développée avec
les prodrogues d’antibactériens pour étudier leur réactivité interfaciale a été appliquée a ces
nouvelles prodrogues d’aciclovir et de ganciclovir. Leurs cinétiques d’hydrolyses a l'interface

eau-air ont donc été mesurées.

2. Calix[4]larene polycationique antibactérien

Nous nous sommes en dernier lieu intéressé a un calix[4]arene antibactérien issu des

travaux de Maxime Mourér, le sel trifluoroacétique du tétmf{guanidinoéthyl)-




calix[4]aréne, déenommé CX1 (Figure 9). Ce calixarene a été initialement concu dans le but de
perturber les parois bactériennes en s'adsorbant & sa stirfddes études microbiologiques

ont montré que le CX1 est actif contre différentes souches bactériennes & Gram positif ou
négatif, ainsi que contre des bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques actuels, et sans

présenter de toxicité cellulaire importafte:

CMI (mg/L)

Souches de références CX1 mCX1

CF4CO» E. coli (Gram -) 4 512
@NHZ S. aureus (Gram +) 8 512
E. faecalis (Gram +) 32 >512
HN NH,

P. aeruginosa (Gram -) 32 >512
Isolats cliniques

E. coli a pénicillinase 2 512
E. faecium (gene vanB) 8 >512

E. faecalis (gene vanA) 64  >512
P. aeruginosa

(surexpression des 64 >512
mCX1 pompes d’efflux)

OH

Figure 9. Structure du CX1 et du mCX1, ainsi que leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) observées
sur différentes souches bactériennes de référence ou issues d’isolats cliniques.

Il a été montré que le CX1 avait pour effet de modifier la structure de la paroi
bactérienne, ainsi que la mobilité électrophorétique et la perméabilité de la membrane des
bactéries traitée’$s:'* D’autre part, aux concentrations ol le CX1 est actif, son équivalent
monomeérique, le sel trifluoroacétique ge(guanidinoéthyl)-phénol et dénommé mCX1, s’est
montré inactif. Ces résultats ont suggeré que le CX1 interagit avec la paroi bactérienne en

modifiant ses propriétés avec un effet delétére.

Ainsi, notre objectif a été d’étudier la nature de ces interactions misent en jeu entre le
CX1 et la membrane bactérienne, afin de mieux comprendre son mode d’action. La
comparaison de ces interactions et de leurs conséquences avec celles du mCX1 nous a permis
d'appréhender l'impact de l'organisation spatiale du CX1 induite par la structure
calix[4]arene Pour ce faire, la technique des films de Langmuir a été employée. La
préparation a l'interface eau-air d’'un film monomoléculaire constitué de phospholipides
permet en effet de créer un modéle de membrane celltidir€ette approche a déja été

utilisée pour mieux comprendre les interactions entre differentes molécules et les membranes

10



biologiques® *#?* Selon la nature des phospholipides employés, il est possible de constituer
un nodéle de membrane représentatif d’une cellule eucaryote ou procar{ote.

Nous avons donc étudié d’'une part I'impact du CX1 et du mCX1 sur les propriétés de
films de Langmuir utilisés comme des modéles de membranes biologiques, et d’autre part s'il

existait des corrélations entre les observations faitegro et nos résultats obtenus par cette
approche physico-chimique.
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Premiere Partie L. Chimie des Calix[4]arénes

Chapitre |

La Chimie desCalix[4]arénes

Les calix[n]arénes sont une classe de macros synthétisés par condensation el
du formaldéhyde et du phénol. Il est possible d’obtensieurs types de calix[n]aréne d't
taille croissante, ou n représente le nombre d'unités phénoliques formant le macrocy
communément 4& n < 8. Au coursde ce mémoire, nous traiteront principalement
calix[4]aréne, représenté cessous en formule plane et dans I'espace en conformatio

cone.

A B

Partie Haute
«— UpperRim

.........
~u

Partie Basse
«—  [owar Rim

Figure 10. Calix[4]aréne et sa numérotation (A)Représentationdans I'espace d'un calix[4]aréne
conformation céne (B).

Les calixarenes ont connu leur essor avec I'avénement de la chimie supramol
dans les années 80. Outre le fait de posséder une cavité hydrophobe, ces composés
des propriétés drganisation intéressantes pouvant ainsi servir de -forme pour
I'élaboration d’édifices plus complexesagencéslans I'espace de fagon contré. On peut
distinguer chez ces molécules deux zones fonctionnalisables de indépendante. Par
conventon, la zone des hydroes est nommeée « partie basseandis qu la zone opposée
en positionpara des unités phénoliqueest nommée « partie hautgpigure 10). C'est ce
potentiel de fonctionnalisation et cette aptitude a orienter dans I'espace (roupements
fonctionnels qui rendentes molécules si fascinantes. De nos jours, on retrouv

applications des calixarenes dans des domaines aussi variés que la imime d’enzyme),
24-29

'analytiqgue (complexation sélective) ou encore matériaux (nanatructures
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Premiere Partie I. Chimie des Calix[4]arénes

[.1. Historigue

L’histoire de la découverte des calixarénes est passionnante mais longue. Ne pouvant

tout détailler, seuls les événements majeurs seront relatés dans cette partie.

Tout a commencé en 1872 avec Adolph von Baeyer qui, lors du mélange de
benzaldéhyde et de pyrogallol avec un acide fort, observa la formation d'une résine
visqueusé® C'est 30 ans plus tard que Leo Baekeland prépara une résine hautement réticulée
a partir de phénol et de formaldéhyde connue sous le nom commercial de Bdkétites en
1942,Alois Zinke et Erich Ziegler se sont intéressés au contrdle de la réticulation en utilisant
des dérivégpara-substitués du phénol en vue d’obtenir des polymeéres linéaires. Aprés deux
anneées de recherche, la condensation enparke tert-butyl)-phénol et le formaldéhyde leur
a permis d’obtenir pour la premiére fois un solide cristallin de point de fusion supérieur a
celui d’'une résiné® Simultanément, Joseph Niederl et Heinz Vogel ont réalisé une réaction
similaire avec lepara-(tert-butyl)-résorcinol et ont par la suite été les premiers a postuler la
formation d’un oligomére cycliqu®.

John Cornforth et collaborateurs furent les premiers a confirmer dans les années 50 la
structure de ces composés a l'aide de la cristallographie par diffraction de rayon X. C'est a ce
moment qu’il y eu une prise de conscience par la communauté scientifique du potentiel des
calixarénes comme analogue d’enzyme possédant une poche hydrophobe.

C’est plus de cent ans apres les premieres observations de von Baeyer que Gutsche,
s'intéressant a I'époque aux composeés biomimétiques, introduisit le terme de « calixaréne »
en raison de leur ressemblance a un vase de la Gréce antique, le calice, et de leur caractéere
aromatique, les aréndsLes années 80 ont vu alors s'établir les bases de la chimie des
calix[n]arenes, ainsi que ses spécialistes internationnalement reconnus tels que D. Gustche et

R. Ungaro, ainsi que S. Shinkai et J. Vicens ou encore Z. Asfari et V. Bbhmer.

R

-

Figure 11.Photographies tirées d’'un ouvrage de David C. GutSchétrap-phényl-calix[4]aréne (& gauche), et
analogie avec un calice de la Gréece antique (a droite).
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Premiere Partie I. Chimie des Calix[4]arénes

[.2. Synthese et fonctionnalisation de calix[4]arenes

La chimie et les propriétés physico-chimiques des calix[4]arenes sont de nos jours
bien connues et parfaitement décrites dans la littérature. Les geénéralités concernant la
préparation et la fonctionnalisation de ces macrocyles, ainsi que certaines propriétés
spectroscopics, notamment en RMN et *°C, ne seront donc que briévement exposées au
cours de ce mémoire. L’ensemble de ces connaissances de base sont disponibles dans de
nombreux ouvrages tels qGalixarenes revisited de D. C. Gutsdfi€alixarenes 2001 de Z.

Asfari; > ou plus récemment Calixarenes and Resorcinaree#¥. Sliwa et C. Kozlowsk®

1.2.1. Synthése du tétrgpara-(tert-butyl)-calix[4]arene

La synthese de calix[4]arénes peut s’avérer difficile en raison de la possibilité de
former toute sorte d'oligoméres linéaires ou cycliques. Des conditions opératoires bien
adaptées sont donc essentielles pour favoriser la formation de I'oligomere cyclique
(Figure 12). Classiquement, t8u[4]OH s’obtient a partir duy-(tert-butyl)-phénol et de
formaléhyde, en condition basique.

Diphényl- + n H,O
H H NaOH éther
oRbeeleVeN 2
2h,120 T 2h, 256 T
0 C
2 H
OH | OH OH OH OH OH 4

Figure 12. Schémas de synthése du tétema-(tert-butyl)-calix[4]aréne développée par C. Gutsthe.

La réaction passe par une substitution électrophile aromatiqug ¢kEphénol sur le
formaldéhyde, suivie d'une déshydratation paglimination. Un deuxiéme équivalent du
phéol entre en action pour une nouvelleaSEet un retour a I'aromatisation abouti a la
formation d’'un premier dimére. Dans les conditions décrites par D. Gutsche, la réaction
s’enchaine alors selon le méme mécanisme en passant par un octamere linéaire jusqu’a la
formation d’'un octamere cyclique. D. Gutsche a montré que c’est a partir de ce calix[8]arene
gque se forme le calix[4]aréene selon un processus appelé « mitose moléculaire ». Ce

mécanisme réactionnel conduisant au calix[4]aréne est ainsi résumé en Fijuté 13.
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Premiere Partie I. Chimie des Calix[4]arénes
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Figure 13. Mécanisme réactionnel généralement admis conduisant a la formation dp-(téntsbutyl)-
calix[4]aréne®
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|.2.2. Conformations dutBu[4]OH et identification par RMN

En observant utBu[4]OH dans I'espace (voir Figure 10), on remarque que différentes
conformations du macrocycle peuvent étre envisagées, selon [lorientation des unités
phénoliques les unes par rapport aux autres. Il existe en effet principalement quatre entités

différentes désignées sous le méme nom, comme indiqué ci-dessous en Figure 14.
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Premiere Partie I. Chimie des Calix[4]arénes

1,3-alterné 1,2-alterné

Figure 14. Représentation des quatre conformations limites d’un péteat-butyl-calix[4]aréne.

Ces quatre conformations sont discernables a l'aide de la spectroscopie RMN du
proton et du carbone 13, en observant les valeurs de déplacement chimique et I'allure des
sighaux correspondant aux groupes méthylénes pontants AACE *°

Typiquement, en conformation cone, les protons Ap-BHapparaissent en RMRH
sous la forme d'une paire de doublets (systéme AB) en raison de la non-équivalence des
protons pseudo equatoriauxgtrientés vers la partie haute et des protons pseudo axigux H
orientés vers la partie basse (voir Figure 14, cone). Ces protges Hy sont généeralement
situés autour de 3,2 et 4,3 ppm respectivement. D’autre part, les carbones pontants étant
identiques, ils apparaissent en RMIC sous la forme d’un signal unique caractérisé par un
déplacement chimique autour de 31-32 ppm.

La perte d’éléments de symétrie dans les conformations céne partiel et 1,2-alterné
complique les spectres avec I'apparition en RMNd'un systéme AB et d’un singulet, ainsi
quede deux pics en RMNC. L'intégration des pics en RMAH permet de différencier ces
deux conformations.

Enfin, I'alternance réguliere des unités phénoliques de la conformation 1,3-alterné
rend identiques les protons et carbones des méthylénes pontants. Ils apparaissent donc sous la

forme d’un seul signal dans leur séquence RMN respective.
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Premiere Partie I. Chimie des Calix[4]arénes

Notons que l'intégralité des dérivés du calix[4]arene décrits au cours de ce mémoire
ont été obtenus en conformation céne, au regard des signaux RMN correspondant aux groupes

meéthylénes pontants Ar-GHAr (Cf. Partie Expérimentale

1.2.3. Généralités sur la fonctionnalisation du calix[4]arene

Il est essentiel de garder a I'esprit que d’autres conformations que la conformation
cbne peuvent servir de plate-forme pour la synthése de molécules a haut degré d’organisation.
Nous avons pu voir précedemme@t.(Introduction et objectijsque les travaux reportés dans
ce mémoire ne concernent que des dérivées du calix[4]arene en conformation cone. C’est
pourquoi seule cette conformation sera abordée au cours de ce sous-chapitre.

Généralement, les fonctionnalisations d’'un calix[4]aréne ont lieu sur la partie basse
et/ou sur la partie haute, par des réactions régiosélectives. Le synthon commercial le plus
abordable étant #Bu[4]OH, la fonctionnalisation de la partie haute commence généralement
par une réaction de rétro Friedel-Craft a I'aide de phénol et de chlorure d’aluminium dans le
toluene® Le calix[4]aréne nu obtenu peut ensuite étre engagé dans diverses réacgions SE
pourintroduire les groupements désirés. Il est possible de contréler a la fois la régiosélectivité
pour fonctionnaliser la partie haute, ainsi que le degré de substitution pour I'introduction du
nombre de groupement voulu. Pour ce faire, l'introduction en partie basse de groupes
benzoates pad-acylation permet d’éliminer uniguement les groutis portés par les unités

phénoliques subsitutées.

PhOH
AICl3

—_—

Toluéne, t.a.

PhCOCI
N-méthylimidazole
B — e

Toluene, t.a.

Toluene, t.a

Figure 15.Exemples de détertbutylation totales ou partielieda formation d’un dérivé benzoate.
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La fonctionnalisation de la partie bass@a les groupements hydroxyles peut
facilement s’effectuer par des réactions@alkylation ou deO-acylation passant par des
mécanismes de substitution nucléophile en milieu basique (Figure 16). Les réactions de
alkylation mettent généralement en jeu les agents alkylant classiques de la chimie organique
tels que les halogénures d’alcoyles ou encore les tosylates. Le degré de substitutian (bis-
tétra-alkylé par exemple) ainsi que la régiosélectivité (1,3vsi4;2-bis-alkylé par exemple)
peuvent étre contrdlés en fonction des conditions opératoires comme la base utilisée, le
solvant et la stcechiométrie. Les réactionsQdacylation font généralement intervenir des
chlorures d’acide ou d’autres types d’acide carboxylique activé, en vue d’obtenir un ester. La
régiosélectivité et le degré de substitution peuvent également étre relativement contrélés en

fonction des conditions opératoires.

RX
K,CO3

MeCN

Figure 16.Conditions opératoires couremment employées selon le degré de substitution voulu.

Ces diverses méthodes de fonctionnalisation de la partie basse et de la partie haute
d’'un calix[4]arene sont décrites en détail dans les ouvrages de D. Gutsche et dans celui plus
récent de Z. Asfafi® 2> %
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[.3. Applications des calixarénes en thérapeutigue

[.3.1. Calixarenes bioactifs

Historiquement, le premier usage d’'une entité calixarénique a des fins thérapeutiques
fut le Macrocyclon décrit par D’Arcy Hart et Conforth (Figure i%)** Ce dérivé du
calix[8]arene s’est avére efficace dans la lutte contre la tuberculeuse pulmonaire causée par le
bacille de KocH? ** Depuis la découverte de ce composé dans les années 50, les calixarénes
n'ont pas suscité d’'intérét particulier dans le domaine des molécules anti-infectieuses. C’est

dans les années 90 que cet intérét est réanimé avec le dépot de plusieur'Bifevets.

R = -(CH,CH,0),-H
ou n est une moyenne valant 12,5

Figure 17.Structure du Macrocyclon, dérivé du calix[8]aréne a propriété anti-tuberculeuse.

Les avancés dans le domaine des calixarénes anti-infectieux ont récemment été

résumées dans plusieurs revues publiées par de FafRodjk*® ainsi que par Colemaf}.>*

Citons les travaux these de M. Mourer, ayant conduit entre autres a la synthese de
calix[4]arénes polycationiques présentant des propriétés antibactériennes parfois
remarquable$. Parmis ces dérivés, le cas du trifluoroacétate de pémgaanidinoéthyl)-
calix[4]aréne (CX1) a été évoqué en Introduction de ce mémaoire.

Ce type de molécule antibactérienne, dont le mécanisme d’action passe par une
perturbation de l'intégrité et des fonctions de la membrane bactériererabfane-active
agent$, suscite actuellement un intérét particulier comme le montre une récente revue publiée
par Julian G. Hurdlé® Le CX1 fera I'objet d’un chapitre dans ce mémoire visant & mieux

comprendre son mode d’action.

Doivent également étre cités les travaux initiés par N. Psychogios et poursuivis par M.

Mourer portant sur des dérivés du calix[4]arene porteurs sur la partie haute de groupements
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anioniques sulfonates, carboxylates ou phosphonates (Figure 18). Ces calixarénes
polyanioniques présentent d’intéressantes activités anti-HIV, virus responsable du syndrome

d'immunodéficience acquise (SIDAS.

(@)
Ox

|
HO &y

OH

Figure 18. Exemples de calix[4]arénes polyanioniques a propriété anti-HIV.

La capacité d'organisation du calix[4]aréne peut se révéler un formidable atout dans la
conception de nouveaux principes actifs. Une disposition spatiale spécifique de différents
groupes fonctionnels peut étre essentielle pour générer une activité antimicrobienne.

On peut citer le cas de la vancomycine, un glyco-peptide antibactérien produit par un
microorganismeAmycolatopsis orientaljs* Cet antibactérien est connu pour interagir avec
certain peptides précurseurs de la paroi bactérienne, inhibant ainsi la biosynthése de cette
derniere. En reproduisant I'architecture de la vancomycine, plus particulierement la partie se
fixant aux peptides précurseurs, il est envisageable de produire de nouvelles molécules
antibactériennes. Casnati et coll. ont mis a profit la structure restreinte du calix[4]aréne en
incorporant un pont pseudopeptidique sur la partie haute de ce dernier, ainsi capable de fixer
les peptides précurseurs cibles (Figure®¥9¥ Les auteurs ont alors observés des activités

antibactériennes comparables a celles de la vancomycine.

B

Figure 19. PeptideN-acétylp-Ala-p-Ala, un des précurseurs de paroi bactérienne, complexé par un peptido-
calix[4]aréne développé par Casnati et coll. {AModéle révélant la complémentarité substrat-récepteur (B).
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D’autres dérivés du calix[4]aréne décrits par Motornaya et coll. présentent des
activités antivirales intéressantes. Les auteurs font état d’un calix[4]aréne porteur en partie
haute du macrocycle de quatre motifs ammonium d’adamantane, présentant une activité
contre certains virus de I'herpes (HSV22Remarquons qu'il s'agit du seul cas de calixaréne

antiviral porteur de groupements cationiques.

Récemment, Geraci et coll. ont utilisé le calix[4]Jarene comme plate-forme de
conjugaison entre un antigene glycomimétique spécifique aux cellules cancéreuses et un
immunoadjuvant peptidique non spécifique (Figure®3Qeurs études menéasvivo chez la
souris etin vitro par test ELISA ont montré que ce dérivé calixarenique stimule la production
de certains anticorps spécifiques aux cellules malignes, laissant envisager I'emploi de ce type

de composé comme vaccin anti-cancéreux.

OH
OH
; OH
on HO Q OH| OH OH
OH OH on
AcHN (0] CHN

o d AcHN 5

HO
S S

AcHN

AcHN

//OH

o} ;\ z o
H :
§ § g H/VNWK\H)J\rSWOPa'

NHPal

OPal

Figure 20. Calix[4]arene utilisé par Geraci et coll. comme plate-forme de conjugaison entre un antigene
glycosidique (rouge) et un immunoadjuvant peptidique (V&rt).

Les mémes auteurs ont décrit plusietlBs[4]OH porteurs en partie basse de quatre
unités nucléotidiques d’origines naturelfésls ont montré d'une part que ces composés
amphiphiles et hydrosolubles étaient capable d’auto-assemblage en milieu Hiféux.
D’autre part, une premiere étude vitro a démontré leur capacité d’'inhibition de la
réplication d’ADN chezPenicillium digitatum laissant entrevoir de possibles applications
thérapeutique®
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Ces auteurs ont également démontré les propriétés anti-oxydantes d’un calix[4]aréne

porteur en partie haute de quatre motifs acide caféique ou acide sin&bique.

Vovk et coll. ont reportés la capacité d’inhibition par plusieurs calixarenes
phosphonates de la tyrosine phosphatase (PTP), enzyme essentiel au métabolisme d’'une
bactérie de la famille de¥ersinia® Cette activité, de I'ordre du micromolaire, a été
déerminéein vitro par suivi de la vitesse d’hydrolyse gunitrophénylphosphate utilisé
comme substrat par cet enzyme PTP. Le mode de liaison de ces dérivés calixareniques dans le
site actif de I'enzyme a été étudié par une approche de docking moléculaire.

Paquet et coll. ont greffé sur la partie basse d'un calix[4]arene quatre résidus
d’amphotéricine B, un antifongique a large spectre (Figure 21). La molécule obtenue a été
utilisée comme outil afin de mieux comprendre le mode d’action de I'amphotéricine B, faisant
probablement intervenir la formation de canaux ioniques dans la membrane fdidraue.
ailleurs, ce conjugué calixaréne-amphotéricine B s’est révélé plus actif que 'amphotéricine B
natif, démontrant que les capacités d’organisation du calix[4]aréne peuvent exalter I'activité

de certains principes actifs.

A

Figure 21.A) Amphotéricine B constitué d'une partie hydrophile (rouge) et d'une partie hydrophobe (bleu). B)
Conjugué calix[4]aréne-tétra-amphotériciné®B.

D’autres applications potentielles des calixarenes en tant qu'agent antivirale, ou
anticancéreux, ainsi qu’antithrombotique ou antifibrotique sont décrites dans divers brevets
parus entre 1995 et 20057 %670
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1.3.2. Calixarénes amphiphiles en formulation de principes actifs

D’autres applications du calix[4]aréne dans le domaine médical concerne I'emploi de
dérivés amphiphiles en formulation pour le transport de molécules d’intérét biologique. Ces
dernieres peuvent étre encapsulees la formation de structures supramoléculaires auto-
assemblées comme des vésicules. Ainsi, une revue publiée en 2008 par Mutihac résume
brievement les applications potentielles de calix[n]arenes fonctionnalisés pour le transport, en
particulier trans-membranaire, de molécules bioacfiVételttunen et coll. ont quant-a eux
résumeé en 2010 le développement de la chimie des calixarenes amphiphiles, en mettant
'accent sur les voies synthétiques généralement utilisées pour leur production, ainsi que sur

leurs propriétés d’auto-assemblage en milieu aqlfeux.

L'utilisation de tels systemes de transport peut permettre d’outrepasser certaines
limitations quant-a I'emploi d’agents thérapeutiques, comme des problemes de solubilité (eau
ou membrane) ou encore de fragilité dans certaines conditions physiologiques, améliorant
ainsi leur biodisponibilité. On peut alors distinguer deux principales applications de cette
méthode :

- le calixaréene est utilisé afin de solubiliser/protéger des composés peu polaires et/ou
peu solubles dans I'eau.
- le calixaréne est utilisé pour encapsuler une espéce polaire et la rendre temporairement

lipophile afin de traverser une membrane lipidique par exemple.

Une étude réalisée par Stoikov et coll. a montré que des biomolécules hydrophiles,
comme les acides aminés, pouvent étre efficacement transportées au travers d’'une membrane
lipidique par l'intermédiaire de dérivésaminophosphonate calix[4]aréne amphiphifeis
ont comparé la capacité de transporteur de deux dérivés, munis d’une partie basse polaire et
d’'une partie haute apolaire pour le premier, et inversement pour le second (Figure 22). lls ont
de plus démontré que les aminoacides aromatiques étaient sélectivement transportés,

impliquant un réle de reconnaissance de la cavité lipophile du calixarene.
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Figure 22.Dérivés aminophosphonates du calix[4]aréne étudiés par Stoikov &t coll.

Citons également les travaux de Fernandes et coll. ayant publié une étude concernant
la formation de complexe d’inclusion entre un calix[6]aréne hexa-sulfonate et la tétracaine, un
anesthésique locaf. Les auteurs expliqguent comment cette formulation peut permettre de
limiter certains effets indésirables tout en améliorant I'hydro-solubilité et donc la

biodisponibilité de la tétracaine.

Récemment, Nault et coll. ont reporté la préparation et I'utilisation de nanoparticules
formées par la superposition de couches auto-assemblées d’'up-détraecalix[4]aréne
porteur en partie basse de chaines dodécylalkyléss auteurs ont montré que ces
nanoparticules pouvaient étre recouvertes de brins d’ADN, et les transporter au travers de la
membrane cellulaire (transfection d’ADN). Ce procédé pourrait étre appliqué dans le cadre de
la thérapie génique.

Dans une méme optique de transfection d’acide nucléique, Rodik et coll. ont publié la
synthése de calix[4]arénes amphiphiles porteurs de groupes cationiques sur la partie haute
(ammonium ou imidazolium) et de chaines alkyles en partie basse (de C3°a &8auteurs
ont montré que ces molécules peuvent s’auto-assembler en micelles puis, en présence d’ADN,
s’agrégent en nanoparticules de taille comparable a celle d’'un virus soit environ 50 nm
(Figure 23). Les études sur culture cellulaire ont montré que la transfection de gene par ce
systeme a base de calixaréne est possible. De plus, Rodik et coll. ont montré que ces dérivés

calixarénigues présentent une faible cytotoxicité.
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Figure 23. Auto-assemblage de nanoparticules a base de dérivés calixaréniques amphiphiles €€ d’ADN.

1.3.3. Conclusion et perspectives

Au cours de cet état des lieux bibliographique, nous avons pu apercevoir comment le
calix[4]aréne en conformation cone peut étre utilisé pour concevoir des molécules a haut
degré d’organisation. La faculté de ce macrocycle a orienter dans I'espace et a combiner
divers groupements fonctionnels permet en effet de mimer et d’interagir avec les composants
biologiques, générant ainsi une activité. Par exemple, en fonctionnalisant les parties haute et
basse a facon, plusieurs propriétés peuvent étre associées, permettant un ciblage puis I'apport
d’'une substance ou analogue sur son site d’action.

D’autre part, l'intérét des calixarénes dans le domaine de la formulation pour le
transport de molécules thérapeutiques est aujourd’hui reconnu, faisant généralement
intervenir des entités amphiphiles. Ces molécules sont capables de s’auto-assembler en
structure supramoléculaire permettant d’encapsuler divers agents thérapeutiques, allant de
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brins d’acide nucléique aux aminoacides. Certains de ces calixarenes présentent une faible
cytotoxicité, laissant donc envisager leur application par exemple en thérapie geénique

(transfection de gene) ou dans 'optimisation de la biodisponibilité de molécules bioactives.

Cependant, I'utilisation de calixarene comme prodrogue de principes actifs est encore
peu répendue, représentant un champ d’investigation presque inexploré. Ce theme de
recherche sera donc approfondi au cours de ce mémoire. Nous aborderons d’une part I'étude
du comportement a linterface eau-air de calix[4]arénes déja synthétisés au laboratoire et
congus comme prodrogues amphiphiles d’antibactériens. Cette famille de composé sera
ensuite enrichie par la synthése de nouvelles prodrogues calixareniques d’analogues de

nucléoside a propriété antivirale.
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Chapitre |l

La technique des films de Langmuir

Une grande part des travaux décrits dans ce mémoire ont été réalisés a l'aide de la
technique des films de Langmuir, soit par I'étude de films monomoléculaires adsorbés a

I'interface eau-air ainsi considérés comme des modeles de membrane biologique.

[1.1. Historique

Irving Langmuir (1881-1957% "®chimiste et physicien américain, a posé les bases de
plusieurs domaines en chimie et en physique, avec par exemple l'invention des lampes a
incandescence sous atmosphére gazeuse ou la technique de soudure a I'’hydrogéne. C’est en

1932 qu'il recu le Prix Nobel pour ses recherches en chimie des interfaces.

En partenariat avec Katharine B. Blodgett (1898-1979), il a étudié les films ultra-
minces et les phénoménes d’adsorption interfaciau3(. Ensemble, ils ont introduits le
concept de film monomoléculaire (film épais d’'une entité moléculaire) a la surface d’'un
liquide (film de Langmuir) ou d’un solide (film de Langmuir-Blodgett), ainsi que les bases de
la physique bidimensionnelle décrivant ces systemes. Dans notre cas, nous verrons
exclusivement les films monomoléculaires de Langmuir constitués de molécules insolubles
dans I'eau et généralement amphiphiles, étendues a la surface d’'un liquide le plus souvent

agueux et appelé sous-phase.

De nos jours, cette technique permet d’étudier des modeles de membrane cellulaire a
partir de phospholipides, constituants majeures des bicouches lipidiques (Figure 24). En effet,
a l'interface eau-air, ces molécules amphiphiles constituées d’'une partie hydrophile et d’'une
partie hydrophobe s’organisent de fagcon a orienter la partie polaire dans I'eau et la partie
hydrophobe dans I'air. Le film monomoléculaire ainsi obtenu peut étre alors assimilé a une

“demi” membrane lipidique permettant d’étudier les interactions membrane/mof&cifle.
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Bicouche phospholipidique
Membrane biologique

Quene <
Hydrophobe

o I}

-ﬁ
Téte 0.0 u . .
Tydrophile < oo F1]m monomol éculaite a linterface ean-air

2 Modéle de membrane biologique

=N

7
Dipalmitoylphosphatidylcholine
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Figure 24. Phospholipide(DPPC) constitué dne téte polaire et d'uneueue hydrophobe, symbolis
respectivement par une spheégt deux batonnetsSchématisatiord’un film monomoléculaire de DPPC
l'interface eau-air, modéle d’'umeembrane lipidiqur

[1.2. Préparation de film s de Langmuir

L’avantage principalde cette technique est la simplicité de préparation d'un
monomoléculairede Langmuir, comparé a d’'autres modeles de membrane te les
liposomesDe plus, outre le capital inves pour acquérir le matériel, ce domaine de rrche

estrelativement peu colteux nécessi peu de substances.

La molécule d'intérét est tout d’abosolubiliséedans un solvant organique vol et
non miscible a I'eau, généralem CHCl. Dans cdains cas, I'ajout ddMeOH peut étre
requis pour unesolubilisation total, comme par exemplavec certains phospholipic
comme DMPE ou DMPGPource faire, la substance est pesas une balance de précisi
dans undiole jaugée de faible volumegénéralement BL) afin d’obtenir une solution c
concentation précise. La solution ainsi préparée doit avoir une concentration suffisa
importante pour permettre un volume de dépdt a la surface depeu importar, mais
suffisamment faible pour que ce voluisoit prélevé précisémeet éviter des phénornes
d’agrégation en solutiorLe volumeutilisé habituellement estompris entre 15 et 1 pL

pour une concentration d’environ 0 mg mL* de substance.
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Cettesolution est alordéposée goutte-goutte a la surface de la s-phase. Bien que
le CHCE soit plus dense que l'eau, sa volatilité et sa faible tension superficielle perme
gouttelettes de se dispersapidemer a la surface de la sopsase sans couler au fond.
délai d'au moins 1Bninutes est nécessaire afin de laisstemps au ystemede s’équilibrer.
Les molécules amphiphiles et hy-insolubles ainsi déposées a la surface d’uius-phase

agueuse s’autorganisent a l'interface e-air comme décrit précédemm (voir Figure 24).

[1.3. Caractérisation et étude des propriétés wn film de

Langmuir

Le film monomoléculaire ainsi formé  assimilé a un systeme bidimensionnel ¢
I'état physique(gazeux, liquide ou solide) pt étre modifié en fonction de compressiofi*
En effet, la réduction progressive de I'esy disponible a savoir l'aire de la cuve, permet
resserrer les molécules adsorbées a l'interface et d’augmenter la pression afin de pa
état gazeux (absence d’interactions intericulaires) aifuide puis solid (Figure 25, A).
Au-dela, lorsque I'espace disponible pour chagque molécule devient insuffisan rupture
du film monomoléculaire avec formation d’agréctridimensionnels.

Parriére en

D‘flrmlk_ Cove en
Hydrephile Téflon™
Hydrophobe
|
— N &<

) ) Trelin®
Tatflon® Al

Figure 25. Cuve de Langmuir remplid’eau recouverte d'un film monomoléculaii@ompression du film ¢
passage de gauche a droite d&iat gazeux wun état solide (A)Bord de la cuve, interfacnégligeable par
rapport a l'interface eau-air (BBord d’'une barriere, interface égalemnégligeable (C)
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Les modifications physiques d’un film monomoléculaire étalé a l'interface eau-air, au
fur et a mesure de sa compression, peuvent étre mesurées par diverses méthodes. A
température constante, le suivi de certaines grandeurs comme la pression ddIsaudee
potentiel de surface\V, permet de tracer des isothermes de compression. Connaissant la
guantité de molécules déposées et la surface de la cuve d’eau, ces isothermes sont données en
fonction de I'aire moléculaire moyenne, no#et généralement exprimée efirdoléculé’,

représentant I'aire moyenne qu’occupent chaque molécule a I'interface.

Il est important de remarquer que I'emploi d'une cuve aux dimensions suffisamment
grandes (respectivement plusieurs dizaines et unités de centimetres en longueur et en largeur)
permet d’annuler les effets de bord (Figure 25, B et C). Des dimensions de cuve suffisantes
rendent l'interface eau-air beaucoup plus importante en termes d’'unité de surface comparée

aux interfaces eau-bord ou eau-barriere. Ces dernieres sont donc négligeables.
[1.3.1. Isothermes de compressioll-A

Le processus d’adsorption aprées étalement de molécules amphiphiles a la surface
d’'une sous-phase aqgueuse entraine une diminution de la tension superficielle de cette derniére.
En faisant varier I'aire de la sous-phase, la tension superficielle est modifiée. Celle-ci évolue
en fonction de la diminution de I'aire et de la nature des molécules étalées sur la sous-phase
selon I'Equation n° 1. La tension superficiefigoeut donc servir de sonde pour mesurer les

propriétés de surface d’un film de Langmuir en fonction de sa compression.
y= E_[OX x.dx

Equation n° 1.

La technigue de mesure couramment utilisée est celle de la lame de Wilhelmy
(Figure 26). Ce dernier démontra au XIxiécle que la force exercée au centre de gravité
d’une lame de longuelret d’épaisseur définies, lorsqu’elle est placée a I'interface eau-air,

est directement liée a la tension superficigléelon la relation suivante :
F=(3, @00 )+ 20(e+ L)cosd |-(o, [y elh)

oudy et & sont la densité de la lame de Wilhelmy et de I'eau, respectivement, et g la
constante gravitationnelle.
Equation n° 2.
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N

o A/

Figure 26. Lame de Wilhelmy a l'interface eau-air, en vue transversale.

Expérimentalement, [l'utilisation d'une fine lame de dimensions connues rend
constants le premier et le dernier terme de I'Equation n° 2. Ainsi, la meslendaend
compte que de la variation de la tension superficiell2e plus, la finesse de la lame rend son
épasseure négligeable devant sa longudurOn obtient alors une équation simplifiée, dont la
force F exercée sur la lame n'est liée a la tension superficiellpue par l'angle de
mouilabilité 6 :

F =20 [tosd

Equation n° 3.

Dans nos études, nous avons utilisé une lame de platine qui, en contact avec I'eau, est
totalement mouilléed~ 0). Le terme cabest donc égal a 1. Ainsi, I'Equation n° 3 peut étre
simplifi€e comme suivant :

_F
T

Equation n° 4.

Ainsi, avec une lame de longudurconnue, la mesure par une simple balance de la
force verticald= exercée sur cette lame placée a l'interface eau-air donne directement acces a

la tension superficiellg.
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La pression de surfacH est définie comme étant la différence entre la tensi
superficielle de I'eau purg, et celle de cette eau recouverte d’'un film monomolécujaire
traduit par I'équation suivante :

M=y,-y

Equation n° 5.

La tension superficielle de I'eau pure & 20 °C étant de 72,8 hNarméthode de
Wilhelmy associée a une balance de Langmuir permet de suivre I'évolution de la pression de
surfacell en fonction de 'aire moléculair®. Une isotherme de compressiiirA, dont une
représentation idéalisée est donnée en Figure 27, s’apparente alors un diagramme de phase

donnant des informations sur I'état physique du film considéré.

A Collapse (ITgy s A o)

II
(mNm')

g Y% ge v, 4 LE
7{1i111 \ Alilu “7{li111

A
(A2 molécule?)

Figure 27.Isotherme de compressidRA idéalisée. Indication des divers états physiques d’'un film de Langmuir

au cours de sa compression, ainsi que les parameétres caractéristiques s'y rapportant. G : phase gazeuse. LE :
phase liquide-expansé. LC : phase liquide-condensé. S : phase Aglidd Il : aire moléculaire et pression

de surface au point de collap%,, : aire moléculaire limite de chaque phase.

La balance de Langmuir permettant la mesure d’'une isotherme de compiégsion
ed constituée d’'une cuve en Téffdmydrophobe, surmontée de deux barriéres mobiles en
Delrin® hydrophile (Figure 28). La combinaison de ces deux matériaux permet de contenir la
sous-phase dans la cuve et de constituer a I'aide des barrieres un espace fermé de dimensions
définies. Le rapprochement simultané des barriéres permet de connaitre a chaque instant I'aire
moléculaireA. La lame de Wilhelmy placée a l'interface eau-air entre ces barrieres permet de

mesurer a chacun instant la pression de sufiade film considéré, selon 'Equation n° 5.
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Figure 28.Schémas de principe d’une cuve de Langmuir équipée de deux barrieres (compression symétrique) et
d’une lame de Wilhelmy comme capteur de pression de siface.

L’isotherme de compressidit-A ainsi mesurée caractérise le composé étudié dans des
conditions données (température, composition de la sous-phase, etc). Elle révele I'évolution
et/ou les transitions entre chaque phase lors de la réduction de I'aire molésuddipeermet
de déterminer certains paramétres propres au composé étudié tels que l'airdjihitaire
et la pression au point de collaps&.d et Il respectivement), ainsi que le module de

compressibilité Cs?).

L’aire moléculaire limiteA;, est déterminée par extrapolatiodlad= 0 mN nmi* de la
zone linéaire de [lisotherme correspondant a une phase donnée. Celle-ci donne une
approximation des dimensions (en vue de dessus) de l'entit¢ moléculaire étudiée. Par
comparaison avec d’autres aires moléculaires caractéristiques, ce parametre peut eégalement

apporter des informations dynamiques.

Le collapse d'un film de Langmuir a lieu lorsque laire disponible pour chaque
molécule devient plus faible que l'aire occupée par ces dernieres. La rupture du film
monomoléculaire entraine ainsi la formation d’agrégats tridimensionnels ou de multicouches.
La pression de surface au point de collapse reflete alors la stabilité du film, et l'aire
moléculaire au point de collapse correspond a 'aire minimum occupée par le composé éetudié

sur le plan d’eau.
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Le module de compressibilit€s*,2* refléte la rigidité du film (état physique plus ou

moins solide ou liquide) et se calcule selon I'équation suivante :

Cst=- A[é%j
dr

Equation n° 6.

Comme la pression de surface, le module de compressibilité augmente lors de la
compression, traduisant le compactage des molécules adsorbées a l'interface eau-air. Ainsi, la
valeur maximale du module de compressibilité correspond a I'état le plus condensé du film.
Cette valeur peut donc permettre dans certains cas de déterminer précisément le point de
collapse. La valeur d&s* peut aussi étre employée pour comparer I'état de compactage entre
deux films de composition différente, ou d’un méme film en fonction des conditions

expérimentales.
11.3.2. Isothermes de compressionV-A

La mesure du potentiel de surfad®/ au cours de la compression dun film
monomoléculaire étalée a I'interface eau-air permet de tracer I'isotherme de compa&ssion
A de ce dernier. Cette isotherme, en relation avec le(s) dipble(s) du film, donne accés a des
informations concernant l'orientation des molécules le constituant. On peut mettre en
evidence des transitions de phase qui ne seraient pas perceptibles par la seule mesure de la
pression de surface.

Le potentiel de surfacAV est définit comme étant la différence entre le potentiel
électrique Vy a la surface de la sous-phase recouverte d’'un film monomoléculaire, et le

potentiel électrique ya la surface de I'eau pure.
AV =V, -\,

Equation n° 7.

La technique de mesure la plus couramment utilisée est celle de la sonde vibrante de
Kelvin, initialement développée au début du X3écle afin de mesurer la différence de
potentiel électrique de contact entre des matériaux conduéfedrinterface eau-air, cette
technique consiste a placer une électrode vibrante juste au dessus de la sous-phase (~2 mm)

dans laquelle est plongée une contre-électrode (Figure 29). Ces deux électrodes forment alors
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I'équivalent d’'un condensateur électrique caractérisé par sa cafacjté est fonction de

I'état du film monomoléculaire a la surface de la sous-phase, et donc du patgn@ai peut
doncrelier la valeur d€ a celle du potentiel de surfaa¥. L’électrode vibrante va permettre
demoduler la distance entre les deux armatures du condensateur, donc la valeur de sa capacité
C, en générant un courant alternatdlonnant ainsi acces au potentiel de surf®¢eselon
I’Equation n° 8. C’est la mesure de ce courant indgiti donne acces a la valeur du potentiel

de surfacé®
i =av €
dt

Equation n° 8.

Electrode vibrante

"Condensateur” de
capaciteé C variable

Electrode de
référence !

Figure 29.Schéma de principe d’'une sonde vibrante de Kelvin appliquée a la mesure du potentiel dagurface
d’'un film de Langmuir (A), photographie du montage expérimentaf{B).

Selon la théorie de Helmoltz, un film monomoléculaire peut étre assimilé a un
assemblage de dip6les moléculaires, chacun contribuant a la polarisation du film. Ainsi, entre
les armatures paralleles de notre condensateur formé par la combinaison de [|'électrode
vibrante en surface et de la contre-électrode immergée, le potentiel de affaselié a
I'aire moléculaire Apar la relation suivante :

— p‘eff
£,[A

AV

ou & est la permitivité du vide.

Equation n° 9.

On peut remarquer d’apres I'Equation n° 9 que la diminution de I'aire molécAlaire
lors de la compression, ainsi que l'augmentation du moment dipolaire effectifugoté
entrainent 'augmentation du potentiel de surfadé Par conséquent, 'augmentation brutale

de AV sur une isotherme obtenue a compression constante indique une réorientation des
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dipbles costituants le film. Cette techniquermet donc d’étudidiorientation des molécule

étalées a I'interface eair possédant un moment dipolaire non

D'aprés le modéle de la double couche de V-Mobius (Figure30)2® " la somme
du moment dipolaire dgzartie: polaires i et non-polaires yb donne la valeur dpes :

Merr = Mp T Hyp
Equation n° 10.

Air
'y 'y 'y 'y
I I I Hnp

r'y T r'y T r'y T r'y HP

Figure 30.Modéle de la double coue de Vogel-Mébiuselatif & un film monomoléculairde Langmuif?

Outre I'acquisition de l'isotherme de compressiV-A, le potentiel de surface dor
donc accés a la valeur @gg, un autre parametre caractéristique. En pratique,-ci se
calculeselon une équation empiric :

_ AV

Mot —37’7

Equation n°® 11.

Ce parameétre apporte des informations complémentau potentiel de surface.
permet de rendre compte de l'orientation des molécules par rapport au plan d’eau.
part, la comparaison de cette valeur entre deux entités peut mettre en évider
amphiphilie relativeCependant, le calcul cper selon 'Equation n° 1he prend en compte
gue les dipbles neutre®rmellemeniou zwitterioniquesne pouvant donc pas étre appligt
des molécules chargéesmme les phosphatidylglycérols (phospholipides anioni. Ce cas
de figurecomplique énormeénnt I'Equation n° 9qui ne peut par conséquent étre utilisée
pour calculeles dans le cas d'un film de Langmuir formé avec des molécules posséd:

charge nette.
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11.3.3. Microscopie a angle de Brewster

Au cours de la compression d’'un film monomoléculaire étalé a l'interface eau-air,
certaines transitions de phase (par exemple liquide-expansé / liquide-condensé ; LE/LC)
peuvent étre directement observees. A linstar d'une transition de phase liquide/solide d’'un
systeme tridimensionnel se déroulant a température constante (par exemple la congélation
d’'un volume d’eau pure), la transition de phase LE/LC d’un film monomoléculaire de déroule
également a énergie constante, donc théoriguement a pression de surface constante. En
pratique, une transition de phase LE/LC est caractérisée sur une isoihérpeer un arrét de
I’élévation de la pression de surface, parfois méme un plateau, suivie d’une augmentation plus
importante qu'avant la transition signalant le passage a une phase plus condensée. La
microscopie a I'angle de Brewster (BAM) rend alors possible de visualisdu I'apparition

de domaines condensés au sein d’une phase moins condensée.

La microscopie BAM, développée indépendamment par I'équipe de Jacques

3 8 et celle de Dietmar Mobit, est basée sur le principe de réfringence a

Meunie
I'interface eau-air d’'un faisceau monochromatique polarisé dans le plan d’incidence

(polarisation dite p).

A B

1
i |
1 0 I . P
- ; Faisceau réfléchi
0 ! g
Laser p-polarisé /I /I
1 I
1 |
1 Film de
Langmuir

Faisceau réfracté Faisceau réfracte

Figure 31. Principe de réfringence a l'interface eau-air. Conditions de Brewster sans film de Langmuir : totale
réfraction du faisceau incident (A). Conditions de Brewster modifi€ées par la présence d’'un film de Langmuir :
réflexion partielle du faisceau incident (B).

Sous un angle d’incidence particulieg, appelé angle de Brewster, la lumigre
polarisé n'est pas réfléchie par une interface homogéne et propre (Figure 31, A). Dans le cas
de l'interface eau-air, cet angle a pour valegi= 53 °. Cependant, des entités diélectriques
telles que les molécules amphiphiles adsorbées a cette interface modifient la condition de
Brewster, entrainant une réflexion partielle du faisceau incident (Figure 31, B). On sait qu’'a
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'angle de Brewster, l'intensité relative du faisceau réfléadst proportionnelle au carré de

I'épaisseur du film d, selon I'équation suivante :
2
| =|R,[ =@’
ou R, est la composante dans le plan d'incidence de la lumiére réfléchiestaine

congante de proportionnalité.

Equation n°® 12.

Typiquement, l'intensité du faisceau réfléchi correspond au millionieme de l'intensité
incidente. Un dispositif a transfert de charges (caméra CCD), sensible a lintensité de la
lumiére réfléchie, enregistre des charges électriques proportionnelles a la quantité de lumiére
recue (Figure 32, A). Ces charges sont traduites en code monochrome. Ainsi, les difféerences
de densité moléculaire locale, comme lors d’'une transition de phase, induisent des variations
locales d’indice de réfraction pouvant étre misent en évidence en imagerie BAM par des
différences de contraste. Une piéce de verre noire disposée au fond de la cuve au point de

rencontre du laser avec l'interface permet d’absorber le faisceau réfracté (Figure 32, B).

Ainsi, cette technigue couplée a une balance de Langmuir permet, grace aux images
BAM obtenues, de mettre en évidence les changements de morphologie d'un film
monomoléculaire a l'interface eau-air au cours de sa compression, ou encore au cours de sa

dégradation lors de réactions chimiques par exeffiple.

Compensateur

Figure 32. Schéma de principe d'un microscope a angle de Brewster (A), et photographie de I'appareillage
expérimental fixé sur goniométre ().
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11.3.4. Spectroscopie de réflexion-absorption infrarouge a modulation
de polarisation

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FT-IR) est une technique
d'analyse permettant de déterminer I'énergie de liaisons atomiques. En effet, les liaisons
interatomiques, assimilées a des ressorts, vibrent a des fréquences variables en fonction de la
nature de la liaison et de son environnement. De nos jours de nombreuses techniques de FT-
IR existent et permettent d’étudier la plupart des échantillons quel que soit leur état physique
ou de surface. En revanche la technique atteint ses limites de sensibilité avec les films ultra
minces.

Dans ce cas, la spectroscopie de réflexion-absorption infrarouge (IRRAS) a éte
développée afin d’exalter les absorptions de surface et ainsi augmenter considérablement la
sensibilité. Cette technique est basée sur la différence de réflectivité d’'une interface entre
deux faisceaux a incidence quasi-rasgmigolarisé (paralléle au plan d’incidence) st

polarisé (perpendiculaire au plan d’incidence).

Source IR

Polariseur
variable

Echantillon

R

\}}}\}?"

Figure 33. Sélection d’'un faisceau infrarouge polarisé a partir d’'une source non polarisée par passage au travers
d’'un polariseur variabl&

A une interface, le faisceap-polarisé est préférentiellement absorbé lors de la
réflexion, tandis que le faisceaypolarisé est reflété presque totalement. Ainsi, une différence
d’absorption mesurée entre ces deux faiscqgaurt s-polarisés peut étre attribuée a une
absorption spécifique a l'interface. On obtient alors un spectre différe8)ieél partir des
signaux p-polariséR;) et spolarisé Rs) selon 'Equation n° 13.

S OR_(R.-R)
R (R+R)

Equation n° 13.
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Cependant, cette méthode IRRAS nécessite I'enregistrement de quatre spectres, les
deux spectrep- ets-polarisés pour la mesure du blanc et celle de I'échantillon, favorisant les
interférences dues aux facteurs exogenes changeants tels que la vapeur d’eauole CO
encore le bruit instrumental. La moindre variation de ces facteurs au cours de I'enregistrement
des différents spectres peut lourdement affecter la résolution et masquer les signaux
recherchés. De plus, la faible réflectivité de I'eau requiert des temps d’acquisition
relativement long, soit une dizaine de minutes pour un spectre. Ces diverses contraintes
rendent la techniqgue IRRAS difficilement applicable a I'étude de films de Langmuir a

I'interface eau-air.

La derniére innovation apportée par Blaudez et coll. au début des années 90 fut
d’introduire une modulation a haute fréquence de la polarisation du faisceau incident au
moyen d’'un modulateur photoélastique (PM), donnant naissance a la spectroscopie de
réflexion-absorption infrarouge par modulation de polarisation (PM-IRRAS). Cette rapide
modulation du plan polarisation du faisceau IR incident permet d’enregistrer simultanément la
collection de spectres en une seule expérience (Figure 34, A). Ainsi, les interférences
environnementales sont fortement diminuées, et il devient alors possible d'acquérir les

spectres infrarouges de films monomoléculaires adsorbés & l'interface &al-air.

A B

Source IR
polarises

l

Détecteur

l

Modulateur
photoélastique

Figure 34. Schéma de principe de I'appareillage PM-IRRAS exploitant la réflexion différentielle a l'interface
eau-air de deux faisceaux IR et p-polarisés a incidence quasi-rasante (A). Photographie du montage
expérimental PM-IRRAS fixé sur goniomeétre au dessus d’'une cuve de Langmuir (B).

A linstar de la technigue BAM, l'appareillage PM-IRRAS est monté sur un
goniometre sur lequel sont fixés d’'un coté la source infrarouge ainsi que l'unité PM, et le
détecteur de l'autre c6té (Figure 34, B). De cette facon, I'angle d’'incidence au niveau de la

cuve d’eau placée au milieu du goniometre peut étre ajusté de sorte a optimiser la détection.
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Une fois 'appareillage parfaitement ajusté, un premier spectre de la sous-phase pure
(Sy) peut étre enregistré. Au moins 6000 scans sont généralement nécessaires, collectés a
raison de 600 scans par seconde (10 minutes d’acquisition), et le film monomoléculaire peut
étre étalé a l'interface. Une deuxieme acquisit@ppeut alors étre collectée pour obtenir le
spectre normalisé du film étudi&j selon 'Equation n° 14.
_AS_(S-S)
S, S

Equation n°® 14.

S

Il est alors possible de suivre I'évolution de certaines bandes d’absorption
caractéristiques du produit étudié en fonction des conditions opératoires, et ainsi d’en tirer des
informations structurales et environnementales sur la substance a I'interface. Ces informations
peuvent étre utiles pour mieux comprendre le type d’interactions intra et/ou intermoléculaires

ayant lieu au sein du film étudié.

Dans le cas de phospholipides, les bandes d’absorption les plus couramment analysées
sont les vibrations d’élongation symétrique et antisymétrique caractéristiques du groupe
méthyléne CH, notéesvyCH,) et vo{CH,), respectivement. Ces bandes, observables vers
2850 et 2920 crit, respectivement, vont en effet apporter des informations concernant les
chaines hydrocarbonées telles que leur état d’organisation et de comp&cfage.

La vibration d’élongation des groupes carbonyle C=0 et la vibration d’élongation
antisymétrique des groupes phosphodiester, ROtéesy(C=0) etv,dPO,), respectivement
vers 1730 et 1220 ct sont également souvent analysées. Ces bandes donnent des
informations concernant la partie polaire du film et son état d’hydratation, ainsi que sur la

conformation de I'ossature glycérsit®

D’autres groupements fonctionnels peuvent évidemment étre étudiés selon la nature de
la molécule étalée a l'interface eau-air, a condition d’étre intenses et que le film en question
soit suffisamment condensé (grande concentration par unité de surface). Nous verrons plus
loin que des espéces amphiphiles a bastBdgl]OH ont pu étre analysées en suivant les
bandes d'absorptionsis(CHs) et va{CHs), respectivement vers 2880 et 2960%cm
caractéristiqgues des groupes £donstituant les groupemerigst-butyle sur la partie haute de

ces calixarenes.
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Comme illustré en Figure 35, chague mode de vibration est caractérisé par son
moment dipolaire de transition, qui est la somme des vecteurs représentant le mouvement
vibratoire (Figure 35, A). Blaudez et coll. ont montré que l'intensité d’'un pic d’absorption
PM-IRRAS est dépendante de I'orientation du moment dipolaire de transition du groupement
considéré par rapport au plan formé par l'interface eall-&ette régle de sélection est la
conséquence de l'utilisation de faisceaet p-polarisés. Ainsi, la spectroscopie PM-IRRAS
est une technique d’analyse principalement qualitative, difficilement utilisable comme

méthode de mesure quantitative.

a4 B

-
N ) . I ) , HG
Vibration d'élongation Vibration d'élongation
symeétriquevy(CH,) antisymétrique/,{CH,)

Gt A

Figure 35. Vibration d’élongation symétriques et antisymétriques,s du groupement Cjl et sommes des
vecteurs vibratoires dont découle leur moment dipolaire de transition respectif (A). Indication dans une chaine
hydrocarbonée du moment dipolaire de transition relatif & chaque mode vibratdféyB).

[1.4. Application a I'étude de membranes biologiques modeles

La technigue des films monomoléculaires de Langmuir, et les méthodes
d’investigation qui y sont associées, est un outil de choix pour I'étude de phénomenes
interfaciaux. Plus particulierement, cette technique permet de décrire les interactions
intermoléculaires se déroulant aux interfaces hydrophile/hydrophobe, dans des domaines aussi
variés que les matériaux ou la biochimie.

En ce qui nous concerne, nous porterons un intérét particulier a l'utilisation de cette
technique dans les domaines liés a la biologie et aux membranes cellulaires. Par exemple,
impact de molécules thérapeutiques sur les propriétés d’'une membrane lipidique biologique
peut apporter des informations sur la pharmacocinétique de ce composé ou encore sur son

mode d’action.
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D’une fagon générale, les études concernant les films de Langmuir dans le domaine de

la biophysico-chimie suivent deux types de raisonnement :

» Analyser I'impact d’'une substance, naturelle ou synthétique, dissoute dans la sous-
phase sur les propriétés d’'un film de Langmuir constitué de phospholipides naturels
modélisant une membrane cellulaire. 1l peut étre cité en exemple les travaux publiés
par Corvis et coll.,, portant sur I'étude les interactions entre un antifongique
(Griséofulvine) et différents films de Langmuir constitués de phospholipides
(Figure 36)'® Leurs résultats ont permis de mieux comprendre ces interactions, et

pouraient permettre la mise au point d’'une formulation augmentant la biodisponibilité

de la griséofulvine.

Figure 36.Structure chimique de la griséofulvine (A). Insertion de la griséofulvine présente dans la sous-phase
au sein d’un film de Langmuir constitué du phospholipide DPPC¥(B).

» Etudier les interactions entre une molécule amphiphile d’origine synthétique et une
molécule d’'intérét biologique. Citons les travaux de Castano et coll. qui ont étudié un
dérivé cationique du cholestérol (BGTC) ayant démantnétro etin vivo un intérét
dans le domaine de la transfection d’ABfiLes auteurs ont utilisé la technique des
films de Langmuir pour mieux comprendre les mécanismes de formation de

complexes supramoléculaires ADN-BGTC (Figure 37).

Figure 37. Film de Langmuir constitué de BGTC en interaction avec un double brin d’ADN dissout dans la
sous-phas&”*
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Les isothermes de compression décrivant les molécules de maniére individuelle par
I'aire moléculaire, la technique des films de Langmuir se caractérise par une grande
sensibilité. Il est possible de détecter d’'infimes modifications comportementales, mettant ainsi
en évidence des phénomenes relativement discrets. Cette sensibilité peut étre mise a profit
pour étudier des mécanismes de reconnaissance moléculaire, ou tout type d’interactions
supramoléculaires ayant un faible impact sur les propriétés des protagonistes. Par exemple, il
est envisageable de modifier une molécule pour la rendre suffisamment hydrophobe et
amphiphile (ex : ajout de chaines alkyles), afin d’en préparer un film de Langmuir et ainsi

d’étudier ses interactions avec d’autres molécules présentent dans la sous-phase.

11.5. Etudes interfaciales de calix]4larénes amphiphiles hydro-

insolubles

11.5.1. Généralités sur les prodrogues amphiphiles : concept

Le concept de prodrogue amphiphile s’est nettement développé a partir de la seconde
moitié du XX siécle, et les premiéres molécules congues comme telles ont vu le jour dans les
années 70 1%

Ces prodrogues, analogues de glycérides ou d’acides gras naturels, ont été imaginées
au depart afin doutrepasser des contraintes dordre pharmacocinétique et/ou
pharmacodynamique comme par exemple :

v’ faciliter le passage d'un principe actif hautement polaire au travers des
barriéres hydrophobes de I'organisme (peau, membrane cellulaire"&tc.).

v’ protéger le principe actif contre certaines métabolisations entrainant une baisse
voire une perte d’activit&> 1%

v' Localiser la prodrogue dans les tissus adipeux ou au niveau du site
d’administration pour diffuser progressivement dans I'organisme le principe

actif (action prolongéel’> 107 108

Le concept de prodrogue amphiphile a suscité un fort engouement au début des années
70 dans le domaine des analogues nucléosidiques. Citons les travaux de Baker et coll.

concernant des dérivés &-acyl du 9-gD-arabinofuranosyladenine (Figure 38). Ce
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nucléoside antiviral, actif contre des virus a ADN comme ceux de I'herpés (HSV), était
difficilement administrable de facon topic en raison de sa faible diffusion au travers de la
peau. Le greffage d'une chaine acylalkyle en position 5 a permis d’augmenter sa
biodisponibilité aprés une application topic.

A la méme époque, Wechter et coll. ainsi que Hamamura et coll. se sont intéressés au
nucléoside 1-+H-arabinofuranosylcytosine présentant une activité anti-leucéniigwezo, la
déamination enzymatique de la nucléobase entraine une perte d’activité et une rapide
élimination (temps de demi-vie de 12 mift}.’°®Le greffage d’une chaine alkyle hydrophobe
en position 5O (Figure 38) a permis de conserver une excellente activité lors d'une

administration par voie orale (souris).

NH, NH3Cl
N o SN
o N = o N o
o OH OOH
OH OH
5'-(O-octanoate)-93-b-arabinofuranosyladénine {palmitoate)-15-D-arabinofuranosylcytosine

Figure 38. Exemple de prodrogues amphiphiles de nucléoside anti-infectieux.

Le principe de médicament a action prolongée a été appliqué relativement tét dans le
domaine des neuroleptiques. Un exemple concret est celui de la fluphénazine décanoate
employée dans le traitement de la schizophrénie chronique (Figuf¥'38§.Sous forme
naive, la fluphénazine est rapidement éliminée de I'organisme et doit étre administrée de
facon journaliére. L'ajout d’'une chaine décanoate permet une localisation de la prodrogue
dans les tissus environnant la zone d’injection. La diffusion progressive de la fluphénazine
libre permet de réduire la frequence d’administration, de l'ordre de la semaine, avec une
concentration dans I'organisme relativement constante stabilisant ainsi I'état psychotique du
patient.

CF3

s @/\/0 Tl/\/\/\/\/

(0]

Fluphénazine

Figure 39.Fluphénazine décanoate, prodrogue de la fluphénazine. Neuroleptique a action prolongée.
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A partir des années 80, on a vu apparaitre les prodrogues amphiphiles de toutes sortes
d’agents thérapeutiques (Figure 40) :

On peut citer les recherches de Sasaki et coll. portant sur une prodrogue amphiphile de
mitomycin C (antitumeur et antibiotique d’origine naturelle), obtenue par couplage d'une
chaine nonylalkylé®®

En 1991, Deverre et coll. ont publié la synthése d'un ester de I'a@denobutyrique
(neurotransmetteur GABA) et de 1,3-dipalmitoyl-2-glycér8l.ils ont également étudié la
faculté de cette prodrogue a former diverses structures supramoléculaires propre a ce type de
compose (vésicules, micelles, etc.).

Afin d’améliorer la biodisponibilité du timolol en facilitant son passage a travers la
corné (bétabloquant utilisé entre autre dans le traitement de glaucome), Pech et coll. ont
synthétisé et étudié diverses prodrogues amphiphiles de ce cofhp@s#les-ci ont été
obtenues par estérification avec des acides gras, dont principalement I'acide palmitjue (C
La conception de prodrogues a base d’acide palmitique pour des applications oculaires a par

la suite été étendue & d’autres agents thérapeutiques, comme avec le tilisolol'#h 2001.

o _R
H,N (0]
/\/1( \(C:R
ﬁo 1,3-dipalmitoyl-2-g-aminobutyryl)-glycérol ~ THisolol palmitoate
N NQ
/ 0
S\ I R= W °
T o
Q,

H
0.
R NH, H
Timolol palmitoate

o Mitomycin C nonyloxycarbonyl

HoN OCH; ¢

H3C

Figure 40. Diverses prodrogues amphiphiles a base d’acide gras ou de diglycéride.

Les années 2000 ont vue croitre de facon exponentielle le nombre de publications

portant sur des prodrogues amphiphiles de principes actifs connus.

On peut citer I'important travail réalisé par Jin et coll. qui, au cours de cette décennie,

ont décrit un grand nombre de systemes auto-assemblés prodrogues d’antiviraux ou

d’anticancéreux tels que I'aciclovit® **la didanosiné!***ou la zidovudiné!* 16118
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Le développement de toute une panoplie de méthodes physico-chimiques nous permet
aujourd’hui d’étudier des systemes a délivrance de principe actif de plus en plus complexes
(Drug Delivery SystemsC’est ainsi qu’une grande diversité de composés bioactifs ont vu
naitre leur prodrogue amphiphile respecti{&'??Depuis quelques années, on voit apparaitre
des systéemes multi-drogue, constitués d’'une prodrogue amphiphile auto-assemblée en un
systeme supramoléculaire (micelle, vésicule, etc.), encapsulant un autre principe actif
complémentaire. Dans ce sens, on peut citer les récents travaux de Shen et coll. (Figure 41) et

de Vemula et coll. (Figure 425> 1%

Les premiers ont décrits le couplage d’'une chaine oligoéthylenglycol hydrophile
(OEG) avec un anticancéreux hydrophobe, la camptothécine (CPT). La prodrogue amphiphile
OEG-CPT ainsi obtenue est capable de s’auto-assembler en liposome en encapsulant un autre
agent anticancéreux hydrosoluble, la doxorubicine (Figure 41). Il a été montré qu'il en résulte

un effet cytotoxique synergique, les deux principes actifs étant libérés simultanément.

\

Oligoéthylenglycol
(

~
Camptothécine CPT)
&
‘
CPT

Figure 41.Systéme multi-drogue développé par Shen et'€bll.

Selon un concept similaire, Vemula et coll. ont préparé une prodrogue amphiphile
d’acétaminophéne (analgésique et antipyrétique hydrophile) par greffage d’'une chaine
dodécanoyle. Les auteurs ont montré que cette prodrogue amphiphile peut englober un autre

principe actif hydrophobe et complémentaire, la curcumine (anti-inflammatoire), selon un
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auto-assemblage en hydrogel (Figure 42). Des éindé@sro ont montré que les deux agents
thérapeutiques pouvent étre libérés simultanément suite a une dégradation enzymatique de la

prodrogue, donc du systéme supramoléculaire hydrogel.

H
HsCo _N
\"/ o)
(6] J\H/CH3
o 10 HO'

Acétaminophéne dodécanoate OCH

Curcumine
(hydrophobe)

3

= 5 e

Figure 42.Systéme multi-drogue développé par Vemula et'édll.
11.5.2. Pourquoi le calix[4]aréne ?

De part sa remarquable capacité a organiser dans l'espace divers groupements
chimiques, le calix[4]aréne est une molécule idéale pour la conception d’entités amphiphiles
avec un fort potentiel de reconnaissance molécufairE® et d'auto-assembladé’*?° En
effet, nous avons pu entrevoir au Chapitre | le large panel de possibilités quant-a la
fonctionnalisation de cette plate-forme macrocyclique. Le calix[4]aréne représente donc un
bon point de départ pour élaborer des molécules complexes hautement organisées dans
'espace. Une récente revue, publiée en 2010 par K. Helttunen et P. Shahgaldian, récence la

chimie et certaines applications des calixarénes amphiphiles.

D’autre part, les calix[4]aréenes amphiphiles et hydro-insolubles ont connu ces quinze
dernieres années un intérét tout particulier dans le domaine de la physico-chimie des films de
Langmuir, en raison de leur aptitude a former des films monomoléculaires stables a I'interface
eau-air?® 19132 'ytilisation de la balance de Langmuir et des autres techniques qui y sont
associées ne donnent pas seulement accés aux propriétés amphiphiles, mais permet aussi
d’étudier les interactions de ces calixarénes avec toute sorte de substances présentent dans la

sous-phase aqueusg’®
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Plus particulierement, il peut étre constaté dans la littérature que les calix[4]arenes
amphiphiles peuvent trouver des applications comme adjuvant supramoléculaire
(formulation), transportant des molécules d’intérét biologigi@edes nanostructures auto-

assemblée¥ 139 140

Cependant, l'utilisation d’'un calix[4]arene comme plate-forme organisatrice de
principes actifs (prodrogue) en vue d'une action de transport (trans-membranaire par
exemple) n'est que peu décrite. C’est pourquoi nous avons entrepris d’explorer ce champ
d'application'™ ° Le calix[4]aréne présente en effet un certain nombre d’avantages en vue

d’une application dans le domaine pharmaceutique :

v Plusieurs données spécifiques de la littérature font état d'une faible cytotoxicité et
d’une faible réponse immunitaire induites par des dérivés du calix[4farén¥:
69. 134 Ces études sont encore trop peu nombreuses pour étre généralisables, étant
au cas par cas. Mais il est encourageant qu’aucune toxicité importante n’ait jamais

été mentionnée, que ce soit a I'échelle cellulaire ou animale.

v' La possibilité d'y greffer plusieurs principes actifs différents et complémentaires
peut permettre d’élaborer des transporteurs multi-drogue en vue d’'une synergie

d’action?

v" En conformation cone, la présence de deux zones fonctionnalisables a fagon (partie
haute et partie basse) offre de nombreuses possibilités pour ajuster les propriétés
physico-chimiques d’'un dérivé calixarenique en fonction des applications visées.
Selon le caractéere hydrophile ou hydrophobe des anti-infectieux greffés sur un cété
de la couronne macrocycligue, le caractere amphiphile du conjugué peut étre

modulée en fonction de la nature de la partie opposée.

11.5.3. Calix[4]arenes et modeles de membranes biologiques : étude de

miscibilité

Que ce soit en tant que transporteur supramoléculaire (vésicule, micelle, etc.), ou,

comme dans notre cas, en tant que transporteur covalent (prodrogue), les calix[4]arénes a
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visée thérapeutique sont amenés a interagir, voire traverser les membranes cellulaires. L'étude
de films de Langmuir mixtes, constitués en proportion variée du calixarene considéré et d’'un
composant membranaire (lipide principalement), permet d’étudier la miscibilité de ce
calixarene dans un environnement membranaire modéle. Selon le type de lipide utilisé, la
nature de la membrane modélisée peut étre apparentée plutdét a une cellule eucaryote ou
procaryote (vide infra Chapitre V). Un nombre restreint d’études selon cette méthode de
miscibilit¢ en milieu membranaire de dérivés du calix[4]arene sont décrites dans la

littérature :

Deux articles publiés par Shagaldian et coll. en 2002 et 2003 concernent des
calix[4]arénes amphiphiles destinés a la préparation de systemes colloidaux pour le transport
supramoléculaire de molécules d’intérét biologique (Figure 43). Les études de miscibilité de
leurs composés avec du cholestéfobu plusieurs phospholipidéé ont montré une plus
grande affinité pour ces derniers.

Dipalmitoylphosphoglycéride

r= “\ (DPPA)
Cholestérol "
JJ.N
2 (DPPE)
€]
NHg
H3CIII|---- J\;J‘J
HsC
(DPPC)
/,/H N@/

N

R = ‘-LLLO><OEt

OEt

Sl

©0

o
of — ® ? (DPPS)
o} H3N
OH c o(j

R'

Figure 43. Calix[4]arénes et constituants membranaires étudiés par Shahgaldian et coll.

D’'une facon générale, les auteurs ont montré que les dérives calixareniques

phosphorylés sont miscibles en
membranaires (Figure 44).

toute proportion avec

ces différents constituants
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Figure 44.Organisation hypothétique d'un dérivé du calix[4]aréne inséré dans un film de Langmuir constitué de
DPPC, un modéle de membrane cellulaire eucaryote..

Selon la méme approche, trois conjugtBg4]OH-pénicilline? synthétisés durant la
thése de A. Ben Salehgnt été étudiés au laboratoire (films mixtes calixaréne/DMPE).

[1.5.4. Conclusion et perspectives

Nous avons pu voir au cours de cette revue bibliographique que les calix[4]arenes sont
d’excellents candidats pour la conception de dérives amphiphiles. Ces molécules peuvent
s’auto-assembler, ou, prise individuellement, associer sur une plate-forme unique plusieurs

principes actifs différents en vue d’effets synergiques.

Une grande variété de calix[4]arenes amphiphiles forment des films de Langmuir
stables. Cette propriété peut étre exploitée afin d’étudier les interactions dans un milieu
interfacial de ces composés avec diverses molécules d'intérét biologique. Leur faculté a
s’insérer et a traverser les membranes biologiques peut étre étudiée a l'aide de films de

Langmuir utilisés comme modeles de membrane.
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Les résultats actuels indiquent que les dérives amphiphiles du calix[4]aréne sont
susceptibles de traverser les membranes cellulaires, soutenant le fait de les employer pour

concevoir de nouvelles prodrogues ou multi-prodrogues d’anti-infectieux connus.
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Deuxieme Partie III. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antibactériens

Chapitre 1l

Calix[4]arenes lipophiles concus comme prodrogues

d’antibactériens

Les premiéres recherches sur ce theme ont été engagées au laboratoire lors de la these
de Adel Ben SalerhLe principe repose sur I'utilisation du calix[4]aréne comme plate-forme
organisatrice de plusieurs principes actifs identiques ou différents, dans une optique de
transport et de stockage (Figure 45). De plus, dans le cas de calixarénes porteurs de plusieurs
anti-infectieux de mode d’action différents, une synergie d’action peut étre envisagée. Ces
recherches ont jusqu’a aujourd’hui principalement utilisé des antibactériens de la famille des

quinolones et des pénicillines.

= Régulation du caractére amphiphile
en fonction de la polarité du principe actif

Plateforme organisatrice
Calix[4]aréene <
en conformation céne

Groupe espaceusgace)

Groupe de jonctiorifker)

= Principe actif (identique ou
complémentaires)

O 0O [

Figure 45.Schéma de principe d’'un dérivé amphiphile de calix[4]aréne organisateur de principes actifs.

Ainsi, les travaux de A. Ben Salem ont porté sur la synthése de dériviés[d|OH
porteurs de une ou deux quinolones et/ou pénicilfifiédes composés ont été congus comme
des prodrogues par l'utilisation de groupes de jonctilmkér) entre le calixaréne et le
principe actif qui soient potentiellement labiles in vivo, telle que la fonction ester.
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Apres libération d’antibactériens aux modes d’action complémentaires, il peut étre
envisageé une synergie d’action de ces composés, avec attaque de la bactérie sur plusieurs
fronts simultanément (Figure 46). En effet, les pénicillines sont connues pour inhiber la
synthése et la réticulation du peptidoglycane constituant en partie la paroi bactérienne. Les
guinolones, quant a elles, bloquent les mécanismes de réplication/transcription de I'’ADN

bactérien.

Figure 46. Attaque d'une bactérie sur deux fronts simultanément a l'aide d'un calixarene porteur d'une
quinolone et d’une pénicilline.

Un autre aspect essentiel de ces dérivés calixaréniques est la présence des groupes tert
butyles sur la partie haute, accentuant son caractere lipophile. L’association de cette lipophilie
de la partie haute a la polarité relative des principes actifs greffés en partie basse
(hétérocycles) confere un caractére amphiphile a ces conjtBu[d$OH-antibactérien. Cette
propriété peut étre mise a profit dans une action de transport a travers les membranes
biologiques, et de stockage (dans les tissus adipeux par exemple) en vue d’'une libération

progressive des principes actifs.

Une fois ces calixarenes prodrogues synthétisés, A. Ben Salem s’est trouveé confronté a
une problématique. En effet, I'insolubilité en milieu aqueux de ces molécules n’a a ce jour pas
permis de tester efficacement leur activité antibactérienne par les méthodes standard en phase
liquide ou solide employées en microbiologie. C’est cette problématique qui a amené Hugues
Massimba-Dibama a développer plusieurs analogues hydrosolubles des prodrogues de Ben
Salem, en remplacant les group&s sur la partie haute du calixaréne par des groupes

cationiques éthylammonium ou éthylguanidiniinCes dérivés ont alors présenté une
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réactivité hydrolytigue en milieu physiologique modele ainsi qu’une activité antibactérienne,

révélant un effet prodrogue encouragé€ant.

Pour contourner le probléeme de solubilité aqueuse des conjutiRigd]OH-
antibactérien de Ben Salem, nous avons envisagé d’'étudier leur fonction de prodrogue par une
approche physico-chimique. Le caractere hydro-insoluble et amphiphile de ces composés les
rendent filmogénes a l'interface eau-aita préparation de films de Langmuir & partir de
telles substances permet d’étudier leur comportement dans un environnement mimant les
interfaces hydrophile/hydrophobe rencontrées dans les organismes vivants (membrane
cellulaire, tractus gastro-intestinal, etc.). Il est alors possible de déterminer les cinétiques de
dégradation a l'interface eau-air de ces prodrogues, en quantifiant le principe actif ainsi libéré

dans la sous-phase.
Au cours de ce chapitre, les efforts ont été concentrés sur I'étude des conjugués

tBu[4]OH-antibactérien a base d’acide nalidixique, leader historique de la famille des

guinolones.

I11.1. Rappel sur le mécanisme d’action des guinolones

D’'une facon générale, les quinolones ont pour effet de bloquer les phénomenes de
réplication et de transcription de I'’ADN bactérien par inhibition de principalement deux
enzymes topoisomeérases de type Il impliqués dans ces processus, '’ADN-gyrase et la
topoisomérase IV** Ces enzymes sont en effet essentiels lors des phases de dépliement ou de
repliement de I’ADN bactérien. La formation irréversible de complexe quinolone-gyrase
entraine des erreurs pouvant aller jusqu’a la rupture de la chaine ADN (effet clastogéne).
Cette classe d'antibactérien s’avere efficace contre les bactéries & Gram positif et Gram
négatif. Par ailleurs, I'absence d’ADN-gyrase chez les cellules eucaryotes contribue a la faible

toxicité des quinolones.

Figure 47. Structure de base commune a toutes les quinolones.
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Depuis la commercialisation de l'acide nalidixique dans les années 60, I'activité
antibactérienne et le spectre d’application des quinolones n'ont cessés d'étre opfihGses.
compte aujourd’hui principalement 4 générations de quinolones. L’'apport de certains
groupements, tels qu’un atome de fluor en position 6 ou un hétérocycle pipérazine en position
7, ont fait gagner plusieurs unités logarythmiques en terme de concentration minimale
inhibitrice (CMI).

[11.2. Synthese de conjuqués calix[4]aréne-guinolone

Les travaux de Ben Salem et coll. ont portés sur plusieurs quinolones de générations
différentes. Notre objectif n'’a pas été d’agrandir la gamme de conjugués calixaréne-
quinolone, dont la faisabilité d’'un point de vue synthétique a été démontrée, mais d’en
sélectionner certains en vue d’étudier leurs propriétés amphiphiles et leur stabilité chimique a
l'interface eau-air. L'acide nalidixique, chef de file des quinolones, a été choisi pour ces
études (Figure 48).

Nous avons donc synthétisé les conjugués fe{tart-butyl)-calix[4]aréne-quinolone,
porteurs de un ou deux résidus acide nalidixique. Leurs analogues exempts de tgréupes
butyles en partie haute ont été synthétisés afin d’appréhender I'impact des grouperaents
butyles hydrophobes sur les propriétés amphiphiles de ces composés. Ces analogues ont
eégalement été utiles pour l'analyse structurale par PM-IRRAS des déentdsutylés.

D’autre part, la préparation systématique de dérivés mono- et bis-nalidixate a été entreprise
dans le but d’examiner ces mémes propriétés amphiphiles en fonction de la nature de la partie

polaire.

Figure 48. Structure et numérotation systématique de l'acide nalidixique. Existence d'une liaison hydrogéne
intramoléculaire démontrée par Achari et ¢61 24
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[11.2.1. Analyse rétrosynthétique et stratégie de synthese

A I'époque ou Ben Salem et coll. ont entrepris les premieres synthéses de conjugués
calixaréne-quinolone, plusieurs stratégies avaient été envisagées (Figure 49). Il s’est avéré que
la plus appropriée des méthodes consistait en la préparation d’un synthon d’acide nalidixique
déja porteur d’'un groupe espacespdce) de type propylique ou éthylique (Figure 49,
stratégie 2). Cette méthode tire également avantage du fait qu’a partir d’'un synthon unique, le
bromopropylnalidixate EPN), il est possible de greffer par substitution nucléophile I'acide

nalidixique sur une grande variété de plateformes organisatrices, calixarenique ou autre.

Le groupe propyle avait été mis en avant, principalement en raison de sa faible
incidence stérique sur la partie calixaréne, et de ses signaux facilement reconnaissables en
spectroscopie RMRH (2 triplets et 1 multiplet). Nous choisi de conserver spacer
propylique suite aux travaux de Rogalska et coll., ayant démontré que celui-ci contribuait a la
miscibilité de conjuguéiBu[4]OH-pénicilline avec un modele de membrane biologique, ceci
comparé & un spacele type éthyliqué.

R =tert-butyl ou H
X = propylnalidixate

Figure 49. Schéma rétrosynthétique. Exemple d’un conjugué 1,3-bis-nalidixate faisant figurer les deux stratégies
de couplage entre I'acide nalidixique et un calix[4]aréne.

Nous verrons plus loin que I'obtention sélective d’'un dérivé mono- ou bi-substitué en

partie basse du macrocycle peut étre pilotée en fonction des conditions opératoires.

[11.2.2. Synthon bromopropylnalidixate (BPN)
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Le sel de sodium de l'acide nalidixiqdeest dans un premier temps préparé a partir
d’'une suspension d’acide nalidixique dans I'eau a laquelle on ajoute un équivalent de NaOH
agueuse (Figure 50). Au terme d’une trentaine de minutes, la solubilisation compléte indique
I'obtention du sel de sodium correspondant. La solution aqueuse est alors lyophilisée pour
obtenir le nalidixate de sodiurh sous forme d’'une poudre blanche avec un rendement

guantitatif.

NaOH (1,00 éq.)

Hzo, ta.
30 min, 100%

Acide nalidixique

Figure 50. Schéma de synthése du nalidixate de sodium

Le bromopropyl esteBPN correspondant est ensuite obtenu par une réaction de
substitution nucléophile du carboxyldtesur le 1,3-dibromopropane, selon un mécanisme de
type SN (Figure 51). Cette ancienne voie d’'acces a un ester est possible en utilisant un
solvant aprotique polaire et dissociant, tel qu&lJ8-diméthylformamide (DMF). Pour cela,

il est nécessaire d’avoir un DMF anhydre en le distillant a basse température guetGals

vide poussé en raison de son haut point d’ébullition (153 °C, 1 atm.).

Br
‘\_\ ]

O (0]
E— BeN  ( H—
DMF, 350‘C N
5h, 75% / \ /

N

Figure 51. Schéma de synthése du bromopropylnalidi&®N a partir du nalidixate de sodiufnet de 1,3-
dibromopropane.

A une solution de 1,3-dibromopropane dans le DMF est ajouté le nalidixate de sodium
1 a I'état solide, et le milieu réactionnel est maintenu sous argon a 35 °C durant 5 heures. Le
dérivé bromé est présent en large exces (~30 €q.) afin de favoriser sa mono-substitution et

d’éviter la formation du dimére 1,3-propyl-bis-nalidixate. En fin de réaction, le DMF est

62



Deuxieme Partie III. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antibactériens

évaporé sous vide poussé a 35°C, et le brut réactionnel est d'abord pré-purifié par
précipitation en évaporant a froid une solution DCM/heptane. On obtient un solide déja lavé
du bromure dalkyle en excés. La purification finale passe par une colonne de

chromatographie sur gel de silice, en utilisant un mélange d’élution DCM/MeCN.

L’emploi de MeOH comme co-solvant d’élution est proscrit en raison de la sensibilité
de la fonction ester vis-a-vis des nucléophiles en présence de silice. En effet, Ben Salem avait
observé I'apparition d’'un nouveau produit absent dans le brut en sortie de colonne éluée par
un mélange DCM/MeOH. L’analyse RM de ce composé inconnu avait montré qu'il
sagissait de l'ester méthylique de I'acide nalidixique, vraisemblablement formé dans la

colonne par trans-estérification catalysée par la silice.

[11.2.3. Synthése des conjugués calixarene-quinolone

La méthode d'obtention des différents conjugués est relativement identique dans
chaque cas. La fonctionnalisation de la partie basse des calix[4]aren€safigiation
(réaction de substitution nucléophile de type,SH généralement lieu dans MeCN en
préesence de $CO; ou de NaHC@ Les dérivés mono- ou bi-substitués sont
préférentiellement obtenus par ajustement des conditions opératoires, notamment en jouant
sur la nature de la base et sa stcechiométrie par rapport au calixarene, ainsi que sur la
concentration de ce dernier. La double substitution 1,3-alternée est favorisée en utilisant au
moins 2 équivalents de,KO; dans MeCN chauffé a reflux, tandis que la mono substitution
sopere généralement avec 1 équivalent de Nakp@00,6 équivalent de KOs, mais a des
concentrations plus faibles.

Les protocoles de synthése des deux détBegl|OH porteurs de un ou deux résidus
nalidixate avaient déja été développés au laboratoire avec des rendements peu safisfaisants,
probablement en raison des problemes de purification par chromatographie évoqués plus haut
dans le cas dBPN. Ainsi, notre tache ici était de développer de nouveaux systémes
chromatographiques exempt de solvants nucléophiles comme le MeOH.

Le dérivé bis-nalidixat@ était originellement préparé par réactiont@u[4]OH avec
2 équivalents deBPN dans MeCN, en présence de 4 équivalents geOg avec un
rendement de 35%L'optimisation de la procédure, impliquant I'emploi de 2,2 équivalents

de K,CO; et I'ajout d’'un léger exces d’iodure de potassium Kl (3 €qg.), a permis dans un
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premier temps d’améliorer le taux d’avancement de la réaction (Figure 52). L'addition de KI
au milieu réactionnel permet de favoriser la réaction de substitution nucléophildeSN
phénolates sur le BPNoar formation in situ du dérivé iodé de ce dernier.

Il restait en second lieu a rechercher une méthode de purification par chromatographie
sans utiliser MeOH comme co-éluant polaire. Cette phase d’optimisation de la procédure de
purification sera décrite au cours du sous-chapitre suivant. Le rendement d’obtention du
conjuguétBu[4]OH-bis-nalidixate3 apres purification a ainsi été significativement amélioré,

atteignant 67%.

BPN (0,9 éq.) BPN (2,2 éq.)
K»CO3 (0,6 €q.) K»CO3 (2,2 éq.)
KI (2,5 éq.) KI (3 éq.)

MeCN
reflux, 20 h

MeCN
reflux, 22 h

tétra-p-(tert-butyl)-calix[4]aréne
(tBu[4]OH )

Figure 52. Schéma de synthése des deux conjugBiéRl|OH-mono- @) et bis-nalidixate J) par O-alkylation
du calixaréne correspondant a partir du syntsBi.

Le dérivé mono-nalidixat@ était quant-a lui initialement préparé en employant 0,9
équivalent deBPN et 1,3 équivalents de NaH@®@n présence de Kl, avec un rendement de
42%* Les modifications que nous avons apporté, comme le remplacement de NpBiCO
0,6 équivalent de KCO; n'ont pas permis d’augmenter significativement le rendement
(Figure 52).

La préparation des nouveaux conjugués 3 (@igure 53), sans groupes tbrityles en
partie haute du calixarene, n’a pas posé de problemes particuliers. Les premieres conditions
opératoires testées, similaires a celles appliquées pour les conjegudstylés, se sont

révélées efficaces.
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BPN (1,2 &q.) BPN (2,1 éq.)
KoCO3 (0,6 éq) KoCO3 (1,2 éq)
KI (2,3 éq.) KI (2,5 éq.)
MeCN MeCN

reflux, 22 h reflux, 28 h

calix[4]aréne
(H[4]OH)

Figure 53. Schéma de synthése des deux conjugués calix[4]arene-m@net pis-nalidixate §) par O-
alkylation du calixaréne correspondant a partir du synBfen.

[11.2.4. Purification des conjugués calixarene-quinolone

Deux exigences étaient inscrites dans le cahier des charges que nous nous
étions fixé. L'une pour I'obtention d’'un lot unique de chaque composé avec une grande
pureté. L’autre pour I'obtention de ces lots sous une forme manipulable, afin de faciliter la
préparation des solutions nécessaires a la formation de films de Langmuir. Nous avons donc
fait le choix de sacrifier une partie des substances dans diverses étapes de purification, afin de

correspondre a ce cahier des charges que nous nous étions fixé.

Eluant
DCM / MeOH

0m<—

CX = H[4]OH outBu[4]OH

sio,

Nalidixate
de
méthyle

CX—\_\

Ij o
MeO (] O (0]
a= — CX
\—> N= \_/ M
— N — N OH

Figure 54. Schématisation d’'une chromatographie des conjugués calixréne-quinolone, éluée par un mélange
DCM/MeOH au travers d’une colonne de gel de silice.

o

Z X
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Il a été évoqué précédemment la sensibilité de la liaison ester vis-a-vis d'un alcool
simple tel que MeOH dans les conditions classiques de purification par chromatographie sur
gel de silice (Figure 54). Nous avons donc envisagé de remplacer MeOH par MeCN, ce
dernier n’étant pas nucléophile. D’autre part, la tdche a été compliquée par la complexité des
bruts réactionnels en fin de réaction. Il a donc été nécessaire d’adapter nos conditions

chromatographiques a ces contraintes.

«» Dérivés mono-nalidixate 2 et 4 :

La relativement faible polarité générale des dérivés mono-substitués, comparé aux bi-
substitués, a permis de les purifier sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant un
mélange DCM/MeCN 8 : 2 (v/v). L’'emploi de MeCN comme composante polaire du mélange
d’élution a permis d’éviter la dégradation par trans-estérification évoquée plus haut. Les
composésBu[4]OH mono-nalidixate2 et H[4JOH mono-nalidixatél ont ainsi été obtenus
avec un rendement de 46% et 53%, respectivement. Cependant, les produits purifiés ont été
obtenus sous forme amorphe et vitreuse. Cette aspect ne permet pas de les manipuler
facilement en vue d’'une pesée de précision, et complique donc la préparation des solutions

nécessaires a la formation de films monomoléculaires.

Le conjugué2 a pu étre obtenu sous forme d’'une poudre par cristallisation dans
MeCN. La reprise dans MeCN du produit vitreux apres chromatographie conduit dans un
premier temps a sa solubilisation, rapidement suivie par une cristallisation avec un rendement
de 73%. En revanche, le conjugi&’est averé parfaitement soluble dans ce solvant, aucune
cristallisation n’ayant été observée. C’est par ajout d’'un excéesQl&une solution saturée

dans le DCM que le produit 4 a pu étre précipité avec un rendement de 84%.

« Deérivés bis-nalidixate 3 et 5 :

Dans le cas des dérivés bi-substitués, le pouvoir d’élution de MeCN s’est avéré
insuffisant pour entrainer le produit d’intérét. Ainsi donc, ne pouvant plus efficacement jouer
sur la phase mobile, nous avons modifié la phase stationnaire en neutralisant la silice par la
triethylamine. La base est ajoutée a la silice en suspension dans le DCM puis, aprés I'avoir

tassé dans la colonne appropriée, le gel est lavé par élution de DCM afin d’éliminer I'exces de
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NEt;. Le pH de I'éluant en sortie de colonne est controlé (papier pH) pour s’assurer de la
totale élimination de Nkt Cette méthode a permis d’augmenter le pouvoir élutif de la phase
mobile mais au détriment de la résolution, constaté par I'élargissement des taches observées
en CCM.

Un dernier ajustement consistait donc a rechercher un troisieme co-solvant d’élution,
ici le diéthyléther, afin de résoudre ce probleme. Cette méthode de chromatographie sur gel de
silice neutralisée, impliquant un éluant ternaire DCMIEVIeCN 4 : 4 : 2 (v/viv) pour le
composé3 et 1: 4 :5 (viviv) pour le compoSéa permis de diminuer significativement leur
rétention sur la silice et d’atteindre un rendement final de 67% pour 3 et 59% pour 5.

Ces conjugués bi-substitués sont obtenus sous forme vitreuse apres chromatographie.
Dans un premier temps, I'ajout d2&t a une solution concentrée 8ldans le DCM n’a aucun
effet immédiat. Mais aprés quelgues minutes, une cristallisation est amorcée, conduisant apres
filtration a un produit sous forme d’'une poudre cristalline avec un rendement de 56%.

D’autre part, le dérivé5 se montrant peu soluble dans MeCN, nous pensions
facilement exploiter cette caractéristique. Pourtant, les diverses méthode décrites plus haut, a
savoir reprise puis cristallisation, ou ajout d'un excés du non-solvant & une solution saturée
n‘'ont données aucun résultat satisfaisant (obtention de gomme ou de poudre avec un tres
faible rendement). Une autre méthode était encore a tester. La lente évaporation du solvant
volatile, ici le DCM (Tep = 40 °C, 1 atm), sans apport direct d’énergie entraine un important
refroidissement du milieu. Ce phénomeéne couplé a lI'accroissement de la proportion en non-
solvant moins volatile, ici le MeCN (f=82 °C, 1atm), a pour conséquence de faire
précipiter et parfois méme cristalliser le produit recherché. C’est donc finalement en
eévaporant a froid une solution &edans un mélange DCM/MeCN que ce dernier a pu étre

obtenu sous une forme solide cristalline avec un rendement de 83%.

[11.3. Etude comportementale a I'interface eau-air

Les conjugués calixarene-quinolone faisant I'objet de cette these ont été concgus
comme prodrogues amphiphiles et hydro-insolubles. Ces composés sont donc susceptibles
d’interagir en milieu physiologique avec les membranes biologiques. En 2007, une premiere
étude a l'interface eau-air concernant la miscibilité de conjutRig]OH-pénicilline avec

un modele de membrane bactérienne a montré que ce type de calixarene pourrait
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probablement s'insérer dans une bicouche lipidfq@ependant, que ce soit pour des
conjugués tBu[4]OH-pénicilline ou -quinolone, la libération du principe actif dans un

environnement interfacial n’a pas encore été étudiée.

il est essentiel dans un premier temps de caractériser les propriétés amphiphiles et le
comportement de nos conjuguiu[4]OH-quinolone dans un systeme modele simple, a
savoir un film monomoléculaire étalé a I'interface eau-air.

La technigue des films de Langmuir est parfaitement adaptée pour ce type
d’investigation'?® **°En effet, la mesure des isothermes de compression, pression de surface
— aire moléculaireI{-A) et potentiel de surface — aire moléculak®’{A), ainsi que I'emploi
de la spectroscopie PM-IRRAS et de la microscopie BAM, doit permettre d’étudier le

comportement des dérivés calixaréniqués@Finterface eau-ait’?

111.3.1. Isothermes de compression

Les solutions calibrées de chague com@s® 4 et5 ont été préparées par pesée des
substances dans une fiole jaugée de 5 mL, et solubilisées dans le chloroforme. On obtient
ainsi des solutions de concentration précisément connue qui permettra de calculer I'aire

moléculaire A

3: 2:
R =tBu R =tBu
X! = propylnalidixate X! =H

X2 = propylnalidixate X2 = propylInalidixate
hydrophobe R1= H - R1= H
X* = propylnalidixate X*=H
X2 = propylnalidixate X2 = propylnalidixate
hydrophile

Figure 55.Schématisation de I'amphiphilie relative de chaque conjugué calixaréne-quinolone.

68



Deuxieme Partie III. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antibactériens

Les conjugués calixaréne-quinolo2é ont une structure amphiphile, ou la couronne
macrocyclique et sa partie haute sont hydrophobes comparé aux résidus nalidixates sur sa
partie basse. A l'interface eau-air, ces composés vont donc s’organiser en orientant leur partie
hydrophobe dans I'air et leur partie hydrophile dans I'eau. Il est connu que les groupes -OH
d'un calix[4]aréne en conformation céne sont hydrophobes, en raison de la formation d'un
réseau intra-moléculaire de liaisons hydrog&h&@n peut donc suspecter chez nos conjugués
calixarene-quinolone la création d’'un méme réseau de liaisons H entre les groupes -OH
phénoliques libres et substitués, les rendant relativement hydrophobes. Par conséquent, selon
la nature de la partie haute (présence de grotaesu non) et de la partie basse (mono- ou
bis-nalidixate), le caractére amphiphile de chaque composé est variable (Figure 55). Ceci peut

étre quantifié par les valeurs de moment dipolaire effacti) £ % données en Tableau 1.

Les isothermes de compressidm et AV-A des films de Langmuir formés avec les
conjugués2-5 a la surface d’eau pure (pH 5,6 ; 20 °C) sont reportées en Figure 56. Leurs
parametres caractéristiques relevés au point de collapse (coll), & savoir la pression de surface
II.on et l'aire moléculaireAc, ainsi que les valeurs du potentiel de surfAtg, et du
moment dipolaire effectifiet SONt reportés dans le Tableau 1. La valeur maximale du module
de compressibilitéCsmax Y est également reportée, ainsi que I'aire moléculaire lifite
relative a la phase la plus condensée. Rappelons que ce dernier pafgmstobtient par
extrapolation a1 = 0 mN m' de la partie linéaire la plus condensé de I'isotherme, donc juste
avant le collapse, et donne une valeur d’aire moléculaire théoriqguement représentative de
I'état liquide le moins condensé, par opposition avec I'ajsgreprésentative de I'état liquide

le plus condenseé.

% |sothermes de compressiorA/

On peut constater que chaque isotherti est caractéristique de chaque composé
(Figure 56, lignes continues). Les dériast3 porteurs de groupemeniu sont clairement
discernables des deux autres dér&&t5. Afin de faciliter les discussions a venir, ces quatre
composés ont été classés en deux groupes distihdis. groupeA, comprenant les deux
dérivés du tétrg-(tert-butyl)-calix[4]aréne2 et3, et le groupdd comprenant les deux dérivés

du tétrap-H-calix[4]aréne 4 et 5.
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D’aprés l'allure des isothermes, on observe que les dérivés du gBospat peu
filmogenes. La compression de leur film monomoléculaire conduit a de faibles pressions de
surface. Ceci peut étre chiffré a l'aide des paramétres reportés en Tableau 1. Les films formés
avec les composés du groupesont plus stables et ont un caractére plus solide comparés aux
films formés avec les composés du groByeomme l'indiquent les valeurs supérieures de

Ieon et G lnaxdes composés 2 et 3 (Tableau 1).

45 0,8
40 los
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Z ] 404 o
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Aire moléculaire A (A” par molecule)

Figure 56. Isothermes de compressidi-A (lignes continues) etAV-A (lignes discontinues) des films
monomoléculaires constitués du conjugué calixarene-quin@drauge),3 (noir), 4 (bleu) et5 (vert) étalés sur
eau pure (pH 5,6 ; 20 °C). Vitesse de compression : 5 mif min

Tableau 1.Parametres caractéristiques des isothermes de compression en Figure 56.

GrOUpe ComDOSé Mo AcoII Cs_lmax A|im AVcoll Mef
(mN m?) (A% (mN m?) (A% W) (D)

A 3 35,3 145 159 182 0,66 2,54

2 19,8 130 98 160 0,50 1,71

B 5 9,3 123 24 178 0,64 2,09

4 4,8 92 46 103 0,48 1,17

Au sein du groupd,, le film formé avec le dérivé bis-nalidixadeest plus stable avec
un caractere plus solide que son analogue mono-nalid2dde la méme maniere dans le
groupeB, le dérivé bis-nalidixat® forme également un film plus stable que son analogue
mono-nalidixate4. Cependant, le film d& présente un caractére plus liquide que son

analogue 4.
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La présence de groupemetisl sur la partie haute du macrocycle, et/ou d’'un second
résidu nalidixate sur sa partie basse, sont des facteurs stabilisants. Cependant, [&gart de
entre les deux dérivés mono-nalidix&2eet 4 (19,8 et 4,8 mN M respectivement), ou les
deux dérivés bis-nalidixat8 et5 (35,3 et 9,3 mN i respectivement) est plus important
qu’en comparant les dérivés du gropé35,3 et 19,8 mN i) ouB (9,3 et 4,8 mN ). Ces
résultats montrent que la présence de groupentiBatsst le facteur stabilisant prédominant

comparé a l'introduction d’'un second résidu nalidixate.

L’'analyse des valeurd\, et Ajm nous a permis de comparer I'évolution de la
conformation de nos composés calixareniques au cours de la compression des films a

I'interface eau-air.

Les dimensions par projection sur le plan de la sous-phase des dérivés augmentent a
partir du composeé!l vers les composés, 2 et 3, comme indiqué par 'augmentation des
valeurs Ao selon le méme ordre (Tableau 1). Les valeiys évoluent selon la méme

tendance.

On peut constater que la différence entre les valduisdes dérives du groupk
(AAcoi(A) = 15 &) est plus faible que dans le group€AA(B) = 31 A). Ceci est d’autant
plus prononcé dans le cas des valeds, ou l'on peut relever les différentiels
AAin(A) =22 B et AAm(B) =75 K. Ces différentiels indiquent que les changements
conformationnels au cours de la compression des dérivés du gso(#pet5) a l'interface
eau-air sont plus influencés par le degré de substitution en partie basse, comparé aux dérivés
du groupe A

En considérant des molécules rigides, nous aurions du constater des différentiels
similaires dans chaque groupe. Or, il a été montré par Van der Heyden et coll. que la
conformation de dérivés du calix[4]arene adsorbés a l'interface eau-air pouvait varier en
fonction de leur état de compressidhNous suggérons que les groupBs, stériquement
encombrant, limitent les changements conformationnels du macrocycle au cours de la
compression. La présence de ces groupentBatslomine donc le comportement interfacial

des conjugués du groupe
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%+ Isothermes de compressioN-A.

Il peut étre constaté que les isothermes de compreddie (Figure 56, lignes

discontinues) sont caractéristiques du degré de substitution en partie basse du macrocycle.

Figure 57.Rappel de la structure des composés étudiés.

Dans le cas des calixarenes mono-nalidixates, on observe un saut de potentiel débutant
vers 200 et 130 Apour 2 et 4, respectivement. Ce saut se termine vers 175 et 400 A
respectivement, correspondant au point de décollagé délévation deAV sans variation
significative dell est révélatrice d’'une transition de phase G/LE,ndique une brusque
réorientation des molécules constituant le film. De facon opposée, 'augmentation réguliére de
AV dans le cas des calixarénes bis-nalidix8tes5 indique une orientation constante de ces

molécules depuis la phase gaz jusqu’au collapse du film.

La partie basse de nos calixarénes étant hydrophile comparé a leur partie haute, nous
postulons que les résidus nalidixates soient constamment immergés dans la sous-phase.
Compte-tenu de ce postulat, 'unique partie de ces molécules pouvant s’orienter differemment
par rapport a I'interface eau-air en fonction de la compression est la couronne macrocyclique.
Il a été montré que des dérivés du calix[6]aréne et du calix[8]arene a I'état de film de
Langmuir peuvent, en fonction de la compression des films, s’orienter perpendiculairement ou

parallélement a linterface eau-aff: ** Il

n'est pas a exclure que des dérivés du
calix[4]arene adsorbés a linterface eau-air puissent également s’orienter différemment par
rapport a I'interface en fonction de la compression.

Transposé a notre situation, on constate que seule une mono-substitution en partie

basse autorise un tel mouvement, comme proposé en Figure 58. Une bi-substitution, qui plus
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est 1,3-alternée, doit bloquer la couronne macrocyclique selon une orientation perpendiculaire

alinterface quel que soit I'état de compression du film (Figure 59).

2ou4

Compression

Orientation Orientation
parallele > N\ perpendiculaire
Air I ‘
Eau
Phase G Phase LE

Figure 58. Organisation supposée des conjugriés4 a I'interface eau-air en phase gaz (gauche), puis en phase
liquide (droite).

30ub

Compression

Orientation

perpendiculaire

Orientation
perpendiculaire

Air

Eau

Phase LE

Figure 59.Organisation supposée des conjugBiés5 a I'interface eau-air en phase gaz (gauche), puis en phase
liquide (droite).

D'aprés nos résultats et ceux de la littératfire!*® nous proposons donc que le

macrocycle des dérivés calixaréniquest4 étalés a I'interface eau-air est orienté d’abord de
facon parallele a cette interface, puis, sous l'effet de la compression, se réoriente de fagon
perpendiculaire (Figure 58). Ce mouvement est indépendant de la présence ou non de groupes
tBu sur la partie haute du calixarene. La bi-substitution 1,3-alternée des deriatés
n‘autorise pas ce mouvement, leur macrocycle étant constamment orienté de facon
perpendiculaire (Figure 59). Les groupements -OH phénoliques ne favorisent donc pas
I'orientation perpendiculaire des dériveset 4. Ce fait supporte I'hypothése de I'existence

d’un réseau intramoléculaire de liaisons H entre ces hydroxyles phénoliques, leur conférant un

caractére hydrophobe.

[11.3.2. Microscopie a angle de Brewster
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Les images obtenues par microscopie BAM lors de I'élévatioll dies films de
Langmuir formés avec les calixaren@ss n’ont révélées aucuns domaines particuliers
(images uniformes, non présentées). Cette isotropie des fil$ dedique I'existence d’'une
unique phase. Ceci est en accord avec les isothermes de compiesstanrespondantes, ne
montrant pas de transition de phase LE/LC. Or la microscopie BAM est utile lorsque que le
film monomoléculaire étudié est anisotrope. La morphologie des domaines de phase

condensée ou expansée du film donne des informations sur son organisation moléculaire.

Nous avons donc étudié les images prises lors de la transition de phase G/LE (voir
Figure 60)-’ Cette analyse nous a apporté des informations complémentaires a celles
obtenues a partir des isothermes de compressibA, et nous a permis d’approfondir notre
hypothése concernant I'orientation du macrocycle des calix[4]aréné [2nterface eau-air.

Les photographies BAM présentées en Figure 60 ont ainsi été prises au début de la
compression des films de LangmuibZH ~ 0 mN m?), aux aires moléculaires respectives de
200,250, 125 et 300 A Pour les dérivég et4, la valeur dé\ correspond au début du saut de
AV observé sur leur isothermé&/#A respective.

+

;Y

Figure 60.Imagerie par microscopie BAM révélant la morphologie des films de Langmuir constitB¢a Q&

(B), 4 (C), 5 (D) étalés sur eau pure (pH 5,6 ; 20 °C). Photographies prises lors des transitions de phase G/LE
(IT=~0 mN mi?), aux aires moléculaires de 200 (A), 250 (B), 125 (C) et 30(DA Echelle : la largeur de
chaque image correspond a 400 pum.

La transition de phase G/LE est nettement plus visible dans le cas des composés

mono-nalidixate? et4 (images A et C, respectivement). L'image B correspondantes au dérivé
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bis-nalidixate3 révéle peu d’anisotropie, tandis que I'image D correspondante au &érivé
montre une parfaite isotropie du film. Ces résultats indiqguent une différentiation plus
prononcée en terme de densité entre phases G et LE pour les détvescomparé a leurs
analogues3 et 5. Nous supposons que pour les films formés avec les composgd,
I'anisotropie observée est révélatrice de la coexistence de molécules dont le calixaréne est

orienté soit perpendiculairement soit parallelement par rapport a I'interface eau-air.

Ces observations faites par microscopie BAM confortent I’hypothese émise a partir
des isothermeaAV-A (voir Figures 58 et 59). Nous proposons que les calix[4]arénes mono-
ndidixate 2 et4 en phase gaz s’orientent parallélement a l'interface eau-air. Sous l'effet de la
compression, ces dérivés se redressent et adoptent une orientation perpendiculaire selon
linterface. La présence d'un second résidu nalidixate sur la partie basse des dérivés
calixarénigues3 et5 stabilise le macrocycle selon une orientation perpendiculaire, quel que

soit I'état de compression.

111.3.3. Spectroscopie infrarouge PM-IRRAS

Les propriétés interfaciales de molécules d'origines naturelles, tels que les
phospholipides ou les protéines, ont beaucoup été étudiées par PM-IRRAS ces dix dernieres
annéeg! 1% 1*0Ces composés possédent en effet d’excellentes sondes spectroscopics IR,
comme les chaines alkyles chez les phospholipides caractérisées par les bandes d’absorption
v(CH,) et vadCH,),?" °® % ou les groupements amides -NH-CO- chez les protéines
caractérisées par les bandes d’absorminide letamide I1**? **°Or, on peut constater dans
la littérature que cette technique est encore peu appliguée a des molécules synthétiques, et
encore moins aux calixarén®@s™" *2Une revue publiée en 2007 par Mohammed-Ziegler et
coll. reporte les quelques études par PM-IRRAS de dérivés calix[n]arene et
calix[n]resorcinaréne (n = 6, 8)° mais aucunes concernant des dérivés du calix[4]aréne.

Notons qu’une premiere caractérisation par PM-IRRAS des dérivés 2 et 3 a été publiée
en 2010 par notre équip¥

L’interprétation des spectres PM-IRRAS présentés ci-dessous s’est principalement
basée sur les travaux de Katsyuba et 'edft>® et de Furer et colf® *°° Appuyées par la
modélisation moléculaire, les auteurs reportent des études conformationnelles de

calix[4]arénes et de leurs analogues tét(gert-butyl)-.
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Rappelons que les principes fondamentaux de la spectroscopie PM-IRRAS sont décrits
en Chapitre Il. Cette technique de choix pour I'étude infrarouge de films monomoléculaires
étalés a l'interface eau-air a été appliquée a I'étude des conjRigi8s Leurs spectres PM-
IRRAS, présentés en Figure 61, ont été collectéb=315 mN ni* (20 °C). La pression de
surface d’étude a été choisie de fagon a analyser des films suffisamment condensés, avant leur

point de collapse. Les positions des bandes d’absorption caracteéristiques sont données dans le

Tableau 2.
0,004 0-(CH,) -0CO 0,006~
A { CH, tert-butyle \ 1 - 4
3/ 0,005 C=0 (ester) N C=0 (cétone)
0,003 ] \
0
é 0,004
g ]
< 00024 0,003 -
a
= ]
=1 0,002
& 0,001 |
0,001
0,000+ |
Ar-CH,-Ar 0,000
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
3000 2950 2900 2850 2800 1800 1750 1700 1650 1600
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)
0,004 CH, tert-butyle 0,006
B . ] C=0 (ester)
0,005
O-(CH,) - :
0,003 (CH,);-0C0 ]
2
o 0,004+ C=0 (cétone)
D_: ]
< 0,002+ 0,003
o
= ]
0,002
& 0,001 |
0,001
0,000 0,000
T T T T T T T T T T T T
3000 2950 2900 2850 2800 1800 1750 1700 1650 1600
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)

Figure 61. Spectres PM-IRRAS des films monomoléculaire8 &) et de2 (B), aprés correction de la ligne de

base (lignes discontinues), et déconvolution (lignes pleines). Les spectres ont été collestds &N i

(20 °C). Gauche : région spectrale des vibrations d'élongation des groupes méthyles (noir) et méthylenes (rouge
et bleu). Droite : région spectrale de la vibration d’élongation des groupes carbonyles ester (bleu) et cétone
(rouge).
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Aucuns spectres exploitables des déridést 5 n'‘ont pu étre obtenus. Le bruit
instrumental trop important ne permettait pas de clairement distinguer les bandes d’intérét,

probablement en raison de films trop expanseés.

Tableau 2.Fréquences de vibration caractéristiques des compaiasa l'interface eau-air.

3 2 Mode de vibration(Groupgibution
2977 2981, 2969 Vad CH3)tay
I 2898 2905 Vs(CH3)tay
2944 2946 Vad CHa) archzar
d’absorption 2874 2882 Vs(CHy) arcHzar
2916 2923 Vad CH2) propy!
(e
2850 2855 VS(CHZ)propyI
1722 1716 NC=Okster
1687 1685 V(C:O)cétone

Les principales fonctions chimiques #eet 3 ont été détectées a l'interface eau-air.
Les bandes d’absorptiondCHs) et vs(CH3), caractéristigues des groupemetida ont été
identifiées, ainsi que les bandes d’absorptif@=0)ster €t V(C=O)stone COrrespondant aux
groupes carbonyles ester et cétone des résidus quinolones. Leshdades et v(CH,) des
groupes diarylméthyléenes ArGHr et propyligues ArO(Ch)3;O ont également pu étre
observées, et différentiées sur la base des travaux de Katsyuba Bt t8let de Furer et

CO".159' 160

Par comparaison avec les résultats de Furer et coll., les relativement hautes fréquences
d’élongationva{ CHz)sy et vs(CHa)sy Observées polt et 3 indiquent une plus grande liberté
conformationnelle du macrocycle chez ces dérives, comparé #Bud]OH a [état
cristallin®® Dans le cas d2, il peut étre constaté aprés déconvolution de la bag@Hs)s.
guecelle-ci est la résultante de deux pics d’absorption. Ceci révéele la perte d'un élément de
symétrie chez le composé 2 par rapport au dérivé bis-nalidixate 3{axe C

En étudiant des modeles simples comme le bis-(2-hydroxyphényl)-méthane, Katsyuba
et coll. ont montré que les vibrations d’élongatield CHo)arcHzar €t ve(CH2)arcH2ar SONt

sensibles & la conformation du mod&&.**®Les auteurs ont de plus montré que les données
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acquises avec leurs modeles sont transposables a des systéemes plus complexe comme le
calix[4]arene.

La position de la bande d’absorptiofd CH2)archHzar, Similaire chez les deux dérivés
et 3 (~2945 crit), suggére une conformation intermédiaire entre cone et 1,3-diteriréLa
bande w(CH,)arcrzoar de3 suggeére un état intermédiaire entre le cone et le cone partte!.

la bandev(CHo)archzar du dérivé2 , 2882 crit, apparait avec un plus grand nombre
d’onde (plus haute fréquence) par rapport a celle du d&ri2874 crit. Ce décalage vers le
bleu (vibration de plus hautes énergies) peut étre interprété comme la conséquence d’'un degré
de liberté plus important du groupement correspondan2. @& % Ainsi, ces résultats
indiquent que le calixarergdoit se trouver dans une conformation moins fluctuante et plus

proche du céne que le calixarene 2.

Les bandesad CHy)propyl €t v(CH2)propyl COrrespondant aspacer propylique peuvent
apporter des indications sur le degré d'organisation de ces courtes chaines &iiiTHs.
peut étre constaté ch&que ces bandes sont décalées vers le rouge, comparé a2 déegé
bandes d’absorption indiquent une plus grande propension a la conformation tout-trans de la
chaine propylique du dérivé 3.

Enfin, on observe que la position de la bamle=O)¢one €St peu affectée par le degre de
substitution. En revanche, les deux dérivés sont différenciés en fonction de la fréquence
d’élongation v(C=O)ger du carbonyle ester. Par comparaison avec le d&jvid faible
fréquence observée dans le cas du détiwddique que le carbonyle ester de ce dernier est
plus sujet a la formation de liaisons H. Ces composés ayant peu de groupements donneurs de
liaison H, nous supposons que le groupe est& idéeragit principalement avec I'eau de la
sous-phase. Nous proposons ainsi qumker ester du dériv@ est plus accessible a I'eau de

la sous-phase, comparé au dérivé 3.
A partir de ces résultats, plusieurs hypotheses ont été formulées (Figure 62) :
- D’aprés les bandes(CHs)igy, NOus proposons que la substitution de un ou deux

groupes -OH phénoliques, réduisant le nombre de liaison H possible entre eux, a pour

conséquence d’accroitre la liberté conformationnelle du macrocycle.
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- Les bandesv(CH)arcHzar Supportent I'hypothése précédente, en indiquant une
conformation fluctuante du macrocycle, moyennée entre la conformation céne et 1,3-
alterné. Cette fluctuation semble étre d’amplitude plus importante chez 2 que chez 3.

- La bandev(C=O)¢oneindique que le résidu quinolone se trouve toujours plongé dans
la sous-phase. Ce résultat est en faveur du postulat émis précédemnilerikerLe
ester, utilisé pour étre labila vivo, ne semble pas étre identiguement accessible chez
les deux dérivés. Nous supposons que cela puisse avoir une incidence sur la réactivité

respective du linkechez2 et 3.

Figure 62.Conformations supposées des déré$3 étalés en film monomoléculaire a la surface d’eau pure.

[11.3.4. Stabilité relative des films

Avant la mise au point d'une méthodologie d’étude de nos présumés prodrogues a
libérer leur principe actif depuis un milieu interfacial, il nous fallait sélectionner des candidats
dont les propriétés physico-chimiques soient les plus adéquates. Ceux-ci ont été sélectionné
au regard de leur aptitude a former des films de Langmuir suffisamment stables et condensés,
pour étre au plus proche de conditions physiologiques comme au sein d’'une membrane

lipidique.

La valeur de la pression de surface au collapse de chaquélfjipdonne un premier
apercu de la stabilité relative des films (voir Tableau 1). En effet,Iplsisest important, plus

I’énergie nécessaire pour briser le film augmente, donc plus le film est stable. Cependant,
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'unique prise en compte de ce parametre n'est pas suffisante, ne rendant pas état d’autres
phéhoménes ayant lieu a long terme, tels que I'agrégation ou la solubilisation dans la sous-
phase.

Nous avons donc suivi a pression constante I'évolution de l'aire moléculaire en
fonction du temps de chaque film (Figure 63), ainsi que réalisé plusieurs cycles compression-

décompression (Figure 64} 105167

% Suivi de 'aire moléculaire en fonction du temps.

Pour cette expérience, chaque film a été comprimé et maintenu a une pression de
surface située avant le point de collapse et proche du Poipty (état condensé). Les
pressions choisies sont de 25,0 mN pour3, 17,0 mN rit pour2, 8,5 mN ni pour5 et 4,4
mN m* pour4. Le systéme conservant une pression de surface constante, une diminution de
IT au cours du temps est compensée par le resserreradydrderes mesureé par la diminution
de I'aire moléculaire, AComme présenté en Figure 63, I'évolution de I'aire moléculaiea A
fonction du temps a été pondérée par I'aire moléculdire & (A), afin de comparer sur un

méme ordre de grandeur les résultats obtenus pour chaque composé.

1,00 1

0,99 +
0,98 +

~ 0,97 1

AlA

0,96 +

0,95 4

0,94

0O 20 40 6 8 100
Temps t (min)
Figure 63. Evolution aI1 = C' du ratio A,/ A, en fonction du temps. Résultats obtenus aegouge),

I1=17,0 mN rit), 3 (noir, IT = 25,0 mN rit), 4 (bleu,IT = 4,4 mN ') et5 (vert,IT = 8,5 mN nT) étalés sur eau
pure (pH 5,6 ; 20 °C).
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Dans le cas des compo$8 et5, on peut constater que la diminution du rétio Ay
aprés 90 minutes est trés faible (~1%). Cette diminution est attribuée aux variations
expérimentales telles que I'évaporation de la sous-phase ou le séchage partiel de la lame de
Whihelmy, et donc considérée comme nulle. En revanche, la diminutidq/dg atteint
5,5% aprés 90 minutes dans le cas du dédiv€e résultat, qui ne peut étre uniquement di

aux variations expérimentales, est attribué & une solubilisation de 4 dans la sod&phase.

Outre la valeur finale dé;/ Ay, le coefficient directeur de chaque courbe reflete la
vitesse apparente de disparition de chaque film. Les films forméat&cont une vitesse
apparente de disparition similaire. En revanche, on constate que le coefficient directeur de la
courbe correspondant & est plus important que pow ou 3. Le film de5 est donc

sensiblement moins stable que ceux de 2 et 3.

Ces expériences montrent que les films formés avec les conjugués du Agr(iupe
3) sont les plus stables et restent integres aprés 90 minutes a la surface d’eau pure. Les films
formés avec les conjugués du grolp@ et 5) sont moins stables, particulierement dans le
cas de4. Une extrapolation de la courbe dandique que son film monomoléculaire peut

disparaitre de I'interface en moins de 24 heures.

%+ Cycles compression-décompression.

La succession de plusieurs cycles compression-décompression d’un film de Langmuir
peut également apporter des informations concernant sa stabilité, ainsi que sur le
comportement des molécules le constitd&ht®’ Comme indiqué en Figure 64, quatre cycles
compression-décompression des films formés avec nos quatre d&fvest été effectués.

Ces films ont été comprimé-décomprimé depuis leur phase gaz jusgu’aux aires moléculaires
correspondantes aux pressions de surface choisies pour les expériences précédentes. Il peut
étre constaté que les films restent integrent aprés quatre cycles, et que leurs propriétés

interfaciales sont peu modifiées.

Cependant, pour les dérivés du grodpeon remarque l'apparition des le premier
retour & la phase gaz d’'un plateau de pression de surface autour de 3;Den®SmN nit

avec 3 et 2, respectivement (Figure 64, lignes noir et rouge). A l'inverse, les dérivés du
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groupe B se caractérisent par un retour systématiquél 20 mN m' aprés chaque
décompression vers la phase gaz (Figure 64, lignes verte et bleue). Le plateau obse2vé avec
et 3 reste constant au cours des quatre cycles, et doit indiquer un phénomene d’agrégation

irréversible.

30

251

204

15+
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Pression de surface M (mN m™)

4
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Aire moléculaire A (A? par molecule)

Figure 64. Succession de quatre cycles de compression-décompression des films de Langmuir formés sur eau
pure avec les conjugué@s(rouge),3 (noir), 4 (bleu) et5 (vert). Premiére compressionlB= 17,0 mN it (2) ;
I=250mNnt (3);I1=4,4mNm (4);1=85mN nt (5). Température : 20 °C. Vitesse de compression :

5 mm min".

La présence des groupemetsl sur la partie haute des calixarénes du grolipe
seule différence structurale avec les calixarénes du giupst probablement responsable de
cette agrégation. En effet, il a été montré par Katsyuba et coll. que l'introduction de groupes
tBu en positionpara d’'un calix[4]aréne avait une forte influence sur la conformation du
macrocycle>” **® Aussi loin que nous le savons, cette émergence dans la phase gaz d'un
plateau de pression de surface aprés un ou plusieurs cycles compression-décompression n'a
jamais été décrite dans la littérature.

En revanche, il est connu que la séparation entre une premiere et une seconde
compression d'un film de Langmuir est la conséquence d’'un changement de conformation
(interactions intramoléculaires) et/ou d’organisation (interactions intermoléculaires) des
molécules constituant le film considéfé.Dans notre cas, la liberté conformationnelle de la
couronne macrocycliqgue des calixarénes du groip#oit étre limitée par la présence des

groupementsBu.
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Nous suggérons ainsi qu'au cours de la compression de leur film monomolécul:
dérivés du groupd adoptent de facon définitive une conformation et/ou une organi
particuliere, et ce sans retour a I'état initial aprées décompression. Cette hypottr
supportée par I'observation en microscopie BAM de larges agrégats aprés le premi
compressiordécompression du dériv2 (Figure 65) ainsi qu’'une phase plus ndensée
reconnaissable par une image plus claire apres retour au point de départ et compara
I'état initial.
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Aire moléculaire A (A” par molécule)

Figure 65. Photographies BAM pris au cours du premier cycle compressit@tompression (nerouge) d'un
film de Langmuir formé avede conjugué2 sur eau pure (pH 5,6 ; 20 °C)allargeur de chaque ima
correspond a 400 pm.

Dans le cas des dérivés du groB, la flexibilité du macrocycleans groupetBu doit
étreaccrue par I'absence de contraintes stériques en partie haute, autorisant un retot
initial aprés décompression vers la phase

K/

+ Sélection des leade

Les films de Langmuir formés avec les dérivés du grcA sont donc plus stabl
dans le temps et plus organisés qu’avec les composés du B. Ces résulta montrent que
la présence de grouptBu en positionpara du calixaréne estéterminant pour obtenir des

molécules suffisammeimphphiles et hydro-insolubles.
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Ainsi, les conjugués calixaréne-quinoloBeet 3 peuvent étre utilisés pour étudier
l'influence du pH de la sous-phase sur leur stabilité a I'interface eau-air. Ces deux dérivés ont
donc été sélectionnés pour mettre au point une méthode visant a étudier leur capacité a libérer

I'acide nalidixique dans des conditions interfaciales hydrophile-hydrophobe.

[11.4. Réactivité interfaciale des prodroques

111.4.1. Objectif

Le groupement acide carboxylique de la quinolone a été utilisé comme point d’encrage
sur le calix[4]arén&ria une fonction ester hydrolysablaker). Le principe de cette étude est
simple :

Former un film de Langmuir a la surface d’'une solution aqueuse tamponnée a pH
basique, puis quantifier l'acide nalidixique libéré dans la sous-phase apres hydrolyse
(Figure 66 et 67).

Remarquons immédiatement que le travail de mise au point de la méthode analytique
et du traitement des échantillons explicité ci-aprés a d’abord été réalisé en utilisant comme
sous-phase des tampons phosphate de pH compris entre 7 et 9. Les résultats étaient peu
exploitables en raison d’'une quantité d’acide nalidixique libéré trop faible. Nous avons par la
suite augmenté le pH de la sous-phase a la valeur de 10, en utilisant le couple
NaHCG; / NaCOs. Les résultats décrits ci-apres ont donc été obtenus en utilisant un tampon
carbonate 50 mM pH 10.

Figure 66.Schéma du conjuguga l'interface tampon-air subissant une hydrolyse.
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Hydrolyse

+
Y o° Y o°
— =
7 N\ S 7 N\ S
=/ 0 =/ 0

Figure 67.Schéma du conjugu®a l'interface tampon-air subissant une hydrolyse.

La question est la suivante : comment aller détecter et quantifier quelqgues nanomoles

d’'une substance contenues dans plusieurs centaines de millilitres de solution aqueuse ?

Il est d'abord nécessaire de calculer la concentration théorique en nalidixate apres
hydrolyse, afin de choisir une technique de détection et de dosage adaptée. Connaissant le
volume de la sous-phase ¥insi que le titre C et le volume déposé a linterfaged¥ la
solution chloroformique de chaque composé, la concentration théorique en nalidixate apres

100% d’hydrolyse ¢(100%) peut étre calculée selon les équations suivantes :

(2xCxV, x M;?)
V.

S

C, (100%)=

ou M3 est la masse moléculaire 8eobtenue par analyse élémentai€. (Partie
Expérimentale, section synthése organ)que
Equation n° 15.

1
C,,(100%)= w

ou M, est la masse moléculaire @eobtenue par analyse élémentai@. (Partie
Expérimentale, section synthése organ)que
Equation n° 16.

Sur la base de la cuve de Téflontilisée pour la mesure des isothermes de
compression (V=330 mL), ces calculs nous donnent des concentrations théoriques d’ordre

nanomolaire.
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[11.4.2. Protocole expérimental

La premiere étape a consisté a caractériser les films de Langmuir des calixa&hes 2
étendus a la surface du tampon carbonate pH 10. Comme indiqué en Figure 68, les isothermes
de compressiodl-A des films monomoléculaires d2 et 3 a la surface d’'un tampon
NaHCG; / Na&COs; pH 10 (50 mM), ont été réalisées a 20 °C, ainsi qu'a 37 °C. Ceci nous a
permis de sélectionner, pour chacun des composés, une aire moléculaire commune pour les
deux températures. Les aires moléculaires sélectioméets?,, correspondantes a des états
de film condensés, sont de 155 24 mN m' & 20 °C ; 27 mN & 37 °C) et de 130%A
(29 mN m' & 20°C; 18 mN fha 37 °C) pouB et 2, respectivement. De cette maniére, la
quantité d’'un dérivé donné a linterface tampon-air sera la méme quelle que soit la

température.

Notons qu’un comportement particulier du compdgeut étre observeé (Figure 68). A
37 °C, on constate un important décalage de l'isotherme vers les faibles aires, avec apparition
vers 30 mN rit d’'une phase liquide-condensé nouvelle. A l'inverse, le déBiv@st peu
sensible a la température, les deux isothermes a 20 et 37 °C se superposant dans les états les
plus condenseés.

Nous sommes dans une situation délicate, ou il est difficile d’interpréter ces résultats
en raison de la complexité du systeme. En effet, les films sont en présence de trois ions

différents (N4, HCO;, CQs®), et & un pH suffisamment alcalin pour envisager la

déprotonnation de groupes —OH phénoliques.

Une récente étude réalisée par Rogalska et coll. avec les d&ret&sa l'interface
eau-airpeut apporter des indicatiof.Les auteurs ont montré que ces dérivés calixaréniques
sont capables de complexer certains cations métalliques commeidNkes carbonyles de la
quinolone et les hydroxyles phénoliques. Plusieurs structures de complezaliXaréne ont
été proposées a partir de résultats obtenus par modélisation moléculaire. Nos résultats
indiquent que le calixaren8 porteurs de deux bras nalidixates est plus rigide que le
calixaréne2, porteur d’'un seul bras nalidixate. Nous supposons ainsi que la structure d’un
complexe N&2 soit plus fluctuante que celle d’'un complexe 8aet donc plusiépendante

de la température.
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D’autre part, il est connu que, chezt@u[4]OH mono-substitué sur sa partie basse, le
groupe —OH phénolique opposé au phénol substitué est plus acide=(pKague les deux —
OH adjacents (pKax 12 et pKa =~ 14)** A pH 10, le groupe phénolique opposé a celui
substitué che2, doit étre déprotonné et d’autant plus a 37 °C. Cette variable acido-basique,
absente cheB (pKd ~12), peut en partie étre responsable de l'allure ideshermes

présentées en Figure 67.
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Figure 68. Isothermes de compressibinA des conjuguég et 3 étalés sur une sous-phase tamponnée a pH 10
(NaHCQ, / N&CO; 50 mM). Température : 20 °C (bleu) ; 37 °C (rouge). Vitesse de compression : 5 fm min

Le simple fait de pouvoir former des films de Langmuir sur le tampon basique et d’en
collecter les isothermes indique une relative stabilité dans le laps de temps nécessaire a ces
mesures (~0,5-1 heure). Les réactions d’hydrolyse interfaciale devaient donc s’effectuer sur

plusieurs jours.

Nous avons donc envisagé de réaliser ces expeériences d’hydrolyse dans des boites de
Pétri calibrées en verre borosilicaté et munies d’'un couvercle (Figure 69). Le bénéfice apporté
par 'emploi de ces boites est multiple. Cette méthode permet a la fois de réduire le volume de
la sous-phase, de limiter la pollution extérieure ainsi que I'évaporation, et de réaliser nos
expériences etriplicata et simultanément pour une condition donnée (temps de contact,

température, etc).
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Chaque boite est partiellement remplie par 120 mL de tampon carbonate. Le volume
adéquat d’une solution chloroformique 8eou3 est alors déposé a la surface du tampon, de
facon a former un film monomoléculaire d’aire moléculakg ou As. Apres un délai
d’évaporation du CHGIde 10 min, chaque boite est couverte.

L’ensemble est maintenu a I'abri de la lumiére pour éviter d’éventuelles photolyses,

soit a température ambiante (~20 °C), soit en incubateur a 37 °C. Aprés un jour ou plus de

contact, le film de Langmuir est alors éliminé de I'interface par une rapide aspiration.

Figure 69. Photographie de nos «réacteurs de Langmuir ». Films monomoléculair@sode3, d'aire
moléculaire A=130 & ou A; =155 K, respectivement. Expérience réalisée téplicata, a I'abri de la
lumiére. Dimensions d’un réacteur : @ = 18,5 cm ; S = 268°850in268,8 18 A*; h = 3 cm).

Ainsi en fin d’expérience, les concentrations théoriques de la sous-phase en nalidixate
pour une hydrolyse totalegCL00%), données par les Equations n° 15 et 16, sont comprises
entre 2 1¢° et 8 10° M selon le conjugué considéré.

111.4.3. Comment détecter et doser I'acide nalidixique libéré ?

«» Spectroscopie UV-visible.

L’acide nalidixique absorbant intensément dans I'UV & 256 nm (~25000 o),
nousavons donc envisagé d’utiliser la spectroscopie UV-visible afin de doser directement la
sous-phase. Nous avons donc déterminé la limite de détection (LOD) de I'acide nalidixique en
solution dans le tampon a l'aide de solutions titrées préparées pour cet usage. Il s’est avéré
que cette LOD, autour de 2°901, est trop haute pour que cette technique puisse étre

employée comme méthode d’analyse directe.
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Une étude menée au laboratoire par Hugues Massimba-Dibama a montré que la
chromatographie liquide haute performance a détection UV-visible (CLHP-UV) peut étre
utilisée pour détecter et quantifier I'acide nalidixiquee détecteur UV utilisé (barrette de
diodes) permet en outre d'identifier les substances séparées en collectant le spectre UV-
visible de chacune d’elle. Nous nous sommes cependant retrouvés face au méme probleme de
sensibilité que précédemment. En effet, cette méthode CLHP-UV utilise une détection UV

caractérisée par une LOD de 5’14, encore trop élevée pour étre directement exploitable.

% CLHP couplée a la spectrométrie de masse (CLHP-MS).

Nous avons alors cherché a mettre au point une technique d’analyse qualitative pour
détecter I'acide nalidixique. C’est pourquoi la méthode chromatographique de H. Massimba-
Dibama fut dans un premier temps adaptée pour étre compatible avec un systéme CLHP
couplé a la spectrométrie de masse (CLHP-MS). La phase stationnaire, de typg(itiase
inverse), est restée inchangée. La phase mobile, a l'origine composée d'un mélange
comprenant MeCN, MeOH et un tampon acétate d'ammonium a pH ajustéR@y, i été
modifiée pour ne contenir que des espéces volatiles en MS. Le tampon acétate a alors été
remplacé par un tampon formiate d’ammonium a pH ajusté par ,HCQGe travall
d’anticipation était pour nous une rapide solution de secours pour étre au minimum en mesure
de détecter I'acide nalidixique libéré dans la sous-phase. Le systeme CLHP-MS disponible au
Service Commun de I'Université n’était en effet pas en notre entiere disposition ce qui aurait

été contraignant pour calibrer une méthode quantitative.
% CLHP-UV.

Les nouvelles conditions chromatographiques développées pour une utilisation en
CLHP-MS ont permis d’améliorer la sensibilité de la méthode CLHP-UV, avec une LOD a
1,6 10’ M et une LOQ & 5,0 10-7 M. Ces valeurs, caractérisées par un rapport signal/bruit
(S/N) de 3 (LOD) et de 10 (LOQ), ont été déterminées a partir des chromatogrammes
correspondant & des échantillons témoins obtenus par dilutions succéssives de nalidixate de

sodium dans I'eau.
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Une procédure de concentration de la sous-phase a donc été développée afin d’obtenir
un échantillon de molarité supérieure a 5’2, pour étre analysé quantitativement par notre

méthode CLHP-UV disponible au laboratoire.

I11.4.4. Procédure de concentration des échantillons

Une procédure de traitement d’échantillon (SOP) a été développée dans le but de
gagner plusieurs unités logarithmiques sur la concentration de la sous-phase en nalidixate. Ce
traitement permet ainsi de contourner le probleme lié a la LOD. Cette méthode a ensuite été

validée selon les critéres d’harmonisation internatiorigliel);*°®

La sous-phase (tampon pH 10 NaHC®&CO; ; 50 mM) ne pouvait étre
simplement évaporée a sec pour étre reprise dans un volume plus faible. Pour une portion de
100 mL de sous-phase concentrée par un facteur 200, il aurait en effet fallu solubiliser environ
500 mg de sels minéraux dans seulement 500 puL d’eau. De plus, l'injection dans le systeme
CLHP d'un échantillon a forte salinité (~10 M) pourrait étre fatale. Il a donc été nécessaire
dans un premier temps d’éliminer les sels carbonates par une méthode douce sans risque de
dégradation de I'acide nalidixique. Par conséquent, le SOP mis en place est le suivant :

- 100 mL de sous-phase sont précisément collectés a l'aide d'une fiole jaugée, puis
lyophilisés.

- Le lyophilisat obtenu (~500 mg) est solubilisé dans le minimum d’eau (5 mL), puis les
sels minéraux sont précipités par ajout d’'un large exces de MeCN (45 mL) et éliminés
par filtration.

- Lefiltrat est alors évaporé a sec, et le résidu (~5 mg) est enfin repris par 500 pL d’eau.

L’échantillon ainsi obtenu, concentré d'un facteur 200 et débarrassé de la majeure
partie des sels minéraux, est enfin prét a étre injecté dans le systeme CLHP-UV. Selon les
Equations n°15 et n°16, la gamme de concentrations théorique en nalidixate des échantillions
ayant subi le SOP est ainsi comprise entféMCet 10° M.

Cette méthode analytique SOP-CLHP nous a ainsi permis d’entreprendre le suivi

cinétique de la libération en nalidixate.
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[11.4.5. Validation de la méthode SOP-CLHP

La méthode chromatographique précédée du SOP décrit plus haut a été validée selon
les critéres de linéarité, d’exactitude, et de précision, ainsi que limite de détection (LOD) et de
quantification (LOQ)-%8*7°

La spécificité de la méthode a été vérifiee par analyse d’'un échantillon exempt de
nalidixate et traité selon le SOP, afin de confirmer I'absence d’interférences.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée a partir des chromatogrammes de plusieurs
solutions témoins, dans une gamme de concentrations comprises ehte¢ 1P M (5
concentrations ; n = 3). Les valeurs d’aire sous-pique obtenues sont données en fonction de la
concentration de I'échantillon correspondant (Figure 70, A), et la courbe tracée avec ces

valeurs a été soumise a une régression linéaire (Figure 70, B).

A 15+ B
[Nalidixate].10° Apique Nombre
(mol LY (uV.s)  dinjection (n) 2 5]
1,01 12271 3 Z
2,48 30038 3 x
5,20 63073 3 &5 r?> 0,999
7,33 88816 3
10,61 128606 3
OF——T— 7T

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
[Nalidixate] x 10° (mol m™)

Figure 70. Tableau récapitulatif d’'analyse de témoins nalidixate (A). Courbe d'étalonmage $a régression
linéaire (ligne rouge).

Nous avons alors constaté une excellente linéarité de la réponse UV en fonction de la

concentration en nalidixate, avec un coefficient de déterminatisr®,©99 pour I'équation
suivante :

y=1,272.18x- 99
ouy est I'aire sous-pique et x est la concentration en nalidixate.

Equation n°® 17.

Cette équation pourra donc étre utilisée pour quantifier les échantillons compris dans
la gamme de concentration étudiée.
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La sensibilité est donnée par la LOD et la LOQ. Ces paramétres ont été déterminés
préecédemment lors du développement des conditions chromatographiques, et ont pour valeur
1,6 10’ M et 5 10’ M, respectivement.

La méthode SOP-CLHP a été validée a l'aide d’'une solution mére de nalidixate de
sodium dans le tampon carbonate, de facon a obtenir par dilution trois solutions filles dans
une gamme de concentrations théoriques correspondant a un taux d’hydrolyse compris entre
10 et 100%, soit IOM (10%), 5 1G M (50%) et 10 M (100%). Chacune d’entre elles a
alors été fractionnée en trois portions égales de 100,0 mL, représentatives de trois prises

d’essai de sous-phase (Figure 71). Le SOP a ensuite été effectué sur ces 3x3 solutions.

Dilution

Solution témoin
50% d'hydrolyse
5108 M

Fractionnement en
portions de 100 m

Solution témoin
10% d'hydrolyse 100% d'hydrolysg

1108 M

“ J “ J “ J
g 2
Tsop(10).1 Tsop(50).1 Tsop(100).1
Tsop(10).2 Tsop(50).2 Tsop(100).2
\TSOp(lO)S Tsop(50).3 Tsop(lOO).}

~

Chaque échantillon est analysé (n=3)

Figure 71.Préparation des témoins SOP pour la validation de la méthode SOP-CLHP.
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Comme reporté en Tableau 3, chacun des neufs eéchantillons gpat€nus ont éte
analysé ertriplicata (n = 3), et leur concentration en nalidixate a été quantifiée a l'aide de
témoins aqueux (Figure 70). La précision de la méthode a pu alors étre estimée en termes de
répétabilité sur un méme échantillon (n=3) et de reproductibilité sur trois échantillons
consécutifs (n = 9). La répétabilité est déterminée par le calcule du coefficient de variation
(CV) des trois valeurs depfy,e Obtenues pour un méme éechantillon. La reproductibilité est
déerminée par le calcule du CV des trois valeurs moyennesyge @btenues pour trois
échantillons. Le CV est donné par le rapport de I'écart-type et de la moyenne d’une série.
L’exactitude de la méthode a pu alors étre estimée en déterminant le taux de récupération en
nalidixate, soit en comparant la concentration mesurée avec la concentration théorique

attendue.

Tableau 3.Validation de la méthode SOP-CLHP. Analyse CLHP des neufs témoins SOP obtenus comme décrit

en Figure 71.
Moyenne Aiqe Répétabilité Reproductibilité [Nalidixate] Taux de
(LV.S) (mol LY récupération

Tsop(10).1 23960 (n = 3) 11,0% 1,976°10

Tsop(10).2 25680 (n = 3) 2,0% 40% (=9) 2,1171099,5% +4,0%
Tsop(10).3 23987 (n = 3) 13,5% 1,978°10

Tsop(50).1 126840 (n = 3) 2,4% 1,046 10

Tsop(50).2 128293 (n = 3) 1,1% 2,0% (n=9) 1,058 10102,3% + 2,0 %
Tsop(50).3 123307 (n = 3) 2,0% 1,017 10

Tsop(100).1 243400 (n = 3) 0,8% 2,007 1C

Tsop(100).2 262287 (n = 3) 1,2% 47% (=9) 2,162 10104,3% *+ 4,7 %
Tsop(100).3 265947 (n = 3) 2,9% 2,193 10

Des résultats satisfaisants ont été obtenus en termes de précision avec des valeurs
acceptables de CV, inférieures a 5% pour les points haut (100%) et intermédiaire (50%), et
inférieures a 15% pour le point bas (10%). L’exactitude constatée est également satisfaisante,

avec un taux de récupération en nalidixate autour de 100%.

Ces critéeres d’exacitutude et de précision peuvent étre illustrés en comparant les
courbes d’aire sous-piquepife €n fonction de la concentration en nalidixate attendue et
mesurée (Figure 72). L'observation d’'une excellente linéarité, représentée par le coefficient
de corrélation, et d’'une quasi superposition de la courbe théorique et expérimentale atteste la

gualité de la méthode mise en place.
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Figure 72. Droite d'étalonnage aire sous-pique en fonction de la concentration en nalidixate (ligne rouge). Aire
sous-pique mesurées des échantillons Tsop(10) (n = 9), Tsop(50) (n = 9) et Tsop(100) (n = 9) en fonction de leur
concentration attendue (ligne noire). La régression linéaire de cette courbe donne un coefficient de corrélation
r2>0,999.

Nous avons ainsi montré que le SOP mis en place permet de concentrer les
échantillons de sous-phase de facon reproductible et sans perte significative de nalidixate. La
méthode SOP-CLHP développée est suffisamment linéaire et précise pour quantifier le

nalidixate libéré dans sa gamme de concentration théorique.

[11.4.6. Résultats et discussions

<+ Probleme rencontré.

Une fois les protocoles de traitement d’échantillon et d’analyse validés, les premieres
expériences d’hydrolyse interfaciale Aet3 ont pu étre réalisées. Ces premiers résultats en
conditions réelles ont mis en lumiére une problématique jamais évoqué dans le domaine des
films de Langmuir.

En effet, les premiers chromatogrammes ont révélé la présence d’un produit nouveau,
noté provisoiremenX, de spectre UV équivalent a celui de I'acide nalidixique mais avec un
temps de rétention supérieur d'une minute. La concordance des spectres UV suggere une

entité X relativement similaire a I'acide nalidixique. Mais le temps rétention supériedr de
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indique une espéce moins polaire que l'acide nalidixique (phase stationnaire inverse). La
méthode CLHP-MS évoquée plus haut a permis d’identifier ce conqssr collecte des
spectrogrammes de masse simple (ionisation ESI, mode positif) et de collision MS/MS (voir
Figure 73).

Intene, ] 5 081 Gmin #(54-04)

4000
] o83 1054
2000 201.2333 ! 3011408
L .. S P it (W N
1 B +MEX2E1. 12000, 3.6-2.6min #214-218)
3000
2000
1000
n | | |
C {5 pEA4 2330832 +MEH233.08000. 3.54 Dimin #232-238)
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I:I T T T I T I L) T T T T T
180 200 22 240 250 280 300 iz

Figure 73. Spectrogrammes de masse (ESI-positif) de I'entité incoin@l). Spectrogrammes de masse en
mode collision MS/MS de liom m/z = 261 Da (B). Spectrogrammes de masse en mode collision MS/MS de
l'ion b m/z = 233 Da (C).

L’analyse par spectrométrie MS-ESI derévéle trois ions majoritaires, b et c,
caractérisés par un rapport m/z d’environ 261, 233 et 215 Da, respectivement (Figure 73). Les
massifs isotopics de chacun (non présentés) sont incrémentés de 1 Da indiquant que nous

sommes en présence d’ions mono-chargeés.

Il peut étre observé que la fragmentation de laoffrigure 73, milieu) donne les deux
autres iond etc, indiquant quea correspond a I'espéce majoritaire de I'échantillon, a savoir
le composéX. En parallele, on constate que la fragmentation de Kodonne l'ionc
(Figure 73, bas).

On peut ainsi retracer la vie de I'espéce majoritaif+H]" = 261,1239 Da, et en
déduire qu'il s’agit de I'ester éthyliqgue protonné de I'acide nalidixique de masse calculée
[M+H] " = 261,1234 Da (Figure 74).
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[M+H]* calculé = [M+H]* calculé = [M]* calculé =

261,1234 Da 233,0921 Da 215,0815 Da
U1 ;

RO®

=

N N
g c
m/z = 261,1239 Da m/z = 233,0929 Da m/z = 215,0848 Da

\
Figure 74. Interprétation des spectrogrammes de masse du comfoséragmentation de liona
(m/z = 261,1239 Da), et de l'idn(m/z = 233,0929).

La seconde étape a été de synthétiser volontairement cet ester étlyladgsormais
noté6 (Figure 75). Pour cela nous avons appliqué les mémes conditions que pour I'obtention
du BPN, en utilisant de l'iodure d’éthyle. L’analyse CLHP-UV nous a définitivement

confirmé que I'entité inconnue &st bien I'ester éthylique de I'acide nalidixique 6.

+ _—
DMF, 35 C
1,5h, 65%

Figure 75.Schéma de synthéese du nalidixate d’étiéydepartir du nalidixate de sodiutret d’iodure d’éthyle.

Comment cet estdf a-t-il pu se former ? Nous avons supposé une trans-estérification
des conjuguédBu[4]OH-quinolone 2 ou 3 avec I'éthanol. Le seul moment ou 2 et 3 pouvaient
étre en contact avec EtOH était lors de leur solubilisation dans ;CHEGI effet, le
chloroforme peut se dégrader avec le temps et en présence d’oxygene, en libérant du
phosgéne GCO"* C’est pourquoi il est généralement stabilisé avec ~1% de EtOH.

Le chloroforme utilisé a I'époque était conditionné dans des bouteilles de 2,5 litres
conserveées ainsi durant plusieurs mois. Nous avons donc supposé qu'au fil d’ouvertures
répétées de la bouteille, I'éthanol pouvait se concentrer jusqu'a atteindre une proportion
critique pouvant causer des dommages aux molécules solubilisées. Le dosage p#t RMN
dans CDCl, de I'éthanol contenu dans ce chloroforme a effectivement montré que notre

CHCI; avait atteint une proportion d’environ 5% en EtOH stabilisant.
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Nous avons alorentrepris de n’utiliseque des petites bouteilles ( mL maximum),
de facon a les consommer rapidement et a ne pas laisser s a I'éthanol de se concentr

Par la suite, plus aucuns problémes liés a cet éthanol n’ont été ren

« Cinétiques d’hydrolyse a l'interface e-air.

Les cinétiques de libération du nalidixate a partir des films de Langmuir des cor
2 et3 ont été obtenues a l'aide du protocole expérimentales de Pét puis SOP) et de la
méthode CLHRJV décrits précédemment. Chaque point de mesi été effectué en
triplicata, de 0 a 3 jours, a 20 a 37°C. Notons que cette limite de trois jours r a été
imposée par la condensation d’eau sur la face interne du couvercle des boites °C,

devenait trop importante et risquaitdétériorer les films en retombant.

Les chromatogrammes relatifs daque point de mesure a 32, et pou chacun des
deux prodrogueg et3, sont exposés en Figl 76. L'intégration de chaque [ donne acces a
la concentration en nalidixate de I'échantillon correspol, via la courbe d'étalonnar et sa
régression linéaire (Equatianf 17). Les cinétiques d’hydrolyse diiens de3 (porteur de
deux résidus) ou d2 (porteur d’'un seulésidu) a 20 °C et 37 S@xprimés en rendement de

réaction (%), sont présentéas Figur 77.
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Figure 76. Chromatgrammes collectés par analyCLHP-UV d’échantillons de soyshase aprés traitement
SOP. Résultats obtenus avec (Apnjugué2 ; (B) : conjugué3, aprés 0 (rouge), 1 (vert), 2 (bleu) et 3 jc
(magenta) passés a l'état de films de Lanr étalés sur le tampon pH 18 37°C. Les conditions
chromatographiquest le matériel iilisé sont donnés en Partie Expérimentale, section analy
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Figure 77. Cinétique d’hydrolyse di conjugués? (Ml ;[]) et3 (A ; A) a l'interface tampo-air (pH 10), a 20
°C (bleu ;O ; A) ou 37 °C (rouge B ; A). Résultats exprimés en taux d’avancempati(centag libéré relatif
a la quantité totale libérablegn fonction du temps exprimé jours de contact.

Comme le montrent cerésultats, la libération en nalidixa¢st lent. Au bout de 3
jours a 37°C, on peut relever des taux effectifs autour de 13% et 10% en nalidixate

depuis les films de 2 et Bespectivement, contre 5% et 2% i °C.

D’aprés les équatiorsilans des réactions d’hydrolyse &eou de3 (Figure 78), nous
sommes en présence dmétiques d’ordre supérieur a 1. Selon la loi de van t'Hoff
vitesses de réaction poRiret3 sont définies par I'Equation n° 18.

Calixaréne

Hydrolyse
+ nOH —_— -+ n| Anti-infectieux
[ Anti-infectieux

Figure 78.Equations bilans des réactions d’hydrolalcaline de2 (n = 1) ou3 (n = 2).

v, =k, [ Af OH]"

ou A correspond au calixaré2 (n = 1) ou 3 (n = 2), etakest la constante de vite.

Equation n° 18.
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Or dans les deux cas, la concentratiéddH] est maintenue constante par I'emploi
d’une solution tampon. Il y a alors dégénérescence d'ordre, et les deux réactions sont donc

définies par une cinétique de pseudo-ordre 1 selon I'équation suivante :

v, =k, A
ot k, = kA[E‘OH]n est la constante apparente de vitesse.

Equation n°® 19.

Il est alors possible de caractériser ces cinétiqgues par le calcul de leur constante
apparente de vitesse k' selon I'Equation n° 20, donnant accés au temps de demdes t

composés 2 et 3 a l'interface tampon-air selon I'Equation n° 21.

In([A/[A,)=-k
ou [A] = 100 - taux d’avancement de 2 ou 3, efp[AJLOO.
Equation n° 20.

In2
(tl/Z)A :k_'

A

Equation n°® 21.

Ces calculs donnent un temps de demi-yjedies prodroguef et 3 a la surface du
tampon pH 10 de 20 jours et 15 jours, respectivement. En milieu physiologique, ou I'on
pourrait espérer une catalyse quelconque, on peut présumer une délivrance du principe actif
étalée sur plusieurs jours a plusieurs semaines. Cependant, force est d’admettre que ces
cinétiques d’hydrolyse sont probablement trop longues pour que les prodeogt@soient
efficaces in vivo.

Il peut étre remarqué une différence de réactivité non négligeable entre les conjugués 2
et 3, représentée par leur temps de demirgiesspectif de 20 et 15 jours.

Dans les sous-chapitre précédents, nous avons constaté des comportements
interfaciaux significativement différents entre les conjugués mdndet bis-nalidixates, 5.
Plus particulierement, il a été observé par PM-IRRAS que I'état d’hydratatidimidar

différe selon le degré de substitution du conjudl® (11.3.3.). Nous proposons que cet état
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d’hydratation variable puisse en partie étre responsable des différences de réactivités
observées entre2 et 3. Nous supposons aussi que l'organisation moléculaire de ces
prodrogues a l'interface puisse influencer leur réactivité.

Les résultats d’hydrolyse en matrice physiologique (sérum de rat) obtenus par H.
Massimba-Dibama avec des analogues hydrosolubl&seal&, ont montré une importante

différence de réactivité hydrolytique entre les dérivés mono- et bis-nalidixate.

«» Autres interfaces.

En supplément de l'interface eau-air, la réactivité hydrolytique du conhasété
évaluée aux interfaces liquide-liquide et solide-liquide (systémes bi-phasiques).

Une solution de dans le DCM (0,685 mg niL; 7,3 10" M) a été mise en contact
avec le tampon carbonate (3 mL) sous forte agitation a 'abri de la lumiere et température
ambiante (~20 °C). Apres deux semaines dans ces conditions, le nalidixate libéré n’a pas été
guantifiable (concentration < LOQ). Un systéeme interfacial solide-liquide a aussi été préparé
par I'action d'ultra-sons sur une suspension2dél,52 mg ; 1,62 I®mol) dans le tampon
(3 mL), de sorte a optimiser la dispersion du solide. Dans ce cas aussi, aucune libération n'a
été constatée apres plus de deux semaines de contact.

Cette comparaison révele comment la grande surface de contact qu’offre un film de
Langmuir a la surface d’une phase agueuse peut favoriser la libération du principe actif depuis

la plate-forme calixarénique adsorbée a I'interface eau-air.

IVV.5. Conclusion du chapitre

La synthése des conjugués calixarene-quinolone a été optimisée, avec dans le cas du
conjugué Bu[4]OH-bis-quinolone 3 une multiplication du rendement par un facteur proche de
2. Les difficultés de purification de I'intermédiaiB®N et des produits finaux rencontrées a
'époque de A. Ben Salem ont pu étre contournées. Pour ce faire, nous avons développé des
systemes chromatographiques impliquant l'utilisation d’acétonitrile comme co-éluant polaire,
et une phase stationnaire de silice neutralisée par la triéthylamine.

Deux nouveaux analogues des conjugtBg4]OH-quinolone2 et 3, exempts de
groupedert-butyles en partie haute du calixaréne, ont également été synthétisés comme outils

d’investigation dans les études a l'interface eau-air.
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Il a été mis au point un protocole supplémentaire de purification pour chacun de ces
composés, permettant d’obtenir en fin de parcours des produits ultra-purs parfois sous forme
cristalline. Cette derniere étape de purification a permis de préparer avec une grande précision

les solutions chloroformiques nécessaires a la constitution de films de Langmuir.

Le comportement a l'interface eau-air des conjugués considérés dans ce chapitre a été
etudié par la technique des films de Langmuir. Les isothermes de compi@s&iehAV-A
des films monomoléculaires d&5 étalés sur eau pure ont montré que la présence de groupes
tert-butyle est essentielle a I'obtention de films monomoléculaires stables. Il a également été
montré que le degré de substitution en partie basse (présence de un ou deux résidus nalidixate)
influence la stabilité de ces films, mais de facon moindre. En outre, les résultats obtenus par la
mesure des isothermes de compresshMiA et par microscopie BAM suggeéerent que
I'orientation du macrocycle calixarenique par rapport a l'interface est fonction de son degré
de substitution en partie basse. Nous avons ainsi proposé que les dérivés mono-riakdixate
4 s'orientent d’abord de facon paralléle a l'interface, puis se redressent sous l'effet de la
compression. Des expériences supplémentaires, notamment I'étude d’'une bibliothéque de
dérivés amphiphiles du calix[4]aréne, pourraient permettre de généraliser ou non ce type de
comportement.

Des expériences additionnelles (stabilité a long terme et cycles compression-
décompression) ont montré que les films monomoléculaires les plus stables étaient ceux
formés a partir des dérivéart-butylés2 et3. Les cycles compression-décompression couplés
a la microscopie BAM ont montré que, sous I'effet de la compression, ces dérivés s’agregent
de facon irréversible dans le laps de temps des mesures. Nous proposons que ceux-ci adoptent
une conformation (interactions intramoléculaires) et/ou une organisation (interactions

intermoléculaires) spécifique aprés compression.

L’analyse PM-IRRAS des conjugu@set3 a mis en évidence une plus grande liberté
conformationnelle du macrocycle chez le dérivé mono-nalidiatmmparé a son analogue
bis-nalidixate3. Nos résultats montrent que les résidus quinolones sont toujours immergés
dans la sous-phase aqueuse. Cependalihkkr ester n'est pas hydraté de facon identique
chez les dérivés mono- ou bis-nalidixate, laissant supposer des réactivités hydrolytiques

différentes.
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Enfin, la réactivité des conjuguéBu[4]OH-quinolone2 et 3 a l'interface eau-air,
utilisée comme modeéle des interfaces biologiques, a été étudiée. Pour cela, nous avons
développé une meéthodologie de suivi des cinétiques d’hydrolyse de ces prodrogues
potentielles, impliquant I'emploi de boites de Pétri comme « réacteur de Langmuir » et d’'une
méthode de quantification CLHP-UV. Nous avons donc établi le profil cinétique des
prodrogueg et3, et déterminé leur temps de demi-vie a la surface d’'un tampon basique. Ces
deux prodrogues n'ont pas la méme reéactivite. Nous proposons que ce résultat soit la
conséqguence des différences de comportement entre dérivé mono- et bis-nalidixate évoquées
précédemment.

Nous constaté que la libération de I'acide nalidixique n’a principalement lieu qu'a
l'interface eau-air, comparé aux interfaces liquide-liquide et solide-liquide, sur une échelle
temporelle de I'ordre de la semaine. Ceci peut s’expliquer par le caractére hydrophobe global
des composés et3, montre que ces prodrogues ne sont hydrolysables qu’a I'état organisé en

film monomoléculaire.

Nous avons donc mis au point une méthode de « pré-screening », qui permettrait a
lavenir la sélection de dérivés calixreniques congus comme des prodrogues les plus
intéressants. Cette méthodologie est en effet potentiellement applicable a la plupart des
prodrogues amphiphiles imaginables a bastBd§t]OH et apparentées, a condition qu’elles

soient suffisamment hydrophobes et amphiphiles pour former des films de Langmuir stables.
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Chapitre 1V

Calix[4]arene lipophiles concus comme prodrogues

d’antiviraux

Au cours de ce chapitre, nous verrons que le concept développé avec l'acide
nalidixique a été étendu a une autre catégorie de principe actif. Plus particulierement, le
macrocycletBu[4]OH a été utilisé cette fois-ci comme plate-forme organisatrice d’analogues
nucléosidiques a propriétés antivirales. Il s'agit également de développer un concept et de
démontrer sa faisabilité d’'un point de vue expérimental. C’est pourquoi les especes antivirales
concernées ici doivent étre considérées comme des modeles, la notion de calixaréne
organisateur de principes actifs pouvant potentiellement étre applicable a n’importe quelle
substance de la pharmacopée.

A linverse du chapitre précédent, la partie concernant la chimie organique sera plus
volumineuse, puisqu’ici la synthese des différents conjugués calixarene-antiviral de cette
étude n’a encore jamais été décrite. D’autre part, le bon caractére filmogéne de ce type de
conjugué a base de calix[4]arepdert-butylé a déja été démontré dans le cas de l'acide
nalidixique et de pénicilline.*** Par conséquent, ne seront traités dans la partie physico-
chimique que les isothermes de compression nécessaires a la caractérisation des molécules a

l'interface eau-air, et a I'évaluation de leur réactivité en tant que prodrogue a cette interface.

IV.1. Introduction

IV.1.1. Les nucléosides et leurs analogues anti-infectieux

Les nucléosides sont des entités moléculaires naturelles constituées d’'une part d’'un
résidu hétérocyclique dérivé de la purine ou de la pyrimidine, appelé une nucléobase. Celle-ci
est reliée a un cyclopentose de type ribose ou 2-déoxy-ribose en position anomerique par une
liaison -glycosidique. Par convention, la nucléobase est miget de 1 a 9 pour les purines
et de 1 a 6 pour les pyrimidines, tandis que la structure dérivée du ribose est numérotée de 1’

a 5, comme indiqué en Figure 79.
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Nucléosides puriques Nucléosides pyrimidiniques
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X =NH,;Y =H : 2'-deoxy-adénosine X =NH, ;Y =H: 2'-deoxy-cytidine
X =0H ;Y = NH, : 2'-deoxy-guanosine X =0H ;Y = CHg : thymidine
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X =NH,;Y =H :adénosine X =NH, ;Y =H: cytidine
X =OH ;Y = NH, : guanosine X =O0H ;Y =H : uridine

Figure 79. Structures des nucléosides a base de purine (guanine et adénine) et de pyrimidine (thymine/uracile et
cytosine), en série ADN et en série ARN.

Ces substances sont les briques élémentaires des acides nucléiques, que ce soit I'acide
déoxyribonucléique (ADN) constitué de nucléosides a base de 2-déoxy-ribose, ou l'acide
ribonucléique (ARN) a base de ribose. Comme l'illustre la Figure 80, pour étre incorporé dans
un acide nucléique, un nucléoside doit subir trois phosphorylations successives en position 5’
par différents enzymes, les kinases, présents dans le milieu intracellulaire. Ce nucléoside
devenu nucléotide peut alors étre incorporé dans la chaine ARN ou ADN en croissance, par
lintermédiaire d’autres enzymes spécifiques, les ARN- ou ADN-polymérases, avec

élimination de pyrophosphate.

° S °
O 00 0Q O
N/ N/ \/
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== =0 _\ii?/
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Figure 80. Principales étapes de la biosynthése des acides nucléiques a partir de nucléosides, ici en série ADN.
Formation de la double hélice d’ADN par appareillage des bases selon Watson &¥Crick.

106



Deuxieme Partie 1V. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antiviraux

Les nucléosides jouent par conséquent un rdle essentiel dans les processus de
réplication et de transcription cellulaire, donc également dans ceux de prolifération virale ou
de tumeur malign&’® C’est pourquoi les analogues de nucléoside ont été concgus, dans le but

de combattre les pathologies liées a la biosynthese des acides nucléiques.

De nos jours, les analogues nucléosidiques constituent une classe importante de la
pharmacopée. lls sont généralement employés dans la lutte contre les infections virales, ainsi

que pour le contrdle de développements cellulaires anarchiques (¢ahcer).

Dans cette catégorie d’anti-infectieux, I'aciclovir, antiviral principalement employé
contre les infections causées par les virus de I'herpes, a été choisi comme modele pour le
développement de ce projet. C'est un analogue du nucléoside naturel 2’-deoxy-guanosine
(dG), dont une partie du cycle ribose a été amputée des carbones 2’ et 3' (Figure 81). Sans
centre asymétrique ni fragilité chimique particuliéere, sa structure est relativement simple et
seulement une fonction, 'amine hétérocyclique en position 2 de la nucléobase, nécessite une
protection pour étre sereinement engagé dans une synthése multi-étapes.

Le ganciclovir, un autre analogue du nucléoside dG (Figure 80), a également été utilisé
dans ce chapitre afin d’élargir le champ d’application de nos futurs prodrogues. Ce second
analogue nucléosidique est lui préférentiellement employé dans la lutte contre la forme
humaine du cytomégalovirus (CMV), principal responsable d’infections foetales congénitales

dans les pays industrialisés.

2'-deoxy-guanosine

Aciclovir Ganciclovir
(o] (o]

N N
7 | NH Vi | NH
Ho_\/o\</N N)\NHZ HO\\§O\</N N)\NHZ

OH

Figure 81. Structure chimique de I'aciclovir et du ganciclovir, tout deux dérivés du nucléoside naturel 2’-deoxy-
guanosine (dG).
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Les objectifs que nous nous sommes fixés pour ce projet ont été :
- Développer la synthése de nouveaux conjugués d’aciclovir a base de tétra-
p-(tert-butyl)-calix[4]arene.
- Appliquer cette voie de synthése au ganciclovir.
- Etudier la réactivité de ces prodrogue a l'interface eau-air.

IV.1.2. Mécanisme d’action des analogues nucléosidiques antiviraux

Les analogues nucléosidiques antiviraux ont la faculté d’interférer dans les processus
de réplication et de transcription de ’ADN, aussi bien chez les cellules saines que infectées.
Leurs propriétés antivirales viennent généralement du fait que la machinerie cellulaire
impliquée dans ces processus est dopée par le virus infectant la cellule. C’est ainsi que le
mécanisme d’interférence est plus rapide chez les cellules infectées, générant une sélectivité
vis-a-vis des cellules saines. Ces composés ont donc un effet virustatique en agissant sur des

virus en phase de réplication.

L’aciclovir et le ganciclovir ont un mécanisme d’action similaire. Aprés leur passage a
travers la membrane cytoplasmique, ils sont rapidement convertis en leur dérivé
monophosphate par les thymidine-kinases virales. Ces dérivés monophosphates subissent
ensuite deux autres phosphorylations successives par les kinases cellulaires pour devenir les
especes actives triphosphorylées. Celles-ci peuvent alors étre prises en charge par les ADN-
polymérases effectuant la croissance des chaines d’ADN virales. Ce mécanisme faisant
intervenir au départ une kinase virale est particulierement avantageux, puisqu’il ne prend donc
effet que dans les cellules infectées en limitant I'apparition d’effets secondaires chez le patient
traite.

C’est alors que plusieurs phénomeénes peuvent entrer en ligne de compte. L’ADN-
polymérase peut étre inhibée par compétition avec les nucléotides 2’-deoxy-guanosine
triphosphate naturels, ce qui stoppe I'élongation des chaines d’ADN et bloque ainsi la
réplication virale. D’autre part, I'insertion de motifs nucléotidiques non-naturels dans une
chaine d’ADN en croissance peut modifier les propriétés, donc les fonctions, de cette
derniere. Enfin, l'absence de groupe —OH en position 3' a pour effet d’empécher

I'incorporation d’'un nouveau motif nucléotidique et stoppe ainsi la croissance de I'’ADN.
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Les analogues nucléosidiques sont donc considérés comme des prodrogues, ou plutét
des bio-précurseurs, puisque la substance administrée (nucléoside) n’est pas active en soi, et

doit subir trois phosphorylations pour le devenir (nucléotide).

Les antiviraux aciclovir et ganciclovir ont besoin de pénétrer la cellule infectée pour
combattre l'infection virale. Une formulation adaptée de ces principes actifs a caractere
polaire est donc nécessaire pour faciliter leur diffusion au travers des barrieres lipophiles de

'organisme (peau, membrane cellulaire, etc.).

Afin de contourner le probléme de biodisponibilité de ce type d’antiviraux, nous avons
envisagé d'utiliser le tétrp-(tert-butyl)-calix[4]Jarene comme plate-forme lipophile,
organisatrice d’analogues nucléosidiques hydrophiles. Ces prodrogues, ainsi amphiphiles,
doivent avoir une affinité pour les interfaces biologiques. On peut donc espérer d’elles un

transport efficace de I'aciclovir ou du ganciclovir vers leur site d’action.

IV.2. Stratégie de synthése

I\VV.2.1. Choix du spacer

Nous avons choisi de conserverspacerde type propylique, comme utilisé avec les
prodrogues d’acide nalidixiqueCf. Chapitre Il). En effet, I'étude réalisée en 2007 par
Rogalska et coll. concernant des conjugtiBg4]OH-pénicilline a montré que les dérivés
munis d’unspacerpropylique ont plus d’affinités pour le modele de membrane cellulaire
utilisé, comparé aspaceréthylique® Il restait & choisir par quéinker greffer les antiviraux
sur la plate-forme calixarenique, et selon quelle stratégie de synthése.

IV.2.2. Choix dulinker

Il semble évident d’utiliser la seule fonction chimique facilement transformable et
présente a la fois sur I'aciclovir et le ganciclovir, a savoir le groupement hydroxyle en
position 5’. Nous avons ainsi envisageé trois typebner avec le calixarene, comme indiqué
en Figure 82 :

109



Deuxieme Partie 1V. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antiviraux

- Une fonction phosphodiester entre un dérivé aciclovir ou ganciclovir 5’-phosphate, et
un calixarene-€3-hydroxy-propyle) (Figure 82, A).

- Une fonction ester carboxylique entre I'hydroxyle 5’ de I'aciclovir ou du ganciclovir,
et un acide calixaren®@-propanoique (Figure 82, B).

- Une fonction carbodiester entre I'hydroxyle 5’ de I'aciclovir ou du ganciclovir, et un

calixaréne-Q(3-hydroxy-propyle) (Figure 82, C).

>
o)
@)

e

O, Ester carbox lique o O,
Linker : \P// via Linker: o
Phosphodiester |\OH Cabodiester
O, O O
5 5
R\
] R =-H; G = 9-N-Guanine : Aciclovi RoQ
R =-H: = O-N- :
G ; uanine ciclovir G

R =-CH,0H ; G = 9-N-Guanine : Ganciclovir

Figure 82. Trois linker envisagés pour la conjugaison calixaréne-antiviral. Représentation unique de dérivés
mono-substitués par souci de clarté.

L’option d’un linker phosphodiester semble séduisante, car elle permet de libérer une
espece déja pré-phosphorylé, la forme active étant le dérivé triphosphorylé. Cependant, nous
avons vu que la sélectivité de ces antiviraux est en partie liée a leur premieére phosphorylation
par une kinase virale. De plus, la chimie de couplage entre un aciclovir ou un ganciclovir 5’-
phosphate et le calixaréne, bien que faisafalda chimie des phosphoramidifés;omporte
de nombreuses étapes parfois délicates (Figure 83, A). Notons que l'aspect relativement
codteux qu’implique la chimie des phosphoramidites ne joue pas en la favdunkeiu

phosphodiester.

Nous aurions donc pu nous replacer sur I'option d’'un ester carboxylique, nécessitant
moins d’étapes de synthése par comparaison avdioker phosphodiester (Figure 83, B).

Outre le fait d’'une chimie de couplage plus aisée, la préparation d’'un calixaréne porteur en
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partie basse d'un groupement acide propanoique peut poser quelgues problemes. D’apres
I'expérience acquise au laboratoire, l'acide 3-bromo-propanoique, ainsi que ses esters
meéthylique ou éthylique, se dégradent spontanément dans les conditions requides de
alkylation d’'un calix[4]arene (MeCN chauffé a reflux soit ~90 °C). Dans ces conditions, ces
réactifs subissent en effet ufieélimination conduisant a I'acide ou a l'ester aayb

correspondant, favorisé par conjuguaison «

p
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Figure 83. Rétrosynthése d'un conjuguéBu[4]OH-aciclovir selon unlinker ester carboxylique (A).
Rétrosynthése d'un conjuguBu[4]OH-aciclovir selon unlinker phosphodiester (B). Rétrosynthése d’'un
conjuguétBu[4]OH-aciclovir selon urinker carbodiester (C). GP : Groupe Protecteur. CNE : cyanoéthyle -

CH,CH,CN.
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C’est l'option d’'un linker carbodiester qui nous a parue la plus appropriée, en
combinant plusieurs avantages par comparaison aux deux hokeys(Figure 83, C). En
effet, ce type de couplage requiert moins d’étapes, toutes relativement bien décrites dans la
littérature, sans contraintes particuliéres, et peu codteuses. Cette option a donc été retenue

pour notre projet de synthése de conjugués calixaréne-aciclovir ou -ganciclovir.

IV.2.3. Couplage calixaréne - antiviral

Nous avons donc choisi Uinker carbodiester, selon une stratégie convergente a partir
de deux synthons, un calix[4]are@et3-hydroxy-propyle) et un dérivé d'aciclovir K-

protégé, tous les deux indépendamment préparés a partir de leur dérivés commerciaux.

Hosseini et coll. ont montré que la synthese de calix[4]arenes porteurs en partie basse
de groupes 3-hydroxy-propyle peut se faire & partir du 3-bromopropar@iautre part,
Martin et coll. ont publié la préparation de dérivés d’aciclovir ou de ganciclovir pourvus d’'un
groupe protecteup-anisyldiphénylméthane (MTrt) sur la fonction amine en position 2 de la
guanine'’® *""Ce groupement MTricido-labile, peut alors étre éliminé par acidolyse en fin
de synthese, en évitant I'’hydrolyse lihker carbodiester. Ainsi, la préparation de la plupart
des synthons nécessaires sont décrites dans la littérature. Nous avons donc en premier lieu
étendu ces descriptions a la synthése de certains synthons requis et non décrits. Notre travail a
été ensuite de développer la chimie de couplage entre ces synthons, par formation de dérivés

carbodiesters.

D’un point de vue théorique, une fonction carbodiester se prépare a partir de deux
alcools et de phosgénes,CO. La réactivité importante de ce dernier rend délicat de
contréler la réaction, avec formation probable de carbodiesters symétriques. En pratique, la
toxicité de CJCO ainsi que son caractere gazeux font de ce réactif un véritable danger et
contraignant d’utilisation. C’est pourquoi un autre réactif plus commode a été utiig&l'le
carbonyldiimidazole (CDI}/® rendant plus accessible et moins dangereuse la préparation de
dérivés carbodiesters dissymétriques.

La premiére étape consiste a faire réagir un des deux alcools sur le CDI pour former
un carbamate d’imidazole intermédiaire, souvent peu stable, et ne pouvant donc généralement

pas étre isolé et conserveé (Figure 84). Le second alcool réagi ensuite sur cet intermédiaire en
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présence d'une base organique pour former le carbodiester désiré. Cette seconde attaque est
plus difficile, c’est pourquoi I'alcool le plus nucléophile est généralement réservé pour cette

étape, la présence d’'une base organique forte favorisant d’autant plus la réaction.

R20OH
JCI)\ o + base o
1
R—OH /N7 "N\ R\O)I\N/\ K R J\/Rz
N N f’ |\/N f’ o~ To
= SN ~
CDI HNT Carbamate HN Carbodiester
N d'imidazole N dissymétrique
ImH ImH

Figure 84.Schéma de synthése d’'un carbodiester dissymétrique a I'al@Ndaarbonyldiimidazole (CDI).

o o
)JI\ Ea:L RY )]\ Ea2 i i
R—OH + N@(_I (_I@N (:,a) (-I)DN — R\O)J\O/Rz

R20H

Eal < Eaz
Figure 85. Effets inductifs (I) et mésomeéres (M) chez le CDI et son carbamate intermédiaire, et énergies

d’activation relatives E et E2

Dans le CDI, deux effets inductifs attracteurs (-I) en provenance des hétérocycles
imidazoles appauvrissant en électrons le groupe C=0, accentuant son caractére électrophile
(Figure 85). Or, chez le carbamate d’'imidazole, ce caractere est diminué par I'effet mésomere
donneur (+M) de l'oxygene nouvellement introduit. Ainsi, I'énergie d’activation de la
premiére réaction (&) est plus faible que celle de la secondé étag. (Eette derniére peut
étre favorisée avec l'aide d’une base pour fragiliser la liaison O-H de I'aldool R

tBu[4]OH

3-bromopropanol

Figure 86. Schéma de synthése de trois synthons calixarénidBeg4]OH-mono- {), 1,3-bis- B) et tétraO-
(3-hydroxy-propyle) 9).
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La stratégie de synthése envisagée est donc de type convergent. Il s'agit d’une part de
préparer les synthon$Bu[4]OH-O-(3-hydroxy-propyle) (Figure 86), et d’autre part les
synthons d’aciclovir et de ganciclovir, respectivemer-grotégés et 30,2-N-diprotégeés

par des groupes p-anisyldiphénylméthane (MTrt) (Figure 87).

o 0
N N
(T = (AL
)\ - N ){
HO_\/O\/N N™ “NH HO_\/O\/N N
Aciclovir 10
o (@]
N N
rr, = .8
)\ - 2 )\
HO o \/N N NH, HO:>/O\/N N NHMTTt
o Ganciclovir MTrO—/ 11

Figure 87. Schémas de synthese des synthons d’acicloi#M2Frt (10) et de ganciclovir 3©,2-N-di-MTrt
(12).

Il vient alors se poser la question suivante : quel alcool, le dérivé calixarenique ou
nucléosidique, utiliser en premiéere étape, et lequel réserver pour la seconde étape de

couplage ? Nous verrons plus loin que plusieurs possibilités seront testées.

D’autre part, au cas ou seraient rencontré des difficultés lors du couplage, la possibilité
d’accroitre la réactivité du CDI reste a notre disposition. En effet, Ashi et coll. ont montré en
1989 que la réactivité du CDI peut tres nettement étre augmentée paNHwgalkylation a
l'aide de triflate de méthyle (Figure 88f.Cette méthode a en effet été appliquée par la suite

pa Pirrung et coll., justement en chimie des nucléositfes.

(0] o O o (0] o
/\\s//\ Me CF3S0; )]\ CF3S0;
~
//\N N/\ F3C O ® //\N N/\@
T —— — N—Me
N\) I\/ 10T ; MeNO , Me—N_ I\/

Figure 88.N,N’-di-méthylation du CDI par le triflate de méthyle.
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IV.3. Synthése des synthons clés

IV.3.1. SynthonstBu[4]OH O-(3-hydroxy-propyle)

Hosseini et coll. ont montré en 2006 que le 3-bromopropanol peut étre employé dans
la préparation de dérivés téjpatert-butyl)-calix[4]areneO-alkylé par des groupements 3-
hydroxy-propyles (Figure 89> Pour cela, ils ont appliqué les conditions classiques pour ce
type de transformation, a savoir le@G0O; comme base dans MeCN chauffé a reflux. Ainsi, la
synthése de nos trois synthons de calixar®alkylé par un, deux ou quatre groupes 3-
hydroxy-propyles est envisageable selon la méme stratégie, en fonction des conditions

opératoires misent en ceuvfef.(Chapitre 1)%

Br-(CH,)3-OH (1 éq.)
NaHCO3 (1 éq.)

Br-(CH,)3-OH (2 éq.)
KoCO; (2 €q.)

reflux reflux

\ MeCN MeCN \

Br-(CH,)s-OH (4 éq.)
DMF |NaH @eq)

Figure 89.Synthése des synthons ciBsi[4]OH-O-(3-hydroxy-propyle)’, 8 et9.'"®

«» Synthon mono-{3-hydroxy-propyle) 7.

Un certain nombre de méthodes de mono fonctionnalisatiotBdj#]OH ont été
développées au cours des 30 dernieres années, faisant intervenir divers solvants (MeCN,

toluene, DMF,) et bases (NaH, NaH§®,COs). Quelques stratégies impliquant un jeu de
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protection/déprotection ont été décrites dans la littérature, mais la plupart se sont révélées peu
efficaces d’'un point de vue du rendement final en I'espéce dé&tf€éLa seule méthode de
ce type ayant montré un rendement intéressant (~80%) fut celle de Shang et coll., qui ont
employé le trichlorométhylsilane pour une tri-protection des -OH phénoliques sous la forme
d’'un triéther de silylé®> ¥ Une telle stratégie nécessite au minimum trois étapes de synthése
pour la protection, I'introduction du groupe fonctionnel voulu, et la déprotection. Cette
multitude d’étapes la rend peu commode et demande plus de temps, comparé a une mono-
alkylation directe en une étape.

L’expérience accumulée au laboratoire en chimie des calix[4]arénes a montré que
'emploi de carbonates alkalins comme base dans MeCN chauffé a reflux en présence Ki

donne souvent de bons résultats et en une seule étape.

Ainsi, des essais ont été réalisés dans un premier temps avec 1,1 équivalent de
NaHC(O; dans MeCN a reflux, en présence ou non de KI. Cette méthode a donné
systématiquement des rendements faibles, autour de 15%. En effet, ces résultats rappellent la
faible réactivité des halogénures d'alkoyle par comparaison, a titre d'exemple, aux
halogénures de benzoyle.

Nous avons ensuite remplacé le NaHQ@ar 0,6 équivalent de JKO;. Par cette
méthode, il a immédiatement été observé une augmentation des rendements (Figure 90). Lors
de l'optimisation des conditions réactionnelles, il s’est révélé que le volume de MeCN en
fonction de la masse de calixarene de départ, soit le facteur de dilution, est un parametre

déterminant pour I'obtention sélective du dérivé mono- 7 vis-a-vis du dérivé bis-alkylé 8.

Br K,CO3 (0,55 éq.)
Kl (3,20 éq.)
+ jj .
MeCN, reflux

1,10 éq. 24 h

Figure 90.Préparation du synthdBu[4]OH O-mono-(3-hydroxy-propyley.

Apres optimisation, le dérivé mor@+3-hydroxy-propyle)7 a ainsi pu étre préparé
avec un rendement de 40%, en exploitant les deux pKa,@®Ksoit 0,55 équivalent par

rapport au calixarene de départ. L'ajout d’'un excés d’iodure de potassium Kl au milieu
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réactionnel, permettant de formier situ le dérivé iodé de I'agent alkylant, fut un parametre
essentiel. En effet, la relativement faible réactivité du 3-bromopropanol, par comparaison a un

bromure d’aroyle, est ainsi en partie compenseée.

«» Synthon 1,3-bis-€03-hydroxy-propyle) 8.

Dans les conditions XCO;/ MeCN, si la base est en exces, la doulalkylation
1,3-alternée duBu[4]OH est favorisée vis-a-vis d’'une mono-, tris- ou tétra-alkylation. Ceci
est la conséquence de la stabilisation successive de chacun des deux oxoanions par les deux
groupes phénoligues adjacents, assez proches pour créer un réseau intramoléculaire de
liaisons hydrogénes (Figure 9P)Ainsi, aprés I'alkylation de deux phénols opposés, les deux
phéols restants ne sont plus suffisamment acides, les oxoanions correspondant n’étant plus
stabilisées par liaison H.

Un exces de BCO; permet donc de favoriser la formation du composé 1,3-bis-alkylé,
sans risque majeur d’obtention de dérivés 1,2-bis-, tris- ou tétra-alkylés. Cette sélectivité, en
plus de la présence de Kl, permet également d’accélérer la vitesse de réaction en exploitant
principalement le premier pKb dw&O; en exces.

Br(CH;)30H (excés.)
K,COj3 (exces)
—_—

MeCN, reflux
24 h

K,CO3

1) Br(CH,);0H
2) K,CO3

Figure 91. Mécanisme réactionnel conduisant au détB4]OH O-1,3-bis-alkylés8.
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Le synthon8 a ainsi pu étre obtenu avec un bon rendement supérieur a 50%, en

employant le KCOs; en exces comme base dans MeCN chauffé a reflux et en présence de KI.

« Synthon tétra-€f3-hydroxy-propyle) 9.

Pour une tétra-@lkylation, il est nécessaire d’'utiliser une base forte pour déprotonner
les deux derniers phénols nettement moins acides que les deux premiers alkylés. Ceci doit
donc étre fait dans un solvant polaire aprotique afin de stabiliser au mieux les oxanions
intermédiaires et favoriser leur formation. Diverses méthodes de QGéthlaylation de
calix[4]aréne sont décrites dans la littérature, comme le résument Gutsche et Asfari dans leurs
ouvrages respectifé: > 3°|| est ainsi connu que 1&Bu[4]OH tétra-alkylés en partie basse
s’obtiennent par I'action d’hydrure de sodium NaH sur une suspension du calixarene dans le

DMEF. Cette voie d’obtention a donc été retenue et testée.

Ce type de transformation d'uBu[4]OH parait la plus aisée, ne nécessitant pas de
contrble du taux d’alkylation et de la régiosélectivité (1/84,2-bis-alkylation par exemple).
Cependant, la tétra-alkylation par le 3-bromopropanol requiert un contréle délicat du nombre
d’équivalent de base ainsi que d’agent alkylant. Ce dernier est en effet potentiellement réactif
en présence de NaHa son groupe hydroxyle aliphatique. Les quantités en réactifs misent en
jeu sont donc cruciales afin d’éviter toutes réactions parasites, comme |'auto-alkylation du 3-
bromopropanol, ou I'alkylation d’'un groupe 3-hydroxy-propyle aprés son incorporation sur le
calixaréne. Néanmoins, la formation d’oxoanions de type phénolique est favorisée vis-a-vis
d’oxoanions de type aliphatique, ne serait-ce qu’en raison de la stabilisation des phénolates
par délocalisation de la charge dans le cycle aromatique. En supposant ainsi que les phénols
réagissent les premiers, le risque d’oligomérisation est d’autant plus important que le taux

d’alkylation augmente.

Plusieurs essais ont d’abord été réalisés avec 4,0 équivalents de NaH dans le DMF, en
faisant varier les temps de réaction avant et apres ajout de 4,0 équivalents de 3-
bromopropanol (Figure 92). Cette voie de synthése s’est avérée insatisfaisante en raison de
'obtention systématique d’'un mélange complexe sans formation majoritaire du synthon

désiré tétra-alkyle 9.

118



Deuxieme Partie 1V. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antiviraux

Face a ces médiocres résultats, il a alors été envisagé de préparer le $pnitfoieoix
étapes, a partir du dérivé bis-(3-hydroxy-propy8efFigure 92). Celui-ci a été soumis en
premier lieu a I'action de 2,0 équivalents de NaH dans le DMF, avant ajout de 2,0 équivalents
de bromopropanol. Cette méthode a permis de réduire le nombre de réactions parasites et ainsi

d’obtenir un mélange moins complexe en fin de réaction.

1) 4 éq. NaH

2) 'q. Br( 2 3OH
DM

1) 2 éq. NaH
2) 2 éqg. Br(CH;)30H

DMF

tBu[4]OH

Figure 92. Schéma des deux voies d'obtention du syntherpérimentées, celle a partir du syntBaayant par
la suite été retenue.

Cette voie de synthése a nécessité un important travail d’optimisation. En effet, lors
des premiers essais, il a été observé la formation majoritaire du dérivé trisl@kgémme
indiqué en Figure 93. Nous avons alors tenté d’augmenter le taux de conversion par l'ajout
d’'un supplément de NaH, puis de 3-bromopropanol. Ceci a permis de consommer le dérivé
12, mais au profit d'un mélange de deux composés aux propriétés physico-chimiques proches
(Figure 93, a droite).

Ceux-ci ont pu étre isolés par chromatographie et analysés par spectroscoptel RMN
dontles spectres sont comparés en Figure 94. Il a alors été constaté que nous avions a faire
d'une part au dérivé tétra-alky#attendu, et d’autre part a un sous-produit Ai@éssu de
I'alkylation par le 3-bromopropanol d’'un groupe -OH aliphatique9d€’est exactement le
type de réaction parasite que nous avions craint, indiquant que notre raisonnement avant le

développement de cette synthése était justifié.

Il a donc été nécessaire de bien ajuster certains paramétres réactionnels, comme le
nombre d’équivalents en NaH et en 3-bromopropanol, ainsi que le temps de réaction, afin de
trouver le meilleur compromis entre le taux de conversion et le rendement. C'est-a-dire de

facon a former le plus possible du comp@s#ttendu (taux de conversion), sans pour autant
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générer un mélange trop complexe avec perte de produit lors des étapes de purification
(rendement). Notons que l'influence d’autres parametres probablement clés, comme la

température ou la concentration, n’ont pas été évalués par manque de temps.

1) 2,5 ég. NaH ; 30min
2) 2,5 éq. Br(CH,)30H ; 18h

DMF ; 35C

Majoritaire

1) 2,5 ég. NaH ; 30min
2) 3,0 éq. Br(CH2)30H ; 5h DMF ; 35T
3) 1,0 éq. Br(CH2)30H ; 2h

3) 1,5 ég. NaH ; 30min
4) 1,5 éq. Br(CH,)30H ; 4h

Figure 93.Résumé des différentes conditions réactionnelles appliquées pour I'obtention du Syhtldazation
des sous-produitk2 et 13 identifiés par spectroscopie RMN.

Dans un premier temps, I'ajout d’'un exces de Kl (~6 €g.) a permis d’accélérer la
réaction par formatiom situ du dérivé iodé de I'agent alkylant. On minimise ainsi le temps
de contact entre le dérivé tétra-alk@énouvellement formé et I'halogénopropanol résiduel.
En effet, nous savons maintenant que les oxoanions phénolates se forment préférentiellement
devant les alcoolates. De plus, nous avons observé I'apparition du sous-pBoskeltiement
apres l'ajout des réactifs a un mélange composé principalement de dérivég &istétra-
alkylés9. Nous proposons donc que ce sous-prdiig’est formé a partir du composé tétra-
alkylé 9. C’est pourquoi il est préférable de produire rapidement dans le milieu réactionnel le

plus possible de 9.
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Le meilleur compromis trouvé entre les proportions de base et d’agent alkylant a été
d’employer 2,5 équivalents de NaH durant 30 minutes a 35 °C, puis 3,0 équivalents de 3-
bromopronanol durant 5 heures. Un équivalent supplémentaire de ce dernier est ensuite ajouté
durant encore 2 heures dans les mémes conditions. Ce protocole de synthése, sans conversion

totale en tétra-alkylé 9, a néanmoins permis de limiter la formation du sous-produit 13.

>
@@O :
O,
(@]
»
OH 4 HO ArOCH,CH,CH,OH ArOCH,CH,CH,OH
9
*2
fﬁ
ArO(CH):0H ArOCH,CH,CH,0OH
ArCH.,Ho Ar ArCH.,Ho Ar

;E ArOCH,CH,CH,OH
&) Q ArO(CH,)s0CH,CH,CH,0H ArOCH,CH,CH,O(CH,);0H
. .
O

ArOCH,CH,CH,OH ArO(CH2)2CH20CH2(CH2)20H \—
ArOCH,CH,CH,O(CH,)3;OH ArO(CH,)s0CH,CH,CH,OH

ArOCH,CH,CH,OH
f f
—

ArCHHAr

oH 13

ArO(CHQ)qO(CHy)qOH
ArCHa,He Ar

ArO(C H2)30H

T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 32 3.0 28 26 24 22 2.0 18 16
(ppm)

Figure 94. Spectres RMNH (400 MHz, DMSO-¢, t.a.) des composégen haut) el.3 (en bas).

Finalement, le synthotBu[4]OH tétra©O-(3-hydroxy-propyleP a été produit dans les

conditions décrites ci-dessus avec un rendement acceptable de 42%.
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Ce compos® a été obtenu associé a un équivalent de Nal. Son spectrogramme de
masse (ESI) a montré un unique pic mono-chargé de masse m/z = 903,573 Da correspondant
a lion [9+NaJ. Il est connu que les calix[4]arénes sont capables de complexer de petits
cations alkalinsvia leurs oxygénes phénoliqu¥’$. 1® La réaction se déroulant en présence
d’un exces d’anions iodures(provenant du Kl), nous avons donc envisagé que nous avions a
faire a un complexe de sodium avec I'iodure comme contre-anion.

Une analyse élémentaire a conforté cette hypothése, avec des valeurs correspondantes

a celles calculées pour le compleQ&Ig] Cl.

I\VV.3.2. Synthons d’aciclovir et de ganciclovir

Afin de s’affranchir d’un risque de réaction parasite lors de la formation ultérieure de
la fonction carbodiester, il est nécessaire de masquer temporairement le caractere nucléophile
non négligeable de la fonction amine en position 2 de la nucléobase (Figure 95). Pour cela, il
a été envisagé d'utiliser un groupe protecteur adapté, c’'est-a-dire facile a introduire en début,
et labile en fin de synthése dans des conditions non agressives pour le reste du conjugué ainsi

prépare.

N
</j|\)J\NH
;}40 — ;}40 — oo N /*“.‘H
Z Z GP

SN O\—N/§N
=\_0 =\_0
N}NH NyNH
H,N Gp—NH

Figure 95. Rétrosynthése d’'un conjugué calixaréne-mono-aciclovir. Situation transposable aux autres conjugués
multi-substitués aciclovir ou ganciclovir.

bY

Parmi les groupes protecteurs a notre disposition, les groupes dérivés du
triphénylméthane, communément appelés trityles (Trt) et souvent employés en chimie des
nucléosides, semblaient étre parfaitement appropriés. Ces groupements acido-labiles peuvent
en effet étre éliminés facilement en fin de synthése par acidolyse, sans risquer d’hydrolyser la
fonction carbodiester principalement sensible aux conditions basiques et aux nucléophiles. De
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plus, il existe plusieurs variétés de groupes trityles plus ou moins labiles, laissant une certaine

marge de manceuvre en cas de difficulté lors de la déprotection.

Il a été décrit par Martin et coll. la synthése d'un dérivé d’aciclbvprotégé en
position 2 par un groupe-anisyldiphénylméthyl ou monométhoxytrityl (MTFH¥ Conforme
ace que nous cherchions, cette procédure a donc été appliquée.

Comme indiqué en Figure 96, I'hydroxyle en position 5’ de l'aciclovir est d’abord
acétylé par I'anhydride acétique en présence de DMAP catalytique pour donner le composé
14. La fonction amine en position 2 dé est alors tritylée a l'aide du chlorure e
anisyldiphénylméthane en présence desNEtde DMAP catalytique dans le DMF anhydre,
conduisant au dérivés. Enfin, I'hnydroxyle 5’ del5 est libéré par I'action de NBIH aqueux,
dans le méthanol. Le synthon d’aciclovi® protégé en position 2 a ainsi été obtenu avec un

rendement global sur les trois étapes de 84%.

o) o)
Aciclovir {Nf\NH Ac,0 95% /Nf\NH
DMAP < |
Z cat =
HO_\/O\/N N)\NHZ ta,5j ACO—\/O\/N N)\NHZ
14

MTrt-Cl
3 étapesHl 84% global DMF | NEtg

o o
N N
95%</ jfji e 93% </ | i

HO N AcO N
N NHMTrt MeOH N NHMTrt
_\/O\/ t.ae” 3 _\/O\/
10 15

Figure 96.Synthése en trois étapes du synthdwRFTrt-aciclovir 10.

Dans le méme article, Martin et coll. ont également décrit la synthese en une étape
d'un ganciclovir N- et O-protégé par deux groupements MTrt en position 2 et 3,
respectivement (Figure 97). Rapide mais de rendement plus faible, cette synthese nécessite en
effet un contréle chimio-sélectif visant a former majoritairement le détj@bis-protége.
Nous avons appliqué les conditions décrites par Martin, et avons obtenu le syhN/3O2-

bis-MTrt-ganciclovir 11 avec un rendement attendu de 50%.
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" Ho—, GMTrt
2% O
o MTrt-Cl o J ~/ (S)-11
N NEt N MTrO
</ | NH DMAPcy 50% </ | NH J
e +
Ho o N N)\NH o HO N N)\NHMTrt
:>/ V4 2 40T, 2,5h }/O\/ o O\/GMT“
HO Ganciclovir MTTO (+-)-11 }/ (R)-11
(_MTHO

Figure 97.Synthése en une étape du synthon racémidud'20-bis-MTrt-ganciclovir(+-)-11

Il peut étre remarqué que la protection d’'un seul des deux groupes —OH du ganciclovir
génere un carbone asymeétrique en position 4’. Le comfdbsédonc été obtenu en mélange
racémique de deux énantiomer@d-11 et (S)-11. Comme le montre la Figure 98, cette
chiralitt a de lourdes conséquences en spectroscopie ‘RMNou le caractére
diastéréotopique de chaque groupe méthylene est clairement visible a la multiplicité parfois

complexe de leurs signaux respectifs.

N
</ ij\NH
5
HO:>/O\/N N)\NHMTH
4 .
1
MTrO—, (+-)-11 " 12

CH»x(5")

2

CH(4) H
A
CHa(1) l

e h

T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2
(ppm)

Figure 98. Spectre RMNH (400 MHz, DMSO-¢, t.a.) du synthon ganciclovi(+-)-11 Conforme & la
description de Martin et coll’®

CH,(3")

Ce caractere diastéréotopic est facilement reconnaissable a I'allure du signal vers
5 ppm correspondant au groupe méthylene en position 1'. Celui-ci passe d’un singulet dans le
cas du ganciclovir de départ, non chiral, a un systéme AB de constante de cdupldgklz
dans le cas du dériEL. Les méthylenes 3’ et 5’ apparaissent respectivement autour de 2,7 et

2,9 ppm sous la forme de deux systemes ABM. Chacun de ces deux systémes complexes est
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la conséquence du dédoublement de chaque systeme AB 3’ et 5 d0 a la présence de

I’hydrogéne 4’ voisin enJ
Nous verrons plus loin lors de la synthese du conjuguft]OH-bis-ganciclovir que

la chiralité du synthorf+-)-11 implique la formation de plusieurs stéréoisoméres, avec une

nette influence sur la structure de la plate-forme calixarenique.

IV.4. Synthése des conjugués calixarene-antiviral

IV.4.1. Couplage par leN,N’-carbonyldiimidazole

Afin de nous affranchir d’éventuelles complications dues a la chiralité du synthon
ganciclovir (+-)-11, la procédure de couplage pamMg’-carbonyldiimidazole (CDI) a été

développée dans un premier temps avec le synthon d’aciclovir 10.

+ Bibliographie.

La chimie visant a coupler deux moléculs une fonction carbodiester en utilisant le
CDI est bien décrite dans la littératdf&**dont une part dans le domaine des nucléosides et
de leurs analogue¥?® %219 Néanmoins, il existe également une grande diversité de
conditions opératoires.

Différents auteurs reportent 'emploi de divers solvants, toujours aprotiques, mais a
polarité trés variables allant du dichlorométhane ou le toluéne (apolaire), a I'acétonitrile ou le
THF (polaire), pour ne citer qu’eux. Plusieurs bases sont aussi utilisées coniiié- la
diméthylaminopyridine, la triethylamine ou la 1,1,3,3-tétraméthylguanidine (TMG), et cela a
diverses températures. Il est donc évident que les conditions opératoires sont spécifiques a
chaque cas, selon la solubilité des deux entités a coupler. C’est pourquoi nous avons
sélectionné un article en particulier parmi cette bibliographie nous basant sur des éléments tels
gue la similitude moléculaire avec notre cas ou le non-emploi de substances dangereuses

comme la pyridine.
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o o]

BN

HO Thymine )J\
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R = -(CH,)3CHs ; -(CH,)3COCHg; ; -(CH,),NHCOCHj3 ; -(CH,),(NCH3)COCH3

Figure 99.Conditions opératoires appliquées par Chmielewski et &oll.

Le protocole décrit par Chmielewski et coll. (Figure'®®)mplique I'utilisation de
MeCN anhydre a température ambiante pour la formation du carbamate dimidazole
intermédiaire. Puis, la TMG est utilisée en seconde étape, également dans MeCN a
température ambiante, pour conduire au carbodiester désiré. Comme dans la plupart des
articles cités plus haut, Chmielewski et coll. gardent I'alcool le plus nucléophile pour la

seconde étape.

+« Application.

Nous avons d’abord cherché a comparer le caractere nucléophile de chacun des
synthons dans des conditions identiques (T °C, concentration, nombre d’équivalents). Pour ce
faire, nous avons mis en réaction chaque synthon avec le CDI, et avons comparé le temps

nécessaire a chacun pour étre consommeé et former le carbamate correspondant (Figure 100).

o CDI

A

J
z
z
2

16 R'=R?=R®: H
17 R (CH,);0COIm o
R=R®: H :/&
18 R!=R?=R®: (CH,);0COIm E /> } m o Pl "
M 1L

N//\j\I O_\/O \/N NT NHMTH

Figure 100.Réactivité relative de chaque synthons clés vis-a-vis du CDI, indiqué par leur temps de réaction.
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Nous avons observé que le synthon d'acicld@rest converti en 3,5 heures, contre
seulement 1 a 2 heures pour les différents synttiufg]OH-O-(3-hydroxy-propyle)7, 8 et
9. Ces résultats indiquent donc que le dérivé d’aciclb@iest moins nucléophile que les
alcools7, 8 et9 dans les conditions mises en ceuvre. Ces derniers devraient par conséquent

étre utilisés en deuxiéme étape de couplage.

Mis a part le calixarene tétra-alky® nous ne devons pas oublier que les groupes
hydroxyles phénoliques restants sont potentiellement réactifs. Il n’est donc pas exclu que 'un
de ces groupes —OH puisse entrer en compétition avec un hydroxyle aliphatique, que ce soit
en réaction avec le CDI ou le carbamate d’acicld@r Notons qu’une rapide expérience
mettant en jeu l&Bu[4]OH et le CDI a montré par CCM la formation de nouveaux composeés,
non-isolés cependant, suggérant une réactivité non négligeable de ces phénols.

Il a donc été jugé nécessaire d’expérimenter la formation de chacun des conjugués
tBu[4]OH-aciclovir mono- 20), bi- 1) et tétra-substituég%), d’une part avec un calixarene
O-(3-hydroxy-propyle) en premiere étape (Figure 101, A), ou d’autre part avec le synthon
d’aciclovir 10 en premiére étape (Figure 101, B).

16 R'=R>=R°: H
17 R: (CH,);0COIm A
R=R3: H ——
18 R'=R?>=R®: Lo
(CH,):0COIm WVR=R=R:H
L i 21 RL: (CH,)30COACi %O

7R=R?=R®: H R=R3 H d
8 Rl: (CH2)3OH HO 22 Rl:R2=R3 . Z
_R3 . :
RE=R®: H (CH,);OCOACi o
9 R!=R?=R3: (CH,)3;0H o
G rt
HO GM™ _ o] B
o s T;\N_{
10 S e} GMTrl
GMTM: 2-N-MTrt-guanine o

19

Figure 101.Résumé des deux voies de couplage testées pour I'obtention des conjugués calixaréne-antiviral.
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Avec tous les synthons, nous avons observé que laBaitustrée en Figure 101,
conduit en fin de réaction a un meélange plus complexe que selon la voie ddadCésst
donc cette derniére que nous avons retenu pour la synthése des cojufgj€dt-aciclovir,

et plus tardBu[4]OH-ganciclovir.

IV.4.2. Conjugué calixaréne-mono-aciclovilN-tritylé

Le cas du conjugué mono-substitué refiéa été instructif en raison de la réactivité
vis-a-vis du CDI du groupe phénol libre opposé au phénol alkylé. Cette réactivité non
négligeable a occasionné certaines réactions parasites. Nous verrons que la relative instabilité
du carbamate d’imidazole intermédiaité n’a pas permis de l'isoler et de le caractériser
(évaporation MeCN = dégradation).

K/

<+ Premiere étape : Carbamate d’imidazole 16.

Lors de la premiére étape de couplage, il a été observé que I'action d’'un équivalent de
CDI conduit & un mélange de plusieurs composés dont un tres majoritaire, sans totalement
consommer le calixaren& de départ. Comme illustré en Figure 102, il s’est formé
majoritairement un nouveau produitplus polaire que le dérivé, et minoritairement deux
autres encore plus polairpsety. Le compos& n’ayant pas totalement été consommeé, nous

avons supposeé qu’un des nouveaux produits soit issu de la réaction de 2 équivalents de CDI.

A [ B [ C [ D e
e @ o e @ o o o o o a
CDI CDI CDI
- . [ X ] - = "y | — > .
1,0 éq. oo 0,5 éq. ¢8| 05¢q L XNE B
R e L gL EES EEEEER e L R R el R s V
Référence 7" | Milieu

dérivé7 | réactionnel
Contre-spot
Figure 102.Chromatographies sur couche mince (CCM) réalisées avant, et aprés chaque ajout de CDI au milieu
de réactionnell / MeCN agité a température ambiante sous atmosphere d’argon. Départ (A). CCM 1 h aprés

ajout de 1,0 éq. de CDI (B). CCM 1 h aprés ajout de 0,5 ég. de CDI (C). CCM 1 h aprés ajout de 0,5 éq. de CDI
(D). Support : Si@ Eluant : DCM/MeOH 95:5 (v/v). Révélation : UV 254 nm.

L’ajout de 0,5 équivalent supplémentaire de CDI a permis de consommer le calixaréne

7 restant, mais eégalement une fraction du nouveau conspsgoritaire, au profit des autres
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composésp et y. Finalement, un dernier ajout de 0,5 équivalent cdnduune quasi
disparition des deux composaset g, au profit du troisieme plus polaige Un total de 2

eguialents de CDI a donc été nécessaire pour aboutir au systeme final.

Nous avons ainsi émis I'hypothése que le phénol libre en opposition au phénol alkylé
soit réactif comme nous le présumions, formant également un carbamate d’imidazole par
réaction avec le CDI (Figure 103). Ainsi, selon cette hypothese, le produit le plus polaire
formé apres l'action de deux équivalents de CDI doit correspondre a lintermédiaire bis-
carbamate. Les deux autras,et p, doivent donc correspondrent a deux dérivés mono-
carbamate. Enfin, sachant qu'un alcool aliphatique est plus nucléophile qu'un alcool
phénolique, et dans notre cas probablement moins encombré stériguement, nous proposons

gue le produit majoritaire aorresponde au produit attendu n¢ 16

HO

1,0 éq. CDI

0,5 éq. CDI,
puis 0,5 éq. CDI

Figure 103.Hypothése émise d’aprés les observations faites par CCM, exposées en Figure 102.

« Deuxiéme étape : Carbodiester 20.

Le carbamate d'imidazolé6 est donc formén situ comme décrit plus haut. Le

synthon 2-NMTrt-aciclovir 10 est alors ajouté au mélange, ainsi qu'un exces de TMG
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(Figure 104). Cette base organique forte (pKa ~ 14) permet d’accroitre la nucléophilie de

I'alcool attaquant en fragilisant, voire en rompant, la liaison O-H.

Nous avons observeé que la nature de la base utilisée a une nette influence sur la vitesse
de la réaction. La DMAP a montré une cinétique lente de I'ordre de plusieurs jours dans des
conditions modérées (MeCN chauffé a 40 °C). Les descriptions de la littérature utilisant la
DMAP ou encore la NEtvont dans le méme setiS; 1" 1%andis que la TMG présente une
cinétique plus rapide de I'ordre de quelques heures et & température arf{Bigntize son
pKa plus important, il peut étre remarqué qu’a la différence de la DMAP ou de {al&lEt

TMG posséde un proton échangeable.

MTrtHN

Figure 104. Proposition d'un mécanisme réactionnel conduisant au conjugué calixaréne-mono-aciclovir N-
tritylé 20, a partir de l'intermédiair&6 et du synthon&0 en présence de TMG.

Nous faisons I'hypothese que la TMG favorise la réaction par un transfert de proton
entre I'alcool attaquant et I'imidazole partant, selon un état de transition cyclique a 6 centres
exposé en Figure 105. La représentation graphique de cet état de transition hypothétique fait
apparaitre que des bases comme DMAP oy NEtpeuvent former un tel systeme. En effet,
celles-ci ne disposent pas de proton échangeable sur leur site basique, et ce dernier est

encombré stériguemement par ses substituants.
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Un marquage isotopic au deutérium pourrait, a titre d’exemple, permettre d'étayer
cette hypothése en vérifiant par analyse ESI-MS sl y a bien un transfert

hydrogene/deutérium entre I'alcool R’OH et I'imidazole par I'intermédiaire de la TMG.

N,

_\ NH
a <NJ P
S ]

DMAP NEt; ™G

O>;O/R /RI ()""?@(R O>; /R'
Q / % g
[/B k Q/N) O?;s“H R—O N/H

H—N

Figure 105. Mécanisme réactionnel hypothétique de la formation d’un carbodiester a partir d’'un alcool et d'un
carbamate d’'imidazole en présence de TMG.

Le conjuguétBu[4]OH-mono-aciclovirN-tritylé 20 n'a pu étre obtenu qu’avec un
faible rendement n'excédant pas 17%. Ce résultat reflete les nombreuses possibilités de
réactions parasites en partie liées a la réactivité du —OH phénolique libre opposé au phénol
substitué du calixaréne. Il est donc probable que la sélectivité peut étre améliorée en mettant

en jeu une stratégie de protection-déprotection de ce groupe —OH phénolique.

IV.4.3. Conjugué calixaréne-bis-aciclovim-tritylé

< Premiére étape : Carbamate d'imidazole 17.

Nous allons voir que la synthese du conjutiRi§4]OH-bis-aciclovirN-tritylé 21 s’est
montrée plus aisée que celle de son analogue mono-su2§titlia faible réactivité des deux

groupes —OH phénoliques libres, en partie basse du calixarene, en est sirement la cause.
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L’action d’'un exces de CDI sur le calixaré®€3,2 éq. soit 1,6 €g. par fonction PrOH)
conduit a la formation exclusive d’'un seul nouveau comfd@sérigure 106). Celui-ci s’est

montré suffisamment stable pour étre isolé et caractérisé par spectroscopi#iRMN

CDI (exces)

MeCN
t.a., 1h

O%( ° 95% :/‘40
a0 Ly

Figure 106. Schéma de synthése du carbamate d'imidaZ@la partir du synthon calixaréne-bis-(3-hydroxy-
propyle)8.

Le spectre RMNH de I'intermédiairel7, scindé en Figure 107 et 108, montre que

nous avons hien obtenu le dérivé bis carbamate d’imidazole attendu.

ArHm(B) + H(2)
H(4) + H(5) Ame(A)

4H 4H

SPle S

_

89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1
(ppm)

Figure 107.Spectre RMNH (400 MHz, CDC}, t.a.) du compos&7. Région des champs faibles (9-6 ppm).
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ArO(CHy),CH,OH + ArOCH,(CH,),OH

ArO(C H2)30H Jj\L

ArOCH2(CH2)zoCO|m

/ ArO(CH,),CH,0COIm

<
<
O
O# %O
N H5 N1
3 A e
N H 3
3‘,2 3‘.0 2‘.8 2‘.6 2‘,4 2‘,2 2‘,0

5.0 48 46 44 42 40 38 36 34
(ppm)

Figure 108. Spectres RMNH (400 MHz, CDC}, t.a.) des composés (en haut) etl7 (en bas). Région des
champs moyens a forts (5-2 ppm).

Les signaux correspondant aux hydrogénes du résidu imidazole,H{@)$1(4) et
H(5), respectivement autour de 7,45, 7,05 et 7,45 ppm, ont été observés (Figure 107). La
conservation du signal correspondant aux hydrogénes phénoliques notég~05 ppm),
et la disparition du signal triplet correspondant aux hydrogénes aliphatiqued PrO

(~4,35 ppm), confirment que les carbamates ont été introduit a I'endroit voulu (Figure 108).

«+ Deuxiéme étape : Carbodiester 21.

GMT: 2_N-MTrt-guanine

GMTn

o) TMG
MeCN
t.a., 20h
OH
o) O o
o 10 3
N go 50% Z
N
O L o

O
MTr!GJ \—GMT"
Figure 109.Synthése du conjugué calixaréne-bis-aciclbiiritylé 21, en présence de TMG, a partir du
calixaréne bis-carbamate intermédidiieet du synthon 2-MTrt-aciclovir 10.
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Afin d’éliminer le CDI en exces, l'intermédiairg7 est lavé a lI'eau. Le synthon
d’aciclovir 10 est alors ajouté, le tout est solubilisé sous argon dans MeCN anhydre, et la
TMG est ajoutée (Figure 109). Bien que les problemes liés aux phénols libres rencontrés lors
de la préparation du dériv&D ne se soient pas présentés dans ce cas ci, la réaction de
couplage ne s’est pas révélée parfaitement sélective. Il a en effet été observé la formation
d’autres produits non désirés. Nous n'avons pas proceédé a l'isolement et a la caractérisation
de tous les produits issus de réactions parasites, d’autant pl@4 guainsi pu étre obtenu

avec un bon rendement de 50%.
IV.4.4. Conjugué calixaréne-tétra-aciclovirN-tritylé
Cette synthese s’est montrée particulierement délicate, et le conjugué tétra-a2clovir

n'a pas été obtenu. Malgré cela, c’est un cas intéressant d’un point de vue chimique, et il a été

jugé pertinent de le présenter.

|
CDI (exces) ° o [\
—_— > + 4
MeCN N M
t.a., 2h 18
o]
0#0 o O
o=

N N>=ON
sl

NZ
N

Figure 110.Synthése du calixarene intermédiaire tétra-carbamate d’imidd&cdepartir du synthon téti@-(3-
hydroxy-propyle).

Selon la stratégie appliquée pour les conjugués mono- et bis-aciclovir, I'intermédiaire
calixarénique tétra-carbamate d'imidazol8 a été obtenu sans probleme particulier
(Figure 110). En revanche, le couplage avec 4 équivalents du synthon d’acl€lavia
jamais été total (Figure 111). Le composé le plus avancé ayant pu étre isolé est un dérivé

calixarene-tris-aciclovir.
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MTrtHN

>/_k

N O

+ 4 N_N ™G ConjuguéBu tétra-aciclovir
< S MeCN Jug
o 40 <C, 48h

Figure 111.Schéma de synthése infructueuse du conj2gué

Face a la difficulté d’obtention du conjugué téte2- comme décrit ci-dessus, nous
avons entrepris de tester la stratégie inverse (Figure 112), a savoir la préparation en premier
lieu du carbamate d'imidazole d’aciclovir9 suivi par l'ajout du calixarene tét€a(3-

hydroxy-propyle) 9.

MTrtHN

Y
MeCN HN\{ o
40T, 24h | TMG

o

HN N R
[ \
MTrtHN/:Nt NE/O </ °>\;N\%N<

23 \

Figure 112. Seconde voie de syntheése 22 testée a partir de l'aciclovir carbamate d'imidazb®et du
synthon calixaréne tétr@-(3-hydroxy-propyle®. Formation d’'un nouveau compo2gindésirable.
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Apres 24 heures de réaction a 40 °C, nous avons observé un abondant précipité blanc
isolé par filtration, pur sur CCM. Les analyses par RMNet MS-ESI (mode positif) ont
montré que nous étions en présence de l'aciclovir carbamate de TM@3eteFigure 112
et 113.

L’identification d’'une telle réaction parasite nous a mis sur la voie pouvant expliquer,
en partie, le faible rendement observé lors de la synthése du conjugué mono-aiclovir

Cette question sera approfondie prochainement.

Notons que les difficultés rencontrées lors de cette synthése peuvent aussi étre en
partie la conséquence de la présence d’'un équivalent de Nal associé au caixdrpaat
étre supposé que le déroulement de la réaction puisse étre perturbé, d’'une part en raison de
Na" probablement complexé par le calixar@et d’autre part en raison de la présence de |
possédant un caractére nucléophile potentiellement exalté si son contretiestNamplexé

(virtuellement plus mou).

Excés

N
MeCN, 40 T > /

MTrtG

(@]
S L \
b /NTN\ —>\ \/O\/—O _NE_N\

® > '
R >=0 N NH 23
| N )
OH ém i H— [NMG Ir':;

19

Figure 113.Proposition d’'un mécanisme conduisant a la formation de I'aciclovir carbamate de3 M@artir
de I'aciclovir carbamate d’imidazolE9, en présence d’'un large excés de TMG.

IV.4.5. Conjugué calixaréne-bis-ganciclovilN,O-tritylé

A linstar du conjugué bis-aciclovi2l, la préparation du conjugué calixaréne-bis-
ganciclovir N,O-tritylé 24 s’est déroulée, d’'un point de vue synthétique, sans difficulté
majeure. Celui-ci a été obtenu avec un bon rendement de 71% (Figure 114). Cependant, le
caractére asymetrique du synthon de ganciclevik11l évoqué dans la partie concernant sa

synthese a pour conséquence la formation d’un couple d’énantiomeéres et d’'un composé méso.
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MTrtHN

T MecN o \/\40
t.a., 20h

o O,
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N NN oMTt ~ MTIO \_ SN
\ +)-11 N N
Q) / ( )
N N (+) -24 o}
71% NNk
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NHMTrt

Figure 114. Synthése du conjugué calixareéne-bis-gancicldyiD-tritylé 24, en présence de TMG, a partir du
calixarene bis-carbamate intermédidiiet du synthon racémiqueNg3’-O-bis-MTrt-ganciclovir(+-)-11

Les calixarenes (R,R)-bis-ganciclovir (ou S,S) et (R,S)-bis-ganciclovir (composé
méso) sont facilement discernables sur CCM et ont donc été isolés. Comme indiqué en
Figure 115, I'analyse par spectroscopie RM{Ndes diastéréoisoméres R,R (ou S,S) et R,S a
révélé une forte influence de la chiralité du ganciclovir sur la structure de la plate-forme

calixarenique.

K L

OOHOH A
g ArCHaHeAr tBu (B)
°~ ArO(CH;),CH,0CO tBu (A)
NP _/OS\\OMTrt MTrO l \_>
o=
EN):(Y\‘ (+)-24 \ J-NH <+
NHMTTt MT“HN

8.50 8.40 5.0 48 4.6 44 42 4.0 : 1.20 1.10
(ppm) (ppm) (ppm)

Figure 115. Spectres RMNH (400 MHz, DMSO-¢, t.a.) de deux diastéréoisoméres du conjuuf4]OH-
bis-ganciclovir24.
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On peut distinguer pour un stéréoisomeére le dédoublement des signaux correspondant
aux phénols libres notés AHD (~8,45 ppm) et aux groupdsrt-butyle A (entre 1,12 et
1,17 ppm).

Pour l'autre stéréoisomere, ces signaux restent sous la forme de singulets, tandis que
se dédouble le demi-systeme AB correspondant aux hydrogenes axiaux ndtkgHAYS
(~4,16 ppm). Un des signaux correspondant spacer propylique ArO(CH),CH,OCO
(~4,59 ppm) se retrouve également dédoublé.

Il est surprenant de voir a quel point la chiralité du ganciclovir, relativement éloignée

du systéme macrocyclique, peut avoir de telles répercutions sur la structure du calixaréne.

La spectroscopie RMRH nous a donc permis de différencier ces deux composés
géométriqguement différents, mais sans pour autant pouvoir affirmer lequel était I'isomére
optiqguement actif ou l'isomérenéso. S’il avait été nécessaire de les identifier, plusieurs
meéthodes sont envisageables :

- Certaines séquences de spectroscopie RMN bidimentionnelle comme la NOESY
pourraient étre utiles en révélant les couplages H-H dans 'espace.

- La synthése du stéréoisomére R,R (ou S,S) pourrait étre entreprise, en effectuant au
préalable la résolution optique du synth{er)-11. L’estérification de ce synthon avec

un acide chiral et optiguement pur, comme un aminoadi®c a chaine latérale

inerte (Valine ?), conduirait a la formation de diastéréoisomeéres théoriquement

séparables. Une simple saponification permettrait alors d’isoler les deux énantiomeres

(R)-11 et(S)-11, qui seraient séparément engagés dans un double couplage avec le

calixaréne bis-€{3-hydroxy-propyle) 8.

Lors du couplage entre le synthfi)-11 et le calixaréne3, I'absence d’induction
asymetrique conduit a un mélange proportionné en chacune des entités. Nous avons donc
choisi de ne pas séparer les différents stéréoisomeres, et d’utiliser le mélange « racémique »

pour la déprotection dans I'immédiat, puis les études a l'interface eau-air.

IV.4.6. Réaction parasite

Lors de la synthése des différents conjugBé&$4]OH-antiviral, nous avons observés

par CCM la formation de plusieurs sous-produits. Nous supposons que les groupements —OH
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phénoliques du calixarene peuvent étre réactifs vis-a-vis du CDI, puis des carbamates
d’imidazole intermédiaires. Cette situation est particulierement problématique avec la
synthese du conjugué mono-aciclodf, pour laquelle nous n’avons obtenu que des
rendements inférieurs a 20%. Nous avons donc choisi d’étudier le cas du c@fjugtibsé

comme modele.

Le dérivé7 a été mis en réaction avec 1,05 équivalent de CDI dans MeCN anhydre a
température ambiante et sous argon. Au bout d’'une héws, presque consommeé au profit
du mélange représenté en Figure 102 B (CCM). La TMG est alors ajoutée (~7 €g.) au milieu
réactionnel, et maintenu sous argon a température ambiante durant 22 heures. Comme indiqué
en Figure 116, nous supposions provoquer une cyclisation intramoléculaire des esigces

présentées précédemment en Figure 103.

?

1) 1,05 éq. CDI, 1h
2) 7,00 éq. TMG, 18h

MeCN, t.a.

Cyclisation

HO . L .
intramoléculaire

Figure 116.Supposition d'une cyclisation intramoléculaire du démygar le CDI en présence de TMG.

Il a effectiviement été observé par CCM la formation tres majoritaire d’un nouveau
produit. Ce composé, not5, a été isolé et analysé par spectroscopie Ri¥Ndont le
spectre correspondant est donné de fagon séquencée en Figures 117, 118 et 119.

Par comparaison avec le spectre7den observe che2b la conservation du systeme
AX correspondant aux protons aromatiques en positiéta des phénols libres notés
(Figure 117, AH, A). Ce couplage entre les protonsHpzrA coté B et A, A c6té C
indique la non-équivalence des phénols nét&t C. Cette non-équialence est confirmée par
la distinction en deux singulets des grougias correspondants (non présenté). Nous sommes

donc en présence, soit d'un analogue de 7, soit d’'un dérsudb§litué sur le phénol noté C
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Figure 117.Comparaison des spectres RNH (400 MHz, CDC}, t.a.) des composé&sen haut) e25 (en bas).
Région spectrale des champs faibles (7,6-6,8 ppm).

La zone spectrale des champs moyens (Figure 118) a apporté des informations
capitales sur la structure moléculaire2fe Le signal singulet autour de 2,90 ppm, intégrant
pour 12 H, est caractéristique des groupes méthyles de la*fMBautre part, on peut
observer de7 vers25 la disparition du signal vers 3,55 ppm intégrant pour 1 H, correspondant
au groupe —OH aliphatique de caractérisé par un triplet selon un couplage’eavdc le
groupe méthylene voisin. Ceci indique la substitution cezdu groupe —OH aliphatique.
Cette déduction est confirmée par l'allure du signal correspondant au groupe méthyléne
ArOCH,CH,CH,0X, passant d’'un quadruplet ch@&za un triplet che25. Notons que ce
signal se trouve nettement déblindé cBBztandis que le signal correspondant au méthylene
aryléther ArOG,CH,CH,OX, confondu avec le demi systeme AB des MsBr axiaux

(~4,3 ppm), se trouve quant-a lui peu modifié par comparaison avec 7.

Nous en avons donc conclu que I'ent® est constituée d’'un résidu TMG fixé de

facon covalente au goupe hydroxyle aliphatique.
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Figure 118.Comparaison des spectres RNH (400 MHz, CDC}, t.a.) des composé&s(en haut) e25 (en bas).
Région spectrale des champs moyens (4,7-2,7 ppm).

Enfin, la zone des champs faibles (Figure 119) donne des indications intéressantes,
mais difficiles d’interprétation, concernant les goupes —OH phénoliques du calikardpar
comparaison avec le spectre du dérivg la disparition du signal vers 10,25 ppm
correspondant a I'hydroxyle At noté C semble indiquer que celui-ci se trouve désormais
substitué che25. Or, l'allure élargie du signal vers 9,70 ppm et son intégration imprécise (2-

3 H) suggerent que ce groupe A est encore présent, mais avec une certaine mobilité le

confondant avec les deux autres groupesHrO

Nous proposons donc que les trois groupesHArd® 25 soient engagés dans un
systeme de liaisons H inexistant chéz pour lequel les hydroxyles AHDA et C sont

clairement discernables.
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Figure 119.Comparaison des spectres RNH (400 MHz, CDC}, t.a.) des composé&sen haut) e25 (en bas).
Région spectrale des champs faibles (11,2-9,2 ppm).

Les résultats RMNH présentés en Figure 117, 118 et 119 suggérent donc que le
carbamate d’imidazolé6 a subi une attaque nucléophile de la TMG présente en exces, pour
former le calixarene carbamate de TMG correspondant2to{€igure 120). Cette premiére
hypothése est supportée par des données de la littérature reportant la possibilité de produire
des dérivés 4Mcylés de la TMG, par des réactions de substitution ou d'addifion.
L'analyse en spectrométrie de masse ESI (mode positif) de I'@atise en effet montré la
présence d'un unique ion monochargé de masse m/z = 848,56 Da, attribué au composé
[25+H]" en Figure 120.

L’analyse structurale d&5 aurait pu étre approfondie par d’autres mesures RMN
telles que la RMNAC ou certaines séquences & 2 dimensions, notemment pour éclaircir I'état
des hydrogénes phénoliques. A titre d’exemple, une analyse BMAl basse température
pourait permettre de figer le systeme dans un état donné, et ainsi de mieux discerner ces

hydrogenes mobiles.

142



Deuxieme Partie 1V. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antiviraux
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m/z = 848,56 Da

Figure 120.Hypothéses émises concernant I'erifsuite aux observations faites en spectroscopie RiNIBE
en spectrométrie de masse ESI (mode positif).

Il n"a donc pas clairement été établi que I'hydroxyle phénoliqueHABOde 7 peut
étre réactif dans les conditions de couplage employées. Cependant, nous avons mis en lumiéere
une réaction parasite liée au caractere nucléophile de la base TMG. Nous avons en effet
montré que le résidu imidazole du carbanidiepeut étre substitué par la TMG en générant
un carbamate stable. D’autre part, ces résultats semblent indiquer que I'espece majoritaire
(Figure 102, B), formée apres I'action de 1,05 éq. de CDI sur le syithswit le carbamate
d’'imidazole 16 recherché.

L’existence de cette réaction parasite peut expliquer la formation de sous-produits lors
de la synthése du conjuguéBu[4]OH-bis-aciclovir 21. De plus, lors des tentatives de
synthése du conjuguBu[4]OH-tétra-aciclovir22, I'isolement du sous-produ3 confirme

gue le caractere nucléophile de la TMG est a prendre en considération.

IVV.4.7. Cleavage des groupes protecteurs

< Généralités et mise au point.

Les groupes protecteurs de la famille des trityles (Trt) sont généralement éliminés en
condition acide fort, en présence d’'un quencheur de carbocation. En effet, la rupture acide de
la liaison N-CPh ou O-CPh conduit transitoirement a la formation d'un carbocation
triphénylméthylium, facilement identifiable par sa vive coloration orange (Figure 121, B).
Celui-ci est particulierement stable en raison de la délocalisation de la charge positive dans les

trois cycles aromatiques.
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Carbocation stabilisé
par résonnance (orarge

Figure 121. Détritylation d’'une amine |imaire en milieu acide fort. Schéméactionne conduisant a la
formation d’un carbocation triphénylméthyliL(A). Photographie du milieu réactionragrés acidification (E.

La labilité de ces groupes protecteurs peut étre modulée par l'incorporat
substituants électrdenneurs ou attracteurs, stabilisant ou déstabilisant ce carbocatic
conséquent, un groupe mep-méethoxytrityle (MTrt) serglus labile qu'un groupe trityl
(Trt), le caractere mésomeére donneur du substituant méthoxy en pgara d’'un des
phényles stabilisant d’autant plus le carboca Différentes conditions de cleavage de

groupes trityles st décrites dans la lérature!®’ 198

Généralement, les acides employés sont I'acide acéou ses analogues halogén
Martin et coll. utilisent un acide minéral, I'acide chlorhydrique, en milieu aq'® *"’Cette
eventualité a des l#epart été éliminée afin d’éviter un risque d’hydrolyse acide de la for
carbodiester, préférant I'emploi d'acides organiques ne nécessitant pas de co
agueuses, tels que les acides acétique (AA), dichloroacétique (DCA) et trifluoroa
(TFA).

Ces trois acides ont d’abord été testés sment sur le conjugubis-aciclovir 21.
Apres dissolution dans le DCM distillé sur G, quelques gouttes d’acisont ajoutées au
milieu. Dans le cas de I'acide AA, auci observation n’a été faitet un suivi CCM a mont
la stabilité du compos2l dans ces conditions, méme apres plusieurs heures. En rev
dans le cas des acides DCA et Tihous avons immeédiatemeobservé I'apparition d'un
intense coloration orange, signalant la formatio carbocation tritylium. Le suivi CCM
confirmé dans chacun de ces deux cas la disparition du cor21 au profit d’'un produi
plus polaire. Pour des raisons pratiques, nous avons sélectionné le TFA comme .
cleavage. Celuei, de point d’ébullitin plus faible que le DCA, esin effet plus acilement

éliminable par évaporation.
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Le TFA est donc éliminé par co-évaporation avec le DCM. Le résidu huileux
contenant encore du TFA est repris dans le DCM pour subir une nouvelle évaporation, cette
procédure étant répétée plusieurs fois jusqu’a obtenir un résidu solide. Il est intéressant de
remarquer que plus le TFA est éliminé au fil des co-évaporations, plus la coloration orange
s’estompe, finissant par disparaitre. Un contr6le CCM a montré a cet instant que le systeme
était revenu a son état initial, démontrant la nécessité de piéger le carbocation MTrt
(Figure 122). Il a effectivement été montré que la formation du tritylium est réversible, selon

une réaction équilibré décrite par 'Equation n*#2.

g o

DCM m R CF3CO,H ; DCM
R _— > @ > kancaliiared / ey
N I) <—ﬁ
H —
H CF3CO,H
MeO
CF3CO,H o

MeG CF3;CO,

MeO

Figure 122. Equilibre réactionnel mis en jeu entre rupture et formation de la liaison NH-MTrt en présence de
TFA.

197
[RNHMTr] [ MTrt" A" ]

[RNH,] [ AH]CK,

ou [RNHMTTrt] et [RNH,] sont respectivement les concentrations en I'amine protégée et
I'amine libre, [AH] la concentration en acide, et [MTrt+A-] la concentration en
carbocation tritylium. Le termeéeq représentant la constante d’équilibre, est un
composant adimentionnel.

Equation n°® 22.

Le premier quencheur a avoir été testé est le méthanol MeOH. Celui-ci s’est montré
tres efficace, faisant disparaitre en quelgues secondes la coloration orange du mélange acide.
Cependant, cette coloration est progressivement réapparut lors des premieres co-évaporations,
indiquant que le processus piégeant le tritylium est probablement équilibré lui aussi. Tant que
I'acidité est présente, le MeOH étant plus volatile que le TFA, le simple fait de I'évaporer doit
le régénérer selon le principe de Le Chatelier. Il est donc essentiel de produire une réaction

irréversible avec ce carbocation, non équilibrée, pour pouvoir le piéger efficacement.
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Dans le cadre de la synthése d’oligonucléotides, Garland et coll. ont répertorié
plusieurs quencheurs mettant en jeu des réactions irréversStblearmi les différentes

substances utilisées pour piéger le carbocation tritylium, on peut distinguer deux catégories :
- Les composés aromatiques électro-enrichis tels que les indoles et les pyrroles ou

encore I'anisole (Figure 123). Ceux-ci piégent le carbocation tritylium par substitution

électrophile aromatique avec création d’'une liaison C-C.

@/@
SA ORI "

CF;CO, 2

CF3CO,H CF3CO,H

+ /\‘

MeO MeO

Figure 123.Carbocation tritylium piégé par I'anisole selon une réaction de substitution électrophile aromatique.

- Certains composés donneurs d’hydrures tels que les trialkyl- ou triarylsilanes et
stannanes (Figure 124). Ceux-ci piégent le carbocation tritylium par transfert

d’hydrure avec création d’'une liaison C-H.

/\

Et
® !
+ H—S\I—Et —_—
MeO
S
CF5CO,

Figure 124. Carbocation tritylium piégé par le triéthylsilane (TES) selon un transfert d’hydrure. Mécanisme
réactionnel supposé impliquant la formation de trifluoroacétate de silanol.

Et
/
O—Si—Et

Notons que certains articles de la littérature reportent également I'emploi de divers
nucléophiles soufrés comme les thiols. Ceux-ci n’étant évidement pas commode a manipuler

en raison de leur forte odeur nauséabonde, nous avons des le départ éliminé ces candidats.

Dans notre cas, les composés aromatiques comme l'anisole se sont révélés peu
efficaces pour piéger le carbocation MTi€eci est en accord avec les résultats de Garland,

classant ce type de composé parmi les moins efficaces.

146



Deuxieme Partie 1V. Calix[4]arenes Prodrogues d’Antiviraux

A Tlinverse, les donneurs d’hydrure testés, comme le triéthylsilane (TES) et le
triisopropylsilane (TIS), ont montré une excellente réactivité vis-a-vis du carbocatiofh MTrt
L'ajout d’'un exces de TES au milieu acide entraine une décoloration quasi immédiate,
indiquant la disparition du carbocation MTrSoucieux de mieux contrler la réaction, nous
avons par la suite utilisé le TIS, Iégérement moins réactif que le TES du fait d'un
encombrement stérique un peu plus important. Nous avons observé que le TES piége le

carbocation en une quinzaine de minutes.

«+ Déprotection des conjuqués d’aciclovir 20 et 21.

Comme pour les conjugués calixarene-quinolo8& Chapitre 1), une attention
particuliere a été portée sur la purification des produits avant et aprés déprotection, et sur
I'obtention de substance a I'état solide sous forme d’'une poudre manipulable.

Les conjugués mono- ou bis-aciclovitiitylés 20 ou 21 sont donc solubilisés dans un
mélange DCM / TIS, avant I'ajout de TFA. Apres disparition progressive de la coloration
orange indiquant la fin de la réaction, le solvant est évaporé et le TFA co-évaporé par le DCM
pour donner les conjugués mono- ou bis-aciclovir fin2éxu 27 (Figure 125). Dans le cas
de27, un simple lavage par le pentane du résidu vitreux obtenu permet a la fois de cristalliser
le produit d’'intérét et d’éliminer par filtration I'exces de TIS et les sous-produits apolaires. Le
conjugué mono-26 s’est révélé quant-a lui soluble dans le pentane, mais suffisamment
apolaire et bien résolu sur CCM pour étre chromatographié. Il est obtenu sous la forme d’'une

poudre en laissant cristalliser pendant 24 heures une solution de 26 dans MeCN a 4 °C.

Les masses obtenues aprés déprotection, ainsi que les analyses élémentaires et de
spectrométrie de masse ESI ont suggéré I'obtention de sels de trifluoroacétates. Une analyse
par spectroscopie RMN du flubtF a permis de confirmer cette hypothése, avec I'apparition
d’un signal unique autour de -74 ppm et caractéristique des trifluoroacétates. En effet, les
formes acide et basique du TFA sont facilement discernables en'Payibl la forme acide
(CF3COyH) apparait autour de -78 ppm tandis que la forme basiqesC(Q) apparait autour
de-74 ppm.
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Figure 125. Acidolyse des groupes protecteurs MTrt chez les conjugués calixaréne-mono- et bis-&fabvir
21. Obtention des espeéeces finaket 27.

Le conjugué27 a donc été obtenu accompagné de deux molécules de TFA. Il est en
revanche surprenant de constater aprés analyse élémentaire que le coBjndudpas été
obtenu sous la forme d'un sel stoechiométrique, mais sous la forme d’'un hémEtFA (
Partie Expérimentale La base hétérocyclique guanine 2 n’est donc que partiellement
ionisée. Nous supposons donc I'existence de dimeres, voire de multiméres, se partageant un

proton H pour deux guanines.

Les deux conjugués mon@6 et bis-aciclovir27 a I'état final ont ainsi été obtenus

sous la forme désirée, et avec d’excellents rendements de déprotection compris entre 85 et
95%.

«+ Déprotection du conjugué bis-ganciclovir (+-)-24.

La déprotection du conjuguBu[4]OH-bis-ganciclovir(+-)-24 en mélange racémique
a été effectuée dans des conditions similaires a celles employées pour son analogue bis-
aciclovir 21. Nous avons cependant été confrontés a une réaction parasite inattendue.

Les premiéres analyses RMN et™*C n’ont pas clairement révélé d’anomalies. C'est
en spectrométrie de masse que nous avons constaté la présence d’'une impureté en quantité
non négligeable et not&Y, de masse supérieure a celle du pragBiiattendu (Figure 126).

Plus particulierement, la fragmentation de l'ion inconnu a fait apparaitre plusieurs ions
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fragments suggérant la présence d’'un groupe trifluoroacyle(@GFO)- sur I'hydroxyle en
postion 3’ du résidu ganciclovir (ester de trifluoroacétate).

‘ + (MeOPh)Ph,CH
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o
OH [,
+ (iPr)sSi0,CCFs
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—_—
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Figure 126.Acidolyse des groupes protecteurs MTrt chez le conjugué calixaréne-bis-gan¢icip2i.
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Figure 127.Spectre RMN®F (250 MHz, DMSO-¢, t.a.) du mélange obtenu aprés acidolysg4de
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La spectroscopie RMN®F a confirmé cette hypothése en révélant un signal plus
dévlindé que celui des trifluoroacétates (Figure 127). Les temps de relaxation dt’fluor
étant suffisamment courts, il est possible d’intégrer les deux signaux afin d’évaluer le taux de

pureté. Il a ainsi été déterminé que le composé (+-)-28 n’était pur qu’a 85% en masse.

Selon le mécanisme hypothétique exposé en Figure 124, I'échange d’hydrure entre le
TIS et le trifluoroacétate de tritylium (MT@FCO,) peut conduire a la formation du
trifluoroacétate de triisopropylsilyle. Il est connu qu’un silanolate est moins basique que
I'alcoolate correspondant, ce qui en fait un meilleur groupe partant. Nous proposons donc que
le trifluoroacétate de triisopropylsilyle puisse étre trans-estérifié par le groupe hydroxyle en
position 3’ du ganciclovir (Figure 128), d’autant plus avec l'acidité du milieu pouvant

catalyser cette réaction.

@

\(i—o“‘ + Z\ \g—OH + RrR—Q
By Q—\/ ~ 2 =

(¢]

Figure 128.Proposition d'un mécanisme réactionnel conduisant aux calixa28nes

Aussi loin que nous le savons, une telle réaction parasite lors du cleavage d’un groupe

O-MTrt n'a jamais été décrite dans la littérature.

Le mécanisme proposé expliquant cette réaction peut étre étudiée de multiples facons.
Tout d’abord, I'isolement et la caractérisation du trifluoroacétate de triisopropylsilyle. Par la
suite, I'ajout au mélange d’'un quencheur supplémentaire de type alkyl-OH (éthanol par
exemple) peut permettre de vérifier a la fois :
- larécupération exclusive du produit 28 désiré.

- la formation d’'un ester de formule générale;CIO-O-alkyl.

Malheureusement, le temps nous a manqué pour finaliser la synthése du conjugué
calixaréne-ganciclovi(+-)-28. Celui-ci n'a donc pas pu étre obtenu suffisamment pur pour

étudier ses propriétés a l'interface eau-air.
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IV.5. Conjuqués d’aciclovir a lI'interface eau-air

Similairement aux conjuguéBu[4]OH-quinolone décrits dans en Chapitre lll, les
conjuguésBu[4]OH-aciclovir ont une structure amphiphile et, a condition d’étre totalement
insolubles dans l'eau, doivent donc étre filmogenes a linterface eau-air. Les films de
Langmuir des conjugués mono- et bis-aciclovir, compo26s et 27 respectivement
(Figure 129), ont donc été formés sur eau pure en premier lieu puis sur le tampon
NaHCQy/Na,COs, 50 mM, pH 10.

Le conjugué&Bu[4]OH-bis-ganciclovir(+-)-28 n’ayant pu étre obtenu pur, son cas ne
sera pas traité lors de cette partie.

o]
1/2 CF5CO,H W o o - %Séo
NG N N

N\
>/NH HN\( CF4CO,H CF4COH >/NH

H,N NH, H,N

Figure 129.Rappel de la structure des conjugt®s[4]OH-mono-aciclovir26 et tBu[4]OH-bis-aciclovir27.

IV.5.1. Films de Langmuir étalés sur eau pure

En Figure 130 sont présentées les isothermes de comprHsAifiignes continues) et
AV-A (lignes discontinues) des films monomoléculaires du conjugué mono-aci@evir
(rouge) et bis-aciclovi27 (noir), étalés sur eau pure a 20 °C. Dans le Tableau 4, sont donnés
leurs parametres caractéristiques au point de collapse.

Au cours de cette partie, I'étude du comportement a I'interface eau2tr et@7 sera

plus bréve gu’avec les conjugués de quinolone.
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Figure 130.Isothermes de compressibrA des conjuguéBu[4]OH-aciclovir 26 (rouge) e27 (noir) étalés sur
eau pure & 20 °C. Vitesse de compression : 5 mrf.min

Tableau 4.Parametres caractéristiques des isothermes de compression présentées en Figure 130.

1_[coll Acoll Cs_lmax AVcoll Hetf

(mN ni?) (A% (mN ni) W) (D)
27 23,2 133 2157 0,50 1,74
26 20,7 116 88,9 0,44 1,37

Il peut étre constaté que les conjug@éset 27 forment des films de Langmuir a
l'interface eau-air, d'une apparente stabilité similaire comparé aux conjugués de quinolone
(Cf. Chapitre Il). Comme indiqué en Tableau 4 par les valeurblgg et deCs*mnax le film
monomoléculaire formé aveZ’ (bis-aciclovir) est plus stable et de caractere plus solide que
celui formé avec le dériveé6 (mono-aciclovir). Cependant, cette différentiation entre dérivé
mono- et bi-substitué est moins prononcée avec ces conjugués d’aciclovir qu'avec ceux

d’acide nalidixique.

Selon le modéle de double-couche de Vogel-M6#iuE, plus la valeur du moment
dipolaire effectifues est importante, plus grande est la différence entre les moments dipolaires
de la couche hydrophobe et de la couche hydrophile. Ainsi, la valeggsdedonne des

indications sur la caractere amphiphile du composé étudié (Tableau 4).
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Dans le cas deé, il peut étre noté que la valeur des est plus faible que chez le
dérivé 27, indiquant donc que celui-ci posséde un caractere amphiphile plus marqué que son

analogue mono substitué.

Nous pouvons remarquer un profil d'isotherkié-A similaire entre le dérivé mono-
26 et le dérivé bis-aciclovi7. Le saut de potentiel en début d’isotherme indique une
transition de phase G/LE avec une réorientation des molécules dans le film monomoléculaire.
Avec ces composés, le degré de substitution de la partie basse du macrocycle a donc peu
d’'influence sur l'orientation de ce dernier, contrairement a ce qui a été proposé avec les

conjugués de quinolone.

Avec ces conjuguésBu[4]OH-aciclovir, le systéme hétérocyclique (guanine),
principal résidu hydrophiles, est plus éloigné du macrocycle que dans le cas des conjugués de
guinolone. Nous proposons que cet éloignement accrue des résidus polaires chez les
conjuguées26 et27 est responsable de leur comportement interfacial relativement proche,
indiqué par les isothermes de compression en Figure 130, par comparaison avec les conjugués
tBu[4]OH-quinolone 2 et 3.

IV.5.2. Films de Langmuir étalés sur le tampon pH 10

Afin de réaliser les études d’hydrolyse interfaciale dans nos réacteurs de Langmuir (boites de
Pétri, Cf. 111.4.2.), les isothermes de compressi® des conjuguél6 et 27 étalés sur le
tampon NaHC®/ NaCO; 50 mM pH 10 ont été collectées. Celles-ci sont présentées en
Figure 131, directement a 37 °C.

Ces données expérimentales nous ont permis de choisir les aires moléculaires
Ass = 120 & et Ay; = 140 & pour les conjuguég6 et 27, respectivement. Le choix de ces
deux aires permet en plus d'étudier les deux films a la méme pression de surface
(IT = 25 mN nt). A partir de ces valeurs, nous avons ainsi calculé les quantités nécessaire de
conjugué a déposer a la surface du tampon dans nos réacteurs de Langmuir (boite de Pétri), de

facon a former un film de Langmuir dans un état condensé (voir Figure 131).
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Figure 131.Isothermes de compressibrA des conjugués calixaréne-aciclo28 (rouge) eR7 (noir) étalés sur
le tampon carbonate pH 10 & 37 °C. Vitesse de compression : 5 ifim min

IV.6. Réactivité interfaciale des prodroques

A partir des valeuré\ys et Ay7, et des Equations N° 15 et 16f(111.4.1.), nous avons
calculé les volumes de solutions chloroformiqueg@let27 a déposer a I'interface tampon-
air. La méme procédure SOP gu’'employée en Chapitre Il a été appliquée ici avec succes pour
concentrer les échantillons de sous-phase. La seule différence concerne le volume final de
'échantillon (1,00 mL), concentrant I'aciclovir libéré avec un facteur 100. Ainsi, les
concentrations théoriques en aciclovir des échantillons aprés 100% d’hydrolyse et traitement
SOP valent 2,7 I0M pour 26 et 4,9 10 M pour 27 selon les Equations n° 15 et 16f(
1.4.1.).

La méthode CLHP-UV développée pour l'aciclovir consiste a utiliser une phase
mobile simplement composée d’eau pure et de MeOH, en proportion volumique 90:10. La
phase stationnaire employée est une colonne a phase inverse RP C18. Le reste des conditions

chromatographiques sont détaillées en Partie Expérimentale, section Analytique.
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IV.6.1. Validation de la méthode

La méthode CLHP-UV précédée du SOP a été validée selon les mémes critéres que
ceux imposés en Chapitre Ill. La LOD et la LOQ ont respectivement pour valeur 1§ 10
5,0 10’ M. La LOQ correspond & une hydrolyse autour de 1%. Une excellente linéarité de la
réponse UV a été constatée a l'aide d’échantillons aqueux d’aciclovir dans une gamme de

concentrations comprises entre 5’H 5 10° M (Figure 132).

[Aciclovir].10® Apique Nombre 30
(mol LY (uv.s)  dinjection (n) .
0,5 3067 3 f 2
2,5 17620 3 % 15

15,0 106827 3 S r*>0,999

25,0 184887 3 ]
50,0 359547 3 .

' 0 1I0 2I0 SIO 4I0 5IO

[Aciclovir] x 10° (mol m'l)

Figure 132.Tableau récapitulatif d’analyse de témoins aciclovir (A). Courbe d’étalonmgget 6a régression
linéaire (ligne rouge).

L’équation de la droite obtenue apres régression linéaire donne un coefficient de

déterminations> 0,999.
y=1,0.10"x+ 3,8.1¢
ouy est la concentration en aciclovir de I'échantillon et x est I'aire sous-pic.

Equation n°® 23.

La spécificité de la méthode a été vérifiée par analyse d’'un échantillon de sous-phase

exempt d’aciclovir et traité selon le SOP.

La méthode SOP-CLHP a été validée comme décrit en Chapitre 1ll. Comme reporté en
Tableau 5, chacun des neufs échantillogg @nt été analyse etmiplicata (n = 3), et leur
concentration en aciclovir a été quantifiée a I'aide de témoins aqueux (Figure 132).

Des résultats satisfaisants ont été obtenus en termes de précision avec des valeurs
acceptables de CV, inférieures a 5% pour les points hauts (100%), intermédiaires (50%), et
bas (10%). Il a cependant été constaté un taux de récupération en aciclovir d’environ 85%.
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Tableau 5.Validation de la méthode SOP-CLHP. Analyse CLHP des neufs témoins SOP d’aciclovir.

Moyenne Aiqe Répétabilité Reproductibilité [Aciclovir] Taux de
(LV.S) (mol LY récupération
Tsop(10).1 30133 (n=13) 1,9% 4,42 10
Tsop(10).2 30287 (n=3) 3,1% 27% (N=9)  4,4410 87,2% +4,0%
Tsop(10).3 29340 (n = 3) 2,6% 4,30 10°
Tsop(50).1 114240 (n = 3) 1,4% 1,631 10
Tsop(50).2 118070 (n = 3) 0,2% 26% (N=9) 1,68810835%+2,0%
Tsop(50).3 120900 (n = 3) 1,0% 1,726 10
Tsop(100).1 301100 (n = 3) 0,5% 4,233 10
Tsop(100).2 281407 (n = 3) 0,5% 31% (n=9) 3,956 1081,9% + 4,7 %
Tsop(100).3 297120 (n = 3) 0,5% 4,177 10

Ces critéeres d'exacitutude et de précision peuvent étre illustrés en comparant les
courbes d'aire sous-piquepife €n fonction de la concentration en aciclovir attendue et
mesurée (Figure 133). L'observation d’'une excellente linéarité, représentée par le coefficient
de corrélation, et d’'une quasi superposition de la courbe théorique et expérimentale atteste la

gualité de la méthode mise en place.

35+

A
pique
'_\
o
R
'

0- T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 655

[Aciclovir] x 10° (mol L™

Figure 133.Droite d'étalonnage aire sous-pique en fonction de la concentration en aciclovir (ligne rouge). Aire
sous-pique mesurées des échantillons Tsop(10) (n = 9), Tsop(50) (n = 9) et Tsop(100) (n = 9) en fonction de leur
concentration attendue (ligne noire). La régression linéaire de cette courbe donne un coefficient de détermination
r2>0,999.

La méthode SOP-CLHP développée pour l'aciclovir est suffisamment linéaire et

précise pour quantifier l'aciclovir libéré dans sa gamme de concentration théorique.
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Cependant, d taux de récupératioaprés traitement SOP étaatitour de 85%.il sera
nécessaire d’utiliser des témoins ayant également subi le SOP pour quantifier les écr
apres hydrolysePour cela, des portions de : puL de chaque échéllon Tsop d’'un point on
été rassemblées de fagcon a obtenir un échantillon Tsop standart pour chaque pc

intermédiaire et bas.

IV.6.2. Résultats et discussior

«+ Cinétigues d’hydrolyse a l'interface e-air.

Les cinétiques de libération daciclovir a partir des films de Langmuir des conjug
26 et 27 ont été obtenusslon le méme protocole que celui décrit en Chagll.

Les chromatogrammes relatifs a chaque point de mesur °C, et pour chacun d¢
deux conjugués étudiés, sont exés en Figure 134, en plus d'unrefard de contré de
temps de rétention £ 3,3min. L'intégration de chaque pic donne accées a la concentrati
aciclovir de I'échantillon correspondi via I'Equation n° 24. Ainsila quantitc d’aciclovir
libérée a partir du film d6 (porteur de un résidu) ou d& (porteur de del résidus),

exprimés emendement de réaction (, est présentée donction du temps en Figt 135.

0,030
0,025
0,020 -

0.5+

] m \\
0,010+ —— 3jours ., } e i
4 et 2 jours v

T
/

; W |
0,005
- o A R
0,000 - —  Standart e o e
T T T T T T T T T T T T T T T f‘r’f T T T T T T T T

1] 1 2 3 4 5 B ¥ 0 1 2 3 4 5 ] 7
Temps de rétention tr {min) Temps de rétention tr (min)

AU

Figure 134. Chromatogrammes collectés par analCLHP-UV d’échantillons de soyshase apres traitement
SOP. Résultats obtenus avec (Apnjugué27; (B) : conjugué6, apres 0 (rouge), 1 (vert), 2 (bleu) et 3 jc
(magenta) passés a l'état de films de Langmuir étalés sur le tapH 10 a 37°C. Les conditions
chromatographiquest le matériel utilisé sont donnés en Partie Expérimentale, section ana
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Figure 135. Cinétique d’hydrolyse des conjugu26é (M) ou 27 (A) a l'interface tampon-air (pH 10) a 37 °C.
Résultats exprimés en taux d’avancement (pourcentage libéré relatif a la quantité totale libérable), en fonction du
temps exprimé en jours de contact.

Ces résultats montrent que les cinétiques d’hydrolyse des conjugués d’'ad6letir
27 sont plus rapides que celles observées avec les conjugués d’acide nalRli@t@ueOn
peut constater un taux de libération autour de 30% o@t27, aprés 3 jours a I'état de film
monomoléculaire étalé a la surface du tampon pH 10, a 37 °C.

Selon le méme raisonnement qu’en Chapitre Ill, nous suggérons que ces cinétiques
sont de pseudo-ordre 1. Ainsi, d’aprés les Equations n° 20 et 21, nous avons déterminé les
temps de demi-vie des prodrogues 26 et 27 a l'interface tampon-air.

Nous constatons ainsi que les prodrog2@st 27 sont caractérisés, pour ce systeme
donné, par leur temps de demi-vie respectifs)f = 5,0 jours ett{,).7=5,9 jours. Par
comparaison avec les dérivés de I'acide nalidixique, ces prodr@ge7 ont une réactivité
plus importante a l'interface tampon-air. De plus, cette réactivité est peu sensible au nombre
de résidu aciclovir introduits sur la plate-forme calixarénique. En effet, comme nous I'avions
brievement suggéré a partir des isothermes de compression (Figure 130 ; Tableau 4), le degré
de substitution du calixaréne a peu d’'influence sur le comportement interfacial de 26 et 27.
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«» Autres interfaces.

En supplément de linterface eau-air, réactivité hydrolytique du conjagua été
étudiée a I'état d’'une micro-dispersion dans le tampon pH 10. Pour cela, une sollidbn de
dans le THF a été préparée, avec pour concentration 0,82 thg ALl'aide d'une
microseringue, 100 pL de cette solution sont ajoutés dans le vortex d’agitation de 10 mL de
solution tampon. Le tout a été maintenu ainsi sous forte agitation a température ambiante.

Dans ces conditions, la concentration théorigue du milieu en aciclovir est alors
supérieure a la LOQ du systeme CLHP-UV, quel que soit le taux de libération. Le milieu
réactionnel a donc été occasionnellement analysé par CLHP-UV, sans traitement préalable,
afin de controler 'avancement de I'hydrolyse.

Nous n’avons ainsi observé aucune libération d'aciclovir, méme apres plus d’'une

semaine de réaction.

IV.7. Conclusion du chapitre

Le cahier des charges que nous nous étions fixé a été respecté. De nouveaux conjugué
tétrap-(tert-butyl)-calix[4]aréne-antiviral ont été synthétisés comme prodrogues de l'aciclovir
et du ganciclovir. Pour cela, une chimie de couplage pifNécarbonyldiimidazole (CDI)
via la formation de carbodiesters a été développée. Cette méthode ne nécessite pas de
conditions dures et de substances a haut risque, et peut s’appliquer a un grand nombre de
principes actifs porteurs d’'une fonction hydroxyle.

Les conjugués bis-acicloviRl) et bis-ganciclovir 24) protégés ont ainsi été obtenus
avec des rendements bon a excellent, de 50% et 71% respectivement. Cependant, le conjugué
mono-aciclovir 0) n'a été obtenu qu’avec un faible rendement de 17%, le conjugué tétra-
aciclovir n’a pas pu étre obtenu.

Les quantités obtenus et la qualité des conjugués mono-aci@6yiet(bis-aciclovir
(27) apres déprotection sont satisfaisantes. Cependant, le conjugué ‘“racémique” bis-
ganciclovir (28) n'a été obtenu qu’avec un taux de pureté de 85%.

La synthése du conjugué d’aciclovf, et en particulier du conjug®d, pourra a

'avenir étre améliorée a partir des réactions parasites misent en évidence. Une stratégie de
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protection des groupes —OH du calixarene peut étre mise en place, en utilisant des groupes

protecteurs peu encombrants. Ces groupes devront étre acido-labiles pour étre éliminés avec

les groupes MTrt en une seule étape de déprotection. Nous suggérons en exemple les groupes
méthoxyméthyléther (MOM) ou tétrahydropyranyle (THP).

L'utilisation de la TMG comme base peut étre problématique lors de la seconde étape
de couplage par le CDI. Nous avons montré que celle-ci posséde un caractere nucléophile non
négligeable. Dans les conditions réactionnelles misent en ceuvre, la présence de TMG en
exces peut en effet générer des réactions parasites par attaque nucléophile sur les carbamates
d’'imidazole intermédiaires. Nous proposons donc que cette base forte (pKa ~ 15) soit a
'avenir remplacée par une autre base forte peu nucléophile, et suggérons en exemple le 1,8-
diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-éne (DBU ; pKa ~ 13).

Le conjugué bis-ganciclovif+-)-24 pourra étre obtenu sous la forme stéréoisomeéres
purs en ajoutant une étape de résolution optique du synthon de gan¢iclptit. Un couple
de deux esters diastéréoisomeéres, formés a partir d’'un acide chiral optiguement pur comme un
aminoacide, doit étre séparable par colonne de chromatographie. Aprés élimination du résidu
aminoacide par saponification, les synth¢hs11l et(-)-11 pourront donc étre séparément
engageés dans un couplage avec le calixarene.

A I'étape de cleavage des groupes MTri(¢l9-24, nous avons observé que I'emploi
d'un silane comme quencheur de carbocation est problématique. Selon nos propositions de
mécanisme réactionnel, les silanes triéthyl- et triisopropylsilane (TES et TIS) favorisent le
transfert d’'un groupe trifluoroacyl sur le groupe —OH en position 3’ du résidu ganciclovir.
Cette trans-estérification peut probablement étre défavorisée en remplacant le TES ou le TIS

par un autre quencheur de carbocation plus encombré ou de nature différente.

Les propriétés filmogénes a l'interface eau-air des conjugués d’aciz®wét27 ont
éte préciséega la technique des films de Langmuir. Leurs films monomoléculaires respectifs
ont été formeés sur eau pure, et caractérisés par la mesure des isothermes de coifipkession
et AV-A. Nous avons ainsi observé des comportements similaires, mais moins prononcés, aux
conjugués de quinolone. Le nombre de résidu aciclovir en partie basse de la plate-forme
calixaréniqgue a moins d’influence sur le comportement interfacial des conjRgLet27,
comparé aux conjugué® et 3 (Cf. Chapitre Il). En particulier, les deux conjugués

d’aciclovir, mono- et bis-, subissent une importante réorientation au cours de leur transition de
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phase G/LE. Nous proposons que I'éloignement de la plate-forme macrocyclique du systéme

héérocyclique (guanine) offre une plus grande mobilité a la partie calixarénique de 26 et 27.

Enfin, une méthode CLHP-UV, inspirée de la littérature, a été mise au point pour
détecter et quantifier I'aciclovir en solution aqueuse. A l'aide du protocole développé en
Chapitre 1ll, nous avons étudié la réactivité hydrolytique des conj2fués27 a l'interface
eau-air, utilisée comme modéle d'un environnement membranaire. Nous avons ainsi
caractérisé les cinétiques d’hydrolyse de ces prodrogues, et avons déterminé leur temps de
demi-vie a I'interface étudiée. Il a alors été trouvé les valéipsd~ (t12)27 = 5-6 jours.
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Chapitre V

Calix[4]arene hydrophile antibactérien

Les travaux menés par Maxime Mourer au GEVSM ont conduit a la synthese de
dérivés polycationiques du calix[4]aréne & propriétés antibactériéBesscomposés ont été
synthétisés dans le cadre d’'une recherche de nouveaux antibactériens, afin de contrecarrer
I'émergence toujours croissante de bactéries multi-résistant@s.Une des cibles a
envisager pour le développement de nouveaux antibiotiques est la paroi, et en particulier, la
membrane phospholipidique bactérieh&n effet, la structure et la composition chimique
de cette derniére sont communes chez un grand nombre d’espéces (molécules anioniques),
mais différentes de celles des cellules eucaryotes (molécules zwitterioniques). Par conséquent,
il doit étre possible d’interagir et de perturber sélectivement la membrane bactérienne, tout en

limitant ces mémes interactions avec les cellules eucaryotes hotes, donc san$toxiité.

Cest ainsi que Mourer et coll. ont synthétisés plusieurs molécules basées sur le
calix[4]aréne, organisant dans l'espace quatre groupements cationiques (ammonium,
guanidinium)'® L’hypothése de départ, illustrée en Figure 136, était que la répartition presque
figée dans I'espace de ces quatre cations pourrait induire des changements d’organisation des
constituants anioniques de la membrane lipidique bactérienne. La structure de celle-ci s’en

verrait alors modifiée au niveau moléculaire, perturbant ainsi ses fonctions biologiques.

Paroi bactérienne Paroi bactérienne

O]
O]
O]
O]

O]
O]
O]

O]
O
O]

®
®
oo O

®

O)
@ u@mmmm @
O)
O)
i @

[+
[ Heewo

O)
O)
O]
O)
O
O)
=) i
O)

/_

N Y

Paroi organisée Paroi désorganisée

Figure 136.Hypothése ayant conduit a la synthése du CX1.
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V.1. Introduction

Parmi les substances ainsi synthétisées et testées en bactériologie, 'une d’entre elles a
ete identifitce comme étant la plus encourageante. Le trifluoroacétate dep- tétra-
(guanidinoéthyl)-calix[4]arenedX1) a en effet montré une bonne activité antibactérienne sur
un large spectre de souches & Gram positif ou négatif (Figuré $3Fhnit intéressant, son
équivalent monomeérique, le trifluoroacétate g@e(guanidinoéthyl)-phénol n{CX1), n’a
quant-a lui montré aucune activité antibactériefine.

Ces résultats obtenus vitro suggerent que l'organisation spatiale de quatre
groupements guanidinium par un calix[4]arene en conformation cone génére bien une activité

antibactérienne.

Cependant, les parois bactériennes, sont des systemes complexes. L'actii# du
ne peut donc pas étre seulement résumée a des interactions électrostatiques entre celui-ci et
les constituants anionigues membranaires. En effet, d’autres phénomenes sont probablement

impliqués dans son mécanisme d’action.

CMI (mg L™
Souches de références CX1 mCX1
e E. coli (Gram -) 4 512
CF5CO,
® S. aureus (Gram +) 8 512
i E. faecalis (Gram +) 32  >512

HN NH, P. aeruginosa (Gram -) 32 >512
Isolats cliniques

E. coli a pénicillinase 2 512
E. faecium (gene vanB) 8 >512
E. faecalis (gene vanA) 64 >512

OH P. aeruginosa
(surexpression des 64 >512
CX1 mCX1 pompes d’efflux)

Figure 137.Structure duCX1 et dumCX1, et leurs activités antibactériennes.
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V.1.1. Bibliographie du CX1

Des études préliminaires ont été réaliséevitro afin de mieux cerner le mode
d’action duCX1. Les résultats ont montré une modification des propriétés de surface des

bactéries exposées a ce dernier. Plus précisément, ces résultats ont fait apparaitre que :

v' Chez P. Aeruginosa (Gram-) exposé 24 heures @X1, il a été observé une
diminution de la mobilité électrophorétique de la bactérie, indiquant une neutralisation
partielle des charges anioniques a sa suffatdous proposons cet effet soit une

conséquence de I'adsorption du CX1 sur la membrane externe.

v" Une importante perturbation de I'intégrité des bactéries traitées a été constatée chez la
méme souche, en utilisant une technique de microscopie AFM en mode ¢oiitact.
été en effet observé une sensibilisation des bactéries au passage de la pointe, avec
'apparition de bréches dans la paroi bactérienne. Nous suggérons que cette
dégradation soit due une pénétration du CX1 dans la paroi bactérienne.

v' ChezE. Coli (Gram-) exposé 24 heures @iX1, il a été observé une augmentation de
la perméabilité membranaire. Cela a pu étre mis en évidence par une méthode de
double marquage fluorescent utilisant deux marqueurs de pouvoir pénétrant
différent’* Nous proposons que ces changements de perméabilité de la p&oi de

Coli sont liés a une modification de fluidité de sa membrane externe.

Ces résultats indiquent donc quedX1 interagit avec la paroi bactérienne. Il est
probable que les premieres étapes de son mécanisme antibactérien impliquent des interactions
électrostatiques entre certains constituants anioniques des parois bactéricXéds la
fixation de ce dernier a la surface des bactéries traitées entraine des modifications de
propriétés de la membrane, et doit donc perturber ses fonctions biologiques. Il a été proposé
gue la disposition organisée dans I'espace de ses groupements cationiques puisse induire des
changements dans la circulation, a I'échelle moléculaire, des constituants membranaires.
Cependant, il reste encore beaucoup de travail a accomplir pour éclaircir les différents

phénomenes ayant lieu.
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V.1.2. Objectifs

Ainsi, notre objectif dans ce projet a été d’éclaircir certains aspects du mode d’action
du CX1. Les résultats obtenus en microbiologie ont montré que ce mode d’action passe
essentiellement par une modification des propriétés de la paroi bactérienne.

Nous avons donc étudié les interactions misent en jeu entre la membrane lipidique
bactérienne et 1&€€X1. Plus particulierement, notre attention a porté sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans le processus d’adsorption de ce dernier a la surface de la
membrane. Pour ce faire, nous avons utilisé la technique des films monomoléculaires de
Langmuir afin de préparer des modéles de membrane bactérienne, a l'aide de phospholipides
choisis en conséguence et étalés a I'interface eau-air. Par cette méme approche, des modéles
de membrane cellulaire eucaryote ont également été préparés et utilisés comme référence.
Ceux-ci nous ont servis a étudier la sélectivitdCHIL observéen vitro vis-a-vis de cellule
eucaryote.

Le dernier travail a été de comparer les effet€Hd et dumCX1 sur les propriétés
de nos modéles de membrane bactérienne. Notre objectif a été de mettre en évidence
linfluence de I'organisation spatiale des groupements cationiques sur les modifications des
propriétés des membranes modeles. ME€X1 a de plus été utilisé comme ouitil
d’'investigation pour mieux comprendre comment, par quels types d’interactio@s{lle

induit les perturbations observées.

Ces reésultats ont pour finalité d’étre comparés a ceux obtenusro, de sorte a
mieux comprendre les relations structure-activité impliquées dans le mécanisme d’action du

CX1 pour a I'avenir synthétiser des analogues plus efficaces.

V.1.2. Synthese du CX1

La synthése dCX1 a été développée et optimisée au laboratoire lors de la these de
Maxime Mourer’ Notre travail ici a été de produire cette molécule en quantité suffisante, afin
d’entreprendre les études sur les modeles de membranes évoquées plus haut. Ainsi, la
préparation de cette molécule selon des protocoles déja établis ne sera que brievement

exposéé&: 1
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La préparation d€X1 compte sept étapes a partir du calix[4]aréne, parmi lesquelles
deux sont considérées comme des étapes clés (Figure 138 et 139). En effet, la plupart des
intermédiaires sont des composés a fort caractére polaire. Cette propriété les rend donc
difficiles a purifier par les méthodes usuelles comme la chromatographie sur gel de silice ou
d’alumine. C’est pourquoi un soin particulier a porté sur la purification de I'intermé8ijre

puis sur I'avant-dernier composeé 36, a partir duquel le produit final est obtenu.

_N \ /
\N N\ 1) Mel, DMSO
el,
NHMe,, H,C=0 ./ 7 t.a., Ar, 30 min
—_— —_—
AcOH 2) KCN, DMSO
THF, tAa., 24h 80 T, Ar, 24 h
r
90%
. . HO
Calix[4]aréne 30 OH on
1) BHg, THF
(0] rfx, Ar, 20 h
Boc = L
o 2) HClyq, MEOH/H,0
fx, 2 h
NHBoc CIH3N

Purification
par double
chromatographie

ta., Ar,20 h

Figure 138.Synthése en quatre étapes du premier intermédiaiB3ééartir du calix[4]aréne.

La premiere étape passe par une réaction de Mannich, impliquant la formaditun
d’'une imine par condensation acido-catalysée de la diméthylamine et du formaldéhyde. Cet
électrophile subi ensuite une réaction de typg p&r le calix[4]aréne pour donner le tépra-
(diméthylaminométhyl)-calix[4]arene0. La quaternisation des fonctions amines 3fe
permet leur substitution par des ions cyanure. On obtient ainsi lept@ty@nomeéthyl)-
calix[4]aréne31. Ces groupements cyanométhyle sont ensuite réduis par le borane, et le

dérivé aminoéthyle correspondant est isolé sous la forme du chlorhydrate 32.

Jusqu’a présent, les différents intermédiaires n'ont pas pu étre totalement purifiés.
Leur caractere polaire important, et leur faible solubilité dans les solvants usuels, n'ont pas
permis d’effectuer les chromatographies habituelles en chimie organique. Mourer et coll.
avaient contourné le probléme en ajoutant temporairement des groigres

butyloxycarbonyle (Boc). L'importante lipophilie du déri@3 correspondant autorise une
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purification par chromatographie sur gel de silice. Nous avons choisi de faire une premiéere
chromatographie pour éliminer la majorité des impuretés accumulées, puis une deuxieme afin

d’affiner la purification pour donner un intermédiaire 33 de haute qualité.

4 CF3CO,H NH 4 CF4CO,H

HoN

N H BocN, NBoc
F3Cuo N N BocN NH
S Y Boc NHBoc
© N‘ HN NHBoc
“Boc BocHN NH HN -
® ta., Ar,2h
98%
v Purification
e
ta., Ar,3h par double

chromatographie
94%

Figure 139.Synthése en deux étapes du deuxiéme intermédiai8®,ghéiis obtention du produit fin&X1.

L’intermédiaire 33 pur est déprotégé en milieu TFA pour redonner le dérivée tétra-
aminoéthyle, cette fois sous la forme d'un sel de trifluoroacé8ty (es groupements
guanidines sont alors construits a l'aide du di-Boc-triflylguanidfe Ce réactif onéreux a
lavantage de pouvoir étre préparé au laboratoire a partir d'anhydride
trifluorométhansulfonique (anhydride triflyque) et de chlorhydrate de guarfffifi®.Le
deuxieme intermédiaire cl@6 est alors obtenu avec un excellent rendement. Celui-ci est
purifié par succession de deux chromatographies sur gel de silice avant I'étape de
déprotection finale.

Les groupes guanidines @& sont ainsi libérés par acidolyse en milieu TFA, pour
donner le produit final sous la forme d’un tétra sel de trifluoroacéat®, La lyophilisation
d’'une solution aqueuse a permis d’obtenir ce dernier sous la forme d’une poudre blanche.

Nous avons ainsi produit environ 2 g de substance, en accord avec notre cahier des charges.

V.1.3. Synthese du mCX1

La synthese dmCX1 est plus aisée et moins longue que cell€Xa. Elle s’effectue

en deux étapes a partir du chlorhydrate mlaminoéthyl-phénol (tyramine) d’origine
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commercialé: *° Ainsi, seule la construction du groupe guanidigi’-di-Boc suivi par son
acidolyse sont nécessaires pour obtenirml€X1 avec un rendement global de 96%
(Figure 140).

Le réactif35 est également employé pour transformer la fonction amine de la tyramine
en fonction guanidine protégée, pour donner le d&WéCe dernier subi une purification par
double chromatographie sur gel de silice, et le traitement final par le TFA conduit au sel

trifluoroacétique du guanidinoéthyl-phénoliniCX1).

CF4CO,H
Boc
>N NH
e X
ocC
99% N NH 97% H,oN NH
H
F3C H H NEt TFA
g \( “Boc s e
+ 3,
No DCM/MeOH, DCM, ta.,1h
Boc ta,2h Ar
35 Ar
OH
37
Chlorhydrate OH OH
de tyramine mCX1

Figure 140.Synthése en deux étapesmdGX1 a partir du chlorhydrate de tyramine.

V.2. CX1 et membranes modeéles : introduction

Il a été montré que la surface d’'une bactérie est globalement chargée négativement,
par la présence d’'acides teichoiques dans la membrane plasmique des bactéries a Gram
positif, de lipopolysaccharides (LPS) dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif,
et de la riche proportion en phospholipides anioniques tels que les phosphatidylglycérols (PG)

au sein des membranes phospholipidiques chez ces deux catégories de Fatiéries.

Lipoteichoic acid

B

Q-specific

side thain

Periplasmic -

space
membrane

Periplasmic
space and
peptidoglycan

Plasma membrane

Plasma
membrane

Figure 141. Schéma en coupe transversale d’'une paroi bactérienne, avec en haut le milieu extracellulaire et en
bas le cytoplasme. Bactérie & Gram positif (A). Bactérie & Gram négatif (B).
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A Tlinverse, la membrane cytoplasmique des cellules eucaryotes, tel que
’'Homme, est globalement neu (Figure 142). Cellei est en effet principalement compo:
de phospholipides zwitterioniqgues comme les phosphatidylcholines (PC)

sphingomyélines, ainsi que de cholest?
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Figure 142.Schéma en coupeansversale d'une paroi cellulaire eucar, avec en haut le milieu extracellula
et en bas le cytoplasm®&.

Nous avons vu que le concept ayant conduit au développemCX1 repose sur ces
différences chimiques entre les membranes lipidigues eucaryotes et procaryote
discrimination entre les deux types de cellules a déja depuis longtemps été exploitée
nature par différents organismes. Certains peptides amles polycationiques, €
particulier les peptides riches en résidu arginine (chaine latérale guanidinopropyle),
effet des propriétés antibactérien?®* 2°% ?°Ces peptides antibactériens (AMPs) et l¢
mécanismes d’action commencent auj’hui & étre bien connui8*® 2°% 21213 Nous verrons
gue les interactions entre @X1 et les modéles de membranes utilisés ont une analogie
celles misent en ceuvre avec les AMPs. C’est pourquoi notre raisonnement s’est bas

connaissances scientifiques dans le dne des AMPs.

Il a été montré que le groupe guanidinium, sous forme cationique, est en
responsable de l'affinité des AMPs pour certaines biomolécules comprenant des
phosphodiesterd?® En effet, I'association entre un cation guanidinium et un a
phosphodiester est favorisée par I'établissement de liaisons hydrogene et d’inte
électrostatique$s™ ?*® avec un fort caractére direction”'” #'® De plus, I'associatio

guanidinium/phosphate est d’autant plus stable aux interfaces macrosc (Figure 143),
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comme les micelles, les vésicules ou encore les films de Langmuir, qu'a une ir

moléculaire en solutioft->??

Interface Moléculyire Interface Microscopique Interface Macroscopique
{solution 2 queuse) {biceuche lipidique) (film de Langmuir)
=1.4M" = 102-104 M K= 105-107 M1
AG= 0.9 kTmol! AG=11-23k] mol? AG=34-42 k] ol

Figure 143.Association guanidiniu / phosphate & différentes interfacesleur enthalpie d’associat.?**

Dans le but de compléter les résultdéja obtenusn vitro, nous avons utilisda
technique des films de Langmtpour mieux comprendre les mécanismes moléculaire
interactions duCX1 avec les membranes lipidiq. En effet, un film monomoléculail
constituéde phospholipides étalés a l'interface -air peut étre considéré com une demi-
membrane biologique, ebncutilisé comme un modél€f. Chapitre 11)>**7 Ainsi, selon les
phospholipides utilisé&witterionique ou anioniquece modele peut étre représen d’'une

membrandactérienne ou eucary..

Dans cette étude, nous avons utilisé quatre phospholipides différents 144).
Deux phospholipides zwitterioniques, le 1,2-dimyristoylsn-glycérc-3-phosphocholine
(DMPC) et le 1,Adimyristoyl-sn-glycéro-3phosphoethanolamine (DMF, ainsi que deux
phospholipides anioniques, les sels de sodium,2-dimyristoylsn-glycérc-3-phospho-rae
(1-glycérol) (DMPG) et dul,2-dimyristoylsnglycéro-3-phospho-Isérine (DMP.). Les
films monomoléculaires de lipides zwitterionigues DMPC et DMPE ont donc été L
comme modeles de membrane eucaryote, et les anioniques DMPG et DMPS comme

de membrane bactérienne.
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Figure 144.Structure des phospholipides utilisés, et proposition d’organisation a I'interface eau-air.

Les isothermes de compressidrA et AV-A, ainsi que la microscopie a I'angle de
Brewster (BAM) et la spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption a modulation de
polarisation (PM-IRRAS) ont été employées pour étudier 'impacCdd ou dumCX1
dissouts dans la sous-phase sur les propriétés des modeles de membranes. Nous verrons que
les résultats obtenus permettent de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les
interactions CX1/membrane, et donc son mode d’action.

Nous avons choisi de travailler dans une gamme de concentrations autour de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) observée cBeZoli exposée aCX1 ([CX1]cw =
4 yg mLYH.* Ces concentrations sont donc de 40, 4 et 0,4™gbur le CX1. La
comparaison entre |I€X1 et le mCX1 a été faite a concentration cationique équivalente
correspondant & [CX&j, soit 4,0mg[* et 3,8mgL* pour le CX1 et le mCX1,
respectivement. Cette concentration a été utilisée comme point de comparaison en raison de

I'absence d’activité dmCX1 & 3,8 mg L.

V.3. CX1 et membranes modeles : résultats et discussions

Les propriétés des différents films monomoléculaires en présence ou en absence de
CX1 ont été étudiees en premier lisia les isothermes de compressidRA et AV-A

(Figure 145) et leurs parametres caractéristiques (Tableau 6). Certains parameétres des
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isothermes tels que I'aire moléculakeou le potentiel de surfackV ont été comparés a la
pression de surfadd = 30 mN m'* (Tableau 7), correspondant a la densité considérée comme

étant représentative des membranes biologidtfes.

V.3.1. Isothermes de compressioAV-A

Les isothermes de compressiohV-A des films de Langmuir des quatre
phopholipides étudiés étalés sur I'eau pure et sur les solutio@X@lg40, 4 et 0,4 mg 1)
sont présentées en Figure 145 (lignes discontinues). D’un point de vue général, les isothermes
AV-A des phospholipides zwitterioniques DMPC et DMPE sont peu modifiées en présence de
CX1, par comparaison avec les anionigues DMPG et DMPS.

Dans tous les cas, I'effet dtiX1 sur les propriétés de surface des lipides étudiés est
clairement visible sur les isotherm&S-A. Il peut étre observé que la présenc&dd dans
la sous-phase entraine une augmentation de la valeawdet ce quelle que soit l'aire
moléculaire considérée. Ce phénomeéne, visible dés la premiére concentration (0%} esy L
paticulierement prononcé dans le cas de DMPG et DMPS, indiquant une plus importante
modification de leur orientation par rapport a l'interface, comparé a DMPC et DMPE. De
facon plus précise, on observdla 30 mN ni* que I'élévation deAV est plus importante
chez DMPG que chez DMPS (Tableau 7). Ce résultat suggére une plus forte déshydratation
des tétes polaires PG, par comparaison avec DMPS sujet a de multiples liaisons hydrogenes
intramoléculaire$?® Selon le méme raisonnement, cet effet de déshydratation est observé
chez DMPC comportant a l'origine une importante population de molécuyl@sddns la
sphere d’hydratation de sa téte polaire, comparé & DMPE dont le réseau de liaisons H
d’hydratations est moins importafif. Ces résultats indiquent une plus forte affinitéGXd
pour DMPG, puis DMPS, comparé a DMPC, puis DMPE.

Pour les zwitterioniques DMPC et DMPE, les isotheriiésA ont permis de calculer

leur moment dipolaire effectifple,>® &

au point de collapse (Tableau 6), ainsi qu’'a
I1 =30 mN m' (Tableau 7). Il peut étre constaté pour DMPE que les valeusydee sont
pas significativement affectées par la présenc€Xé, par comparaison avec DMPC. Cette

observation est en accord avec I'analyse précédente des isotifiAate ces deux lipides,
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confirmant que les tétes polaires PC sont plus déshydratées en prés€Xdeqie les tétes
polaires PE.

Notons que la charge formelle présente sur les tétes polaires PG et PS ne permet pas
de calculerper selon le modéle de Vogel-Mobitfs.®” Ce paramétre nous est donc
inaccessible avec les phospholipides DMPG et DMPS.

D’autre part, on peut constater chez les phospholipides anioniques QX¥é ieduit
une stabilisation de la valeur d& en fonction deA. En effet, le saut de potentiel observé en
début d’isotherme pour les films de DMPG et DMPS étalés sur eau pure, caractérisant leur
transition de phase G/LE, disparait avec l'augmentation de [CX1]. A partir de
[CX1] = 4,0 mg L*, on n'observe plus qu’une lente augmentation didelepuis la phase
gaz jusqu’au collapse du film monomoléculaire. Nous proposons que ce phénomene soit di a
une orientation quasi constante des phospholipides tout au long de la compression du film. Ce

phénomene est beaucoup moins prononcé avec DMPE et DMPC.
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Figure 145. Isothermes de compressidi-A (lignes continues) eAV-A (lignes discontinues) des films
monomoléculaire de phospholipides étendus sur eau pure et sur les solutidfiks &esultats obtenus avec (A)
DMPC, (B) DMPE, (C) DMPG, (D) DMPS. Composition de la sous-phase : eau pure (noir) ; CX1 04 mg L
(rouge) ; CX1 4 mg t (vert) ; CX1 40 mg L* (bleu). Température : 20 °C. Compression : 5 mni‘min
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Nous pouvons également observer que les isothesvigsd’un film de DMPG étalé
sur les solutions d€X1 & 4 et 40 mg T sont presque indiscernables. La méme observation
est faite avec DMPS. Nous suggérons donc qu’a [CX1] = 4 thdibterface eau-DMPG (ou
eau-DMPS) arrive a saturation en moléculesCil adsorbée. Ce phénoméne est nettement
moins prononcé dans le cas de DMPC et DMPE, indiquant une faible quant@Xlde

adsorbée a l'interface eau-DMPC ou eau-DMPE.

Nous avons donc observé en présenc€Xe de plus importantes modifications des
isothermesAV-A des films de DMPG et DMPS comparé aux films de DMPC et DMPE. Nos
résultats indiquent donc une plus grande affinité pour les modeles de membrane bactérienne.
De plus, nous avons vu qu’une plus grande quantit€Xik est adsorbée a la surface des
films anioniques, en orientant ces phospholipides de fagon constante tout au long de la
compression de leur film de Langmuir. Ceci indigue que l'adsorptio@X{l a I'interface
eau-DMPG ou eau-DMPS est indépendante de I'état de compactage. A partir de ces résultats,
il est raisonnable de supposer que les interactions misent en jeu entre lipides anioniques et

CX1 soient de type électrostatique.

Tableau 6.Parameétres caractéristiques au point de collapse des isothermes présentées en Figure 145.

.. _ I'Im.. Acoll Cs-l AVcoll Hett
Lipide Sous-phase (MN Y (A?) (MN ) ) (D)
DMPC  Eau pure 39,6 46,5 88,2 0,49 0,60

CX1 0,4 mg * 40,3 459 87,4 0,52 0,63
CX14 mg ! 43,3 453 84,7 0,54 0,65
CX140 mg [* 38,8 49,5 82,6 0,54 0,71
DMPE  Eau pure 55,8 38,6 471,6 0,58 0,59
CX10,4 mg ! 57,8 38,5 314.,6 0,55 0,56
CX14mgL! 58,0 38,1 305,4 0,56 0,57
CX140mg [ 60,2 38,3 294,6 0,55 0,56
DMPG  Eau pure 58,3 39,2 648,3 0,27 nd
CX10,4 mg ! 46,3 67,8 127,5 0,36 nd
CX1 4 mg 'L 46,0 68,8 115,3 0,39 nd
CX140 mg [* 44.6 70,1 103,8 0,39 nd
DMPS Eau pure 60,7 39,0 424,6 0,39 nd
CX1 0,4 mg * 44.6 69,4 147,1 0,40 nd
CX14 mg ! 43,2 72,3 129,3 0,42 nd
CX1 40 mg [* 45,7 70,6 98,8 0,43 nd
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Le caractere zwitterioniqgue de DMPC et DMPE laisse difficlement présager des
interactions charge-charge avedCl¥1. Or, I'hydratation des tétes polaires PC est modifiee
en présence de ce dernier, comme l'ont indiqué les valeyrg:.ddous supposons donc que
cette observation soit la conséquence d'autres phénoménes que les interactions

électrostatiques.

Tableau 7.Paramétres caractéristiqueH & 30 mN nmi* des isothermes en Figure 145 et 148.

A Cst AV Ut

Phospholipide Sous-phase (A2 (MN N V) (D)
DMPC Eau pure 52,5 85,8 0,46 0,64
CX10,4 mg * 52,7 81,6 0,49 0,68
CX1 4 mg [* 54,9 76,5 0,51 0,74
CX1 40 mg [* 55,8 78,5 0,52 0,77
mCX1 3,8 mg [* 51,2 67,4 0,49 0,67
DMPE Eau pure 41,2 194,7 0,58 0,63
CX1 0,4 mg [* 43,2 162,5 0,53 0,61
CX14 mg* 43,2 153,6 0,54 0,61
CX140 mg [* 44,6 114,6 0,54 0,64
mCX1 3,8 mg [* 41,4 191,7 0,59 0,65
DMPG Eau pure 41,7 181,8 0,26 nd
CX1 0,4 mg [* 78,0 117,3 0,35 nd
CX1 4 mg 'L 80,5 95,5 0,39 nd
CX1 40 mg [* 82,6 75,8 0,39 nd
mCX1 3,8 mg [* 58,8 27,5 0,20 nd
DMPS Eau pure 42,2 366,7 0,38 nd
CX10,4 mg * 77,8 126,4 0,37 nd
CX14 mgL* 81,7 125,3 0,42 nd
CX140 mg [* 84,4 89,4 0,43 nd
mCX1 3,8 mg [* 425 376,6 0,37 nd

V.3.2. Isothermes de compressioH-A

Les isothermes de compressidrA des films de Langmuir formés avec les quatre
phopholipides étudiés étalés sur I'eau pure et sur les solutio@X@lg40, 4 et 0,4 mg 1)
sont présentées en Figure 145 (lignes continues). Leurs parametres caractéristiques au point
de collapse et H = 30 mN nt sont respectivement donnés en Tableaux 6 et 7. Globalement,

on observe en présence @X1 un décalage des isothermes vers de plus grandes aires
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moléculaires. Similairement aux isothermA¥-A, cet effet est significativement plus

prononcé avec les lipides anioniques DMPG et DMPS.

% Films monomoléculaires anioniques (DMPG et DMPS).

Il peut étre observé la disparition de la transition de phase liquide-expansé / liquide-
condensé (LE/LC) chez les deux lipides anioniques. Cet effet est accompagné d’'un important
décalage des isothermHsA vers les plus grandes aires moléculaires dés [CX1] = 0,4ng L
Ce décalage s’accentue régulierement avec 'augmentation de [CX1]. D’autre part, la stabilité
de ces films est hautement affectée par la présen€&Xdedans la sous-phase, comme le
montrent les valeurs dB, (voir Tableau 6). Ces observations indiquent que les films
monomoléculaires de DMPG et DMPS sont moins stables et ont un caractere plus liquide en
présence de CX1 gu’en son absence.

On peut constater que le décalage des isothermes est similaire, comparé a leur
référence respective obtenues avec une sous-phase d’eau pure. Les isothermes de DMPG et de
DMPS en présence de CX1 sont en effet quasiment superposables.

Pour [CX1] =0,4 mg L}, il peut étre constaté H =30 mN m' une augmentation
d’aire moléculaireA de 36 et 35 Apour DMPG et DMPS, respectivement. Autrement dit, au
voisinage de I 30 mN n, les aires moléculaires caractérisant les films de DMPG et DMPS
sont identiques avec A 78,0 et 77,8 A respectivement. C’est également le cas en comparant
leur isotherme obtenue sur une sous-phase d'eau pure. Cette observation indique qu’'une
guantité similaire d€X1 est adsorbée aux interfaces eau-DMPG et eau-DMPS. Dans un état
condensé, les dimensions moléculaires de DMPG et DMPS ne sont donc plus fixées par leur

structure propre mais par le CX1.

Notons que la méme tendance se retrouve sur les isothermes de compgéssion
L’écart de potentiel de surface entre DMPG et DMPS est moins important en présence de
CX1 qu’en son absence (voir Figure 146, B). Ceci indique que les moments dipolaires de
DMPG et de DMPS sont plus proches en présenc€Xle donc que leur orientation par

rapport a I'interface eau-air et leur hydratation sont similaires.
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Figure 146. Isothermes de compressidRA (A) et AV-A (B) des films monomoléculaires de DMPG (noir) et
DMPS (rouge) étalés sur une sous-phase d’eau pure ou de CX1 04 mg L

Aprés I'important décalage des isotherried dés [CX1] = 0,4 mg &, on n'observe
plus qu’une faible variation da avec I'élévation de la teneur &X1. A I1 = 30 mN nf,
I'augmentation deA est d’environ 3 A en fonction de I'élévation de [CX1] (Tableau 7). Ce
résultat est en accord avec les isotherméfMndiquant une saturation en CX1 de l'interface
eau-lipide des les concentrations les plus basses.

D’autre part, on observe que les isothermes correspondantes a chaque concentration de
CX1 se superposent dans les états les plus condensés. Cette observation conforte la

proposition que le systeme soit saturé en CX1 des les basses concentrations.

Les résultats obtenus avec les isothermes de comprégghotonvergent avec ceux
des isothermedV-A. Le mode d’association ent@X1 et DMPG ou entr€X1 et DMPS est
comparable. Nos résultats indiquent que pour ces deux lipid€>Xleinteragit de facon
similaire avec leur film monomoléculaire respectif dans leur état condensé. En combinant les
résultats obtenus par les isothermis et AV-A, nous proposons que les films de DMPG et
de DMPS se trouvent saturés €iX1 & partir d’'une concentration comprise entre 0,4 mg L
et 4,0 mg L.

D’'une facon générale, ces résultats indiquent que les modifications des propriétés
interfaciales impliquent des interactions électrostatiques.
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% Films monomoléculaires zwitterioniques (DMPC et DMPE).

Globalement, les effets d0X1 observés sur les propriétés interfaciales des films
monomoléculaires de lipides anioniques sont beaucoup moins prononcés avec les
zwitterioniques DMPC et DMPE. L'isotherme de compresg$ieA du film de DMPC étalé
sur la sous-phase [CX1] = 0,4 md lest quasiment superposée a sa référence (Figure 146,
A). ATI = 30 mN nt, les valeurs dé correspondantes aux films de DMPC et de DMPE ne
s'élévent que d’environ 3%par rapport a leur référence respective (Tableau 7).

Les valeurs ddl.y et de Cs' indiquent que la stabilité ainsi que le caractére
solide/liquide du film de DMPE sont peu affectés par la présenceXde tandis qu’aucuns
changements significatifs ne sont observés avec DMPC. De plus, on peut constater que la
transition de phase LE/LC du film de DMPE est conservée a toutes les concentrations en
CX1.

Ces résultats obtenus avec DMPC et DMPE montrent I'absence des interactions
misent en jeu dans les cas des lipides anioniques. Nous proposons donc que les effets
observées avec les films de DMPC et DMPE observées soient la conséquence des
changements de propriétés physiques de la sous-phase cont&ht temme par exemple

la force ionique.

V.3.3. Fluidité des films

Une étude microbiologique, utilisant une méthode de double marquage fluorescent, a
montré une augmentation de la perméabilité membranaire des bactéries expd@¥a&s“au
Les propriétés de permeéabilité d'une membrane biologique peuvent étre corrélées avec la
compressibilité d’un film monomoléculaire étalé a linterface ead®aif?® On peut donc
relier le module de compressibilit€s®, représentant I'état de compactage d'un film
monomoléculaire utilisé comme modéle de membParde)a perméabilité d’'une membrane

biologique.

Les valeurs d€s* indiquées en Tableau 6 et 7 sont significativement influencées par
la présence d€X1 chez DMPG et DMPS, modestement chez DMPE, et faiblement chez

DMPC. On observe ainsi une baisse de la valeuCgfeavec I'élévation de [CX1]. A
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[CX1] = 40 mg L%, la décroissance d&' au point de collapse des de DMPG et de DMPS
atteint 84% et 77%, respectivement, par rapport a leur référence (Tableau 6). Cette
observation est en accord avec les isothedfx@smontrant la disparition des transitions de
phase LE/LC. Cet effet de liquéfaction dGX1 est moins prononcé chez les lipides
zwitterioniques DMPE et DMPC, pour lesquels la valeu€gkdécroit de 38% et seulement

6%, respectivement.

Ces résultats indiqguent que &X1 a un effet liquéfiant prononcé sur les films
monomoléculaires des phospholipides anioniques. Ce caractére liquide traduit donc une
augmentation de la permeéabilité de ces modeles de membrane bactérienne. Nous proposons

gue l'effet liquéfiant dUCX1 soit ainsi lié a son mode d’action antibactérien.

V.4. Comparaison entre CX1 et mCX1

Les études menées au laboratoire sur la compréhension du mode d’ac@i¥m dat
conduites a la synthése de son équivalant monomériquend¥1l (Figure 147). La
comparaison de leurs activités antibactériennes respectives a été entreprise afin d’examiner
'hypothése émise au départ portant sur l'intérét d’'une organisation spatiale de plusieurs
charges positives.

€
CF4CO,

® e ©
NH, CF3CO, CF3CO,
® NH, NH, NH, NH,

e A, J G G S |

HN HN NH,
VS
) OH OH OH OH
M = 293,10 g/mol
[CX1] = 4,0 mg ! (3,2 uM) [mCX1] = 3,8 mg X (12,8 pM)

[charge +]= 12,8 uM [charge +]=12,8 uM

Figure 147. Rappel de la structure d0X1 (quatre charges positives organisées) emfiX1 (une charge
positive indépendante).

Nous avons vu que ImCX1 est inactif aux concentrations d’activité @x1.2 ** Par
exemple, cheZ. Coli il a été observé une CMI de 4 pg tpourCX1 contre 256 pg mt

182



Deuxieme Partie V. Calix[4]arene Hydrophile Antibactérien

pourmCX1. Ces CMI exprimées en unité de masse tiennent compte du nombre de charges
positives, la difféerence de masse entr€X1 et 4mCX1 (soit 4 groupements méthylenes)
étant négligeable. LenCX1 peut donc nous servir d’outil pour identifier les interactions

spécifigues alCX1 entrainant son activité antibactérienne.

V.4.1. Isothermes de compression

Nous avons donc comparé les effets dCX1 et du CX1 sur nos modeles de
membrane, a concentration ionique eéquivalente (Figure 147). La concentration
correspondante a la CMI die Coli exposé alCX1 a été choisie pour cette comparaison. Les
isothermes de compressiofi-A et AV-A des films monomoléculaires des quatre
phopholipides de cette étude ont donc été réalisées pour les concentrations
[CX1] = 4,0 mg * et [MCX1] = 3,8 mg [* (Figure 148). Ainsi, la concentration en cations
guanidiniums vaut 12,8 UM dans les deux cas. Les parametres caractéristigues de ces
isothermes au point de collapse etll&= 30 mN m* sont reportés en Tableau 8 et 7,

respectivement.

D’une facon générale, on peut constater que les changements de profil des isothermes

I1-A et AV-A sont moins importants en présence de mCX1 qu’en présence de CX1.

Chez les zwitterrioniques DMPC et DMPE, les isothermes obtenues en présence de
mCX1 sont quasiment identiques a celles obtenues en son absence, indiquant tres peu
d’interactions de celui-ci avec ces modeles de membranes eucaryotes (Figure 148, A, B).
Cependant, lenCX1 a une influence plus significative sur les films de DMPG et DMPS, mais
moins importante qu’en présence de son analogue macrocyclique. Ces résultats indiquent que
certains mécanismes moléculaires impliqués dans les interactions avec les films de Langmuir

étudiés n'ont lieu qu'avec le CX1.

La transition de phase LE/LC visible sur les isothermes des films de DMPG et DMPS
étalés sur eau pure est préservée en présenceCid (Figure 148, C, D). Cette simple
observation indique déja que l'effet de liquéfactionnd@X1 est moins prononcé que celui
du CX1. La valeur de&Cs* au point de collapse du film de DMPG en présencen@X1,

guantifie cette observation (Tableau 8). Ceci est d’autant plus important dans le cas du film de
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DMPS, ol la valeur d€s* n'est que peu affectée par la présencen@1, indiquant aucun
phénomene majeur de liquéfaction (Tableau 8). Les valeuf&ganindiquent pas d'effet

déstabilisant majeur dmCX1 par comparaison avec son analogue CX1.
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Figure 148. Isothermes de compressidi-A (lignes continues) eAV-A (lignes discontinues) des films
monomoléculaire de phospholipides étendus sur eau @XE, ou mCX1. Résultats obtenus avec (A) DMPC,
(B) DMPE, (C) DMPG, (D) DMPS. Composition de la sous-phase : eau pure (noir) ; mCX1 3;8(nuyge) ;
CX1 4,0 mg L* (bleu). Température : 20 °C. Vitesse de compression : 5 mth min

Il est intéressant de constater une plus grande différence de comportement entre les
films de DMPG et de DMPS en présencentl€X1 qu’en présence déX1. En effet, la ou
les isothermedI-A de DMPG et DMPS étalés sur une solution@l sont quasiment
superposables (voir Figure 146, A), ce n'est plus le cas avec une sous-phase contenant le

mCX1 (Figure 149, A. Ces lipides n’interagissent donc pas de fagon similairera@X¢l.

La superposition & partir de ~25 mN'des isothermes$I-A du film de DMPS en
présence et en absencerd€X1 indique que ce dernier est éjecté du film sous l'effet de la
compression (voir Figure 148, D). CependantnléX1 reste présent dans le film de DMPG

guel que soit son état de compression.
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Tableau 8.Paramétres caractéristiques au point de collapse des isothermes présentées en Figure 148.

M coll AcoII C - AVcoII

.. S
Phospholipide Sous-phase (MN Y (A?) (MN ) )
DMPC Eau pure 39,6 46,5 88,2 0,49
mCX1 3,8 mg [* 37,0 45,8 80,4 0,51
CX1 4,0 mg * 43,3 45,3 84,7 0,54
DMPE Eau pure 55,8 38,6 471,6 0,58
mCX1 3,8 mg [* 54,0 38,5 413,8 0,60
CX14,0 mg * 58,0 38,1 305,4 0,56
DMPG Eau pure 58,3 39,2 648,3 0,27
mCX1 3,8 mg [* 63,4 36,9 416,5 0,28
CX14,0 mg * 46,0 68,8 115,3 0,39
DMPS Eau pure 60,7 39,0 424.6 0,39
mCX1 3,8 mg [* 59,0 39,8 4945 0,38
CX1 4,0 mg * 43,2 72,3 129,3 0,42

Ces résultats indiquent que différents types d’interactions s’établissent emi@Xte
et chacun de ces deux lipides anioniques. Il peut étre proposé que cela soit en relation avec
'unique distinction structurale entre DMPG et DMPS, soit la nature du résidu lié au groupe

phosphodiester a savoir un groupe glycérol ou L-sérine (voir Figure 144).
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Figure 149.1sothermes de compressidi-A (A) et AV-A (B) des films monomoléculaires de DMPG (noir) et
DMPS (rouge) étalés sur une sous-phase d’eau pure ou de mCX1 38 mg L

Il est connu que la structure cycligue des dérivés du calix[4]aréne en conformation

cone favorise I'établissement d’'un réseau intramoléculaire de liaisons H entre les hydroxyles
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phénoliques (Figure 150, Af.Ceci n’est plus vrai dans le cas d’'un dérivé phénolique, ou le

groupe hydroxyle est alors accessible a d’autres molécules (Figure 150, B).

Nous proposons donc que linsertion de moléculean@X1 au sein du film de
DMPG soit favorisée par I'établissement d’'un réseau intermoléculaire de liaisons H a
linterface eau-DMPG. Ceci implique l'existence d’interactions mCX1-mCX1 et mCX1-
DMPG.

Figure 150. Liaisons H intramoléculaires chez le calix[4]arene (A) et intermoléculaires chez le phénol (B). X et
Y sont des atomes, respectivement, donneur et accepteur de liaison H.

D’autre part, nous pouvons remarquer que la transition de phase G/LE visible sur les
isothermesAV-A des films de DMPG et DMPS est conservée en présenceCiel, par
contraste au cas dtiX1. Ceci indique que ces lipides ne sont pas fixés selon une orientation
spécifique sous l'influence duCX1. Cette interprétation du profile des isotherm®sA est
guantifiée par les valeurs d&V aux points de collapse, non significativement affectées par la
présence denCX1 (Tableau 8).

V.4.2. Cinétiques d’adsorption a I'interface eau-lipide

Comme indiqué en Figure 151, lorsqued&1 ou ses équivalents monomeriques en
solution concentrée sont injectés dans la sous-phase pure d'un film monomoléculaire
comprimé & une pression de surface initidle= 30 mN ', I'élévation dell qui s’en suit
refléte leur cinétique d’adsorption & l'interface eau-lipitfeLe volume d'injection (1,0 mL) a
été ajusté de facon a étre négligeable par rapport au volume de la sous-phase (330 mL). La
concentration de la solution mere a donc été calculée pour obtenir une concentration finale

dans la sous-phase de 4,0 mfdu 3,8 mg [ enCX1 oumCX1, respectivement.
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Figure 151.Cinétiques d’adsorption du CX1 (A) et du mCX1 (B) a I'interface eau-lipide. Résultats obtenus avec
DMPC (noir) ; DMPE (rouge) ; DMPG (vert) ; DMPS (bleu), initialement comprimEs @30 mN ni (t = 0).
Concentration en CX1 et mCX1 aprés injection dans la sous-phase : 4;b@@I8 mg [}, respectivement.
Température : 20 °C.

+ Films monomoléculaires zwitterioniques (DMPC et DMPE).

Chez les zwitterioniques DMPC et DMPE (Figure 151, A, B, lignes noir et rouge),
aucune variation significative dé n’est observée apres injection dans la sous-phasarde
ou l'autre des deux composés étudiés. Cette observation est en accord avec le faible impact du
CX1 et dumCXa1 sur l'allure des isothermes correspondantes (Figures 145 et 148), et suggere
une trés lente vitesse d’adsorption a l'interface eau-lipide ainsi qu’'une une faible quantité

adsorbée.

+ Films monomoléculaires anioniques (DMPG et DMPS).

Dans le cas di€X1, une rapide et importante élévation Heapres injection est
observée (Figure 151, A, lignes verte et bleue). En effet, les pressions de surface d’équilibre
[Tsinar SONt atteintes au bout d’environ 5 minutes, suggérant de fortes interactions attractives.
Ces résultats montrent quedX1 pénetre rapidement dans les films anioniques comprimeés a
une pression de surfatk considérée comme représentative d’une membrane biologfque.

A T'équilibre, les valeurdIsny des films de DMPG et de DMPS atteignent environ 48 et
62 mN m, respectivement. Ces valeurs étant supérieures aux valeyrsles isothermes
correspondantes (voir Tableau 6), il y a donc rupture du film monomoléculaire apres

adsorption. Ceci est particulierement vrai dans le cas de DMPS.
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D’autre part, il peut étre constaté une différence notable entre les profils de cinétique
d’adsorption duiCX1 a l'interface eau-DMPG et eau-DMPS. La ou l'adsorptiorC#il a la
surface d’'un film de DMPS s’opére globalement en une seule étape, deux étapes sont
clairement discernables dans le cas d’'un film de DMPG. Avec ce dernier, on observe dans un
premier temps une élévation fiejusqu’a environ 55 mN i suivie d’'une baisse jusqu’a
I’équilibre autour de 48 mN th Le mécanisme d’adsorption @X1 au film de DMPG passe
donc par un état de transition, suivi d’'une réorganisation vers I'état d’équilibre. Un profil

d’adsorption en deux étapes est aussi observé ameCXd (Figure 151, B, ligne verte).

Dans le cas du film de DMPS, l'injection deCX1 dans la sous-phase n’entraine
aucune variation significative dé (Figure 151, B, ligne bleue). Ce résultat est conbaux
isothermes de compression obtenues dans les mémes conditions de concentra@fi en
indiquant que celui-ci se trouve éjecté du film de DMPS comprimé & ~25 TaiCependant,
la difféerence de ce profil entre CX1/DMPS et mCX1/DMPS indique que les interactions

s’établissant a I'équilibre de ces deux systemes sont différentes.

Ces expériences d’'adsorption ont ainsi confirmé l'affinité des deux composés étudiés
pour les modéles de membrane bactérienne, tout en apportant des informations

supplémentaires sur les interactions mises en jeu.

Nous avons pu voir que X1 pénétre dans les films monomoléculaires de DMPG et
DMPS. LemCX1 s'insére aussi dans le film de DMPG, mais pas dans le fiim de DMPS.
Nous avons montré que des interactions charge-charge sont impliquées dans tous cas. Or ces
résultats indiquent qu’un autre type d’interaction est mis en jeu, différent cl&Xllest
mCX1. Il a été vu que les groupes —OH calixarénique€xd sont hydrophobes en raison
du réseau de liaisons H intramoléculaire qu'ils forment (voir Figure 150). Cependant, le

groupe —OH phénolique du mCX1 est disponible.

Nous proposons donc que la stabilité @X1 inséré dans les deux films soit la
conséquence de [I'établissement d’interactions apolaire, en plus des interactions
électrostatiques, entre les chaines hydrocarbonées des lipides et le macrocycle calixarenique
(Figure 152).
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Figure 152. Hypotheése de l'insertion d’'une molécule @X1 au sein d'un film monomoléculaire de DMPG
(IT = 30 mN n). Coupe transversale du film de Langmuir.

L’insertion dumCX1 dans le film de DMPG est également favorisée en raison de la
possible formation de liaisons H entre son groupe —OH phénolique et les groupes —OH
glycéroliques de la téte polaire PG. Cette hypothése est appuyée par le faitnfii¢llene
pénéetre pas le film de DMPS, lipide avec lequel la formation de ces liaisons H est peu

probable.

Figure 153. Hypothése de l'insertion d’'une molécule MEX1 au sein d'un film monomoléculaire de DMPG
(IT = 30 mN n). Coupe transversale du film de Langmuir.

Nous suggérons donc I'établissement de deux types d’interactions @&Xireou
mCX1 et le film monomoléculaire de DMPG. On peut spéculer, avec réserve, que ceci puisse

en partie expliquer I'observation de cinétiques d’adsorption en deux étapes.
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D’autre part, ces hypotheses pourraient étre étudiées en utilisant la modélisation
moléculaire. Cet outil peut nous donner des informations sur la possibilit¢é de former des
systemes comme décrits en Figure 152 et 153, ainsi que des données structurales comme des
aires moléculaires permettant de préciser nos propositions.

Extrapolés a un systéme biologique, ces résultats montrent Quéllest capable de
détériorer les membranes bactériennes de facon plus importante queXle Ces deux

composeés sont en outre inactifs vis-a-vis de membranes cellulaires eucaryotes.

V.4.3. Microscopie a angle de Brewster

La microscopie a l'angle de Brewster (BAM) est une technique de spectroscopie
optique permettant de visualiser situ I'anisotropie d’un film de Langmuf?: ° Il est ainsi
possible de suivre en temps réel les changements de morphologie d’un film monomoléculaire
a l'interface eau-air au cours de sa compression, comme par exemple lors d’'une transition de

phase LE/LC. Les fondements sur lesquels repose cette technique sont décrits en Chapitre Il

Dans le but d’obtenir des informations sur la morphologie des films de Langmuir
étudiés en interactions avec @GX1 et le mCX1, la microscopie BAM a été utilisee. A
I'exception de DMPC, les phospholipides employés sont caractérisés par une transition de
phase LE/LC, visible sur leur isotherrieA obtenues dans des conditions pures. Parce que
les phospholipides DMPE et DMPG forment ainsi des domaines caractéristiques, dans une
gamme de valeurs dd et deA comparable, ces derniers ont été choisis comme modele
zwitterionique et anionique, respectivement. Ces lipides nous ont donc permis d’étudier les
effets duCX1 et dumCX1 sur la structure microscopique des films correspondants, apportant

ainsi des informations sur leur structure moléculaire.

Les images BAM des films monomoléculaires de DMPE et de DMPG, en présence ou
non deCX1 (4,0 mg LY ou demCX1 (3,8 mg L"), sont données en Figure 154. Ces
phobgraphies sont & mettre en relation avec les isothermes de compression correspondantes
(Figure 148, B et C). Chaque ligne correspond a trois photographies prisent successivement
au cours de la transition de phase LE/LC d’'un film de Langmuir d’un lipide étalé sur une
sous-phase donnée.

190



Deuxieme Partie V. Calix[4]arene Hydrophile Antibactérien

Ainsi, dans la premiére ligne (A-C), les images révelent les domaines de phase
condensée (LC) formeés lors de la transition LE/LC du film monomoléculaire de DMPE étalé
sur eau pure, &l = 6,0 mN m* (A), 7,0 mN m* (B) et 9,5 mN rit (B). Cette ligne nous a
donc servi de référence pour DMPE. La seconde ligne (D-F) et la troisieme ligne (G-I)
d’'images correspondent au méme film, respectivement en prése@éd dri demCX1, aux
mémes valeurs dd.

Les deux dernieres lignes présentent les images obtenues lors de la transition de phase
LE/LC du film monomoléculaire de DMPG en I'absencend€X1 (J-L), utilisées comme
référence, ou en sa présence (M-O). Ces photographies ont été prisent en fondtiem de
raison de la trop importante différence de pression de surface entre les transitions LE/LC avec
une sous-phase d’eau pure ountléX1 (voir Figure 148, C). Les valeurs deainsi choisies
au cours de la transition sont de 68, 60 et Z8Gomme indiqué par son isotherrfieA
(Figure 148, C), le film de DMPG en présenceG¥l ne montre pas de transition de phase
LE/LC. Les images BAM correspondantes sont d’'un ton gris uniforme, confirmant I'isotropie
du film. Outre cette information en accord avec les isothermes de compression, ces images ne

présentent donc aucun intérét et ne sont donc pas présentées.

Les domaines LC formeés lors de la transition LE/LC du film de DMPE sont clairement
visibles quelle que soit la composition de la sous-phase. En présefe€ldéees domaines
LC apparaissent plus petits (D-F), par comparaison avec la référence (A-C). Le phénoméne
inverse est observé en présencendeX1 (G-1), ou ces domaines LC apparaissent plus gros.
La morphologie du film monomoléculaire de DMPE est donc peu affectée par la présence de
CX1 ou de ses monomeéres.

D’autre part, on peut remarquer avel€l que cette transition LE/LC commence a
une pression de surface légérement supérieure (~1MNgomien son absence. D’aprés
I’Equation n° 1 Cf. Chapitre 1), la valeur ddT est reliéeyia les dimensions de la lame de
Wilhelmy, a la tension superficielle elle-méme fonction du travail nécessaire pour niexdif
l'aire de linterface eau-air par compression. Nous proposons donc d’interpréter cette
observation en termes d’énergie demandée par le systéme pour passer d’'un état expansé a un
état condensé. Cette énergie nécessaire étant plus importante en présexitegden son
absence I{ de début de transition plus grande), le phénomeénenabdraduit donc un
caractére plus liquide du film de DMPE. Ceci est en accord avec les valedyss ae point

decollapse, plus basse en présence de CX1 qu’en son absence (Tableau 8).
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Figure 154. Photographies BAM prisent lors de la transition de phase LE/LC des films monomoléculaires de
DMPE ou de DMPG, en absence et en présenc&deou demCX1. Ligne A-C : DMPE étalé sur eau pure a

6,0 (A), 7,0 (B) et 9,5 mN th(C) ; ligne D-F : DMPE étalé s@X1 4,0 mg L 4 6,0 (D), 7,0 (E) et 9,5 mN'm

(F) ; ligne G-I : DMPE étalé sunCX1 3,8 mg ' 4 6,0 (G), 7,0 (H) et 9,5 mNh{l) ; ligne J-L : DMPG étalé

sur eau pure a 68 (J), 60 (K) et 48 @) ; ligne M-O : DMPG étalé sunCX1 3,8 mg L* & 68 (M), 60 (N) et

48 A> (0). La largeur de chaque photographie correspond & 344 um. Température : 20 °C. Vitesse de
compression : 5 mm mih

Un effet nettement plus important €@X1 et dumCX1 est observé dans le cas de
DMPG. Les domaines LC observés lors de la transition de phase LE/LC dun film
monomoléculaire de DMPG étalé sur eau pure (J-L) disparaissent totalement en présence de

CX1. Le film est alors parfaitement isotrope comme lindiquent des images d’un ton gris
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uniforme (résultats non présentés). Ceci confirme visuellement que la liqguéfaction d'un film
monomoléculaire de DMPG en présence@¥l est beaucoup plus importante que pour un
film de DMPE. De plus, cette isotropie du film de DMPG tout au long de sa compression
suggere que les molécules @X1 adsorbées a l'interface eau-DMPG sont uniformément
réparties selon une organisation réguliere entre les lipides libres et les lipides en interactions.

Nous proposons donc I'existence de supra-molécules de formule générale ([PBAAG)

La conservation partielle de la transition de phase LE/LC du film de DMPG en
présence denCX1 est confirmé par les images BAM correspondantes, révélant la formation
de domaines LC (M-O). Par comparaison avec la référence (J-L), ces domaines sont
significativement plus petits et plus nombreux, ce qui confirme une liquéfaction du film
comme indiquée par les valeurs@¢" (Tableau 8). La pression de surface mesurée au début
dela transition LE/LC en présence oeCX1 est nettement supérieure a celle mesurée en son
absence (~10 mN ). Selon le méme raisonnement évoqué avec DMPE, nous proposons que
ce phénomeéne soit une traduction de I'effet de liquéfactiom@X1. Cet effet est cependant
moins prononcé que celui X1 avec lequel, de facon extréme, le film reste en phase LE

méme en fournissant de I'énergie au systéme par compression.

On peut ainsi conclure que les résultats obtenus en microscopie BAM sont en
adéequation avec l'analyse des isothermes de compression faite precédemment. Ces résultats
confirment que l'impact dmmCX1 sur les propriétés de surface des films anioniques (modeéle

bactérien) est similaire, mais significativement moins prononcé que celui du CX1.

V.5. Spectroscopie IR de réflexion-absorption a modulation de

polarisation

Dans le but de mieux cerner a I'échelle moléculaire les effets et le mode de liaison du
CX1 et dumCX1 sur les différents modeles de membrane étudiés, nous avons entrepris
I'acquisition in situ de spectres infrarouges de ces films monomoléculaires en utilisant la
spectroscopie PM-IRRA%:*® Les principes fondamentaux de cette technique sont décris en

Chapitre II.
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Les spectres PM-IRRAS des films de Langmuir composés de DMPC, DMPE, DMPG
ou DMPS, en absence et en présenceCdd ou demCX1 (4,0 mgL* et 3,8 mg [,
respectivement) sont présentés en Figure 155. Les fréquences vibratoires des bandes
d’absorption caractéristiques des lipides sont données en Tableau 9. Tous les spectres ont été
collectés & la pression de surfdée 30 mN m', considérée comme étant représentative de

I'état de densité rencontré dans les membranes biolodftfues.

L'influence du CX1 et du mCX1 sur la région hydrophobe des films
monomoléculaires étudiés, a savoir les chaines alkyles, a été siaviees groupes
meéthylénes et leurs fréquences d’élongation antisymétsig(@H,) et symeétriques(CHy),
autour de 2920 cihet 2850 crt, respectivement. D’autre part, la fréquence d’élongation des
groupes carbonyleg(C=0), ainsi que la fréquence d’élongation antisymgaé des groupes
phosphodiesters.{P0y), autours de 1730 chet 1220 cril, respectivement, ont permis de
suivre I'effet duCX1 et dumCX1 sur la région polaire des films étudiés. En effet, les valeurs
de vadCH,) et vy(CH,) sont sensibles a la conformation des chaines alkyles, donc a leur état
plus ou moins liquidé® °’tandis que les fréquence=0) etv.dPO,) sont sensibles & I'état
d’hydratation des tétes polair&s?

La diminution des fréquences vibratoires des groupes @Hrésentatifs des chaines
alkyles, peut étre reliée a une diminution de lagitation moléculaire comme lors d’un
refroidissement, donc a un état plus solide et structuré. Au contraire, I'élévation de ces
fréquences implique une augmentation de la liberté conformationnelle avec désorganisation
des chaines alkyles, donc un état plus liquide et agité. Ainsi, un décalage des valeurs de
vadCH,) et v(CH,) vers les faibles nombres d’onde (ou faibles fréquences, soit un décalage

dans le rouge) indique une élévation de 'ordre dans les chaines afky(&s.

Dans un milieu aqueux, les fréquences vibratoires des groupes C=0, esoRO
directement liées au nombre de molécule®© Hlans leur sphere d’hydratation. Plus ce
nonbre est important, donc plus il y a de liaisons H possibles, plus leur fréquence diminue.
Ainsi, Les valeurs de(C=0) etv,{PO;,) sont influencées par I'implication des groupements
chimiques correspondant dans un réseau plus ou moins étendu de liaisons H, et sont par
conséquent directement liees a I'état d’hydratation des tétes polaires lipidiques. Un décalage

de ces bandes vers de faibles nombres d'onde indique donc une augmentation de
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'hydratation, tandis qu'un décalage vers de grands nombres d'onde indique une
déshydratation partielle autrement dit une diminution de I'accessibilité des tétes polaires aux

molécules d’eau environnant®s'> 22

V.5.1. Films lipidiques étalés sur une sous-phase d’eau pure

Avant d’étudier par PM-IRRAS les effets diiX1 et du mCX1 sur les films de
phospholipides, il est essentiel de les caractériser dans leur état de référence, étalés sur une

sous-phase d’eau pure (Figure 155, lignes noires).

Il peut étre relevé que la position des bandg€H,) et v{(CH,) augmentent a partir
de DMPS vers DMPE et DMPG puis DMPC (Tableau 9), indiquant que le niveau d’ordre des
chaines alkyles décroit selon le méme ordre. Ceci est en accord avec lesGdieatsulées
aIl = 30 mN m* montrant une accentuation du caractére liquide, selon un ordre croissant, des
films de DMPC a DMPS, ou DMPE et DMPG sont intermédiaires (voir Tableau 7).

La différenciation des tétes polaires zwitterioniques et anioniques est clairement
visible par I'analyse des bandefC=0) (Tableau 9). Observées autour de 1732 +2 et
1748 +2 cm' pour les lipides zwitterioniques et anioniques, respectivement, ces bandes
indiquent que les groupes C=0 sont plus hydratés dans le cas de DMPC et DMPE comparé a
DMPG et DMPS! Nous suggérons que la présence de contre-catichauNaiveau des tétes
polaires anioniques puisse étre responsable de cette discrimination. En effet, la proximité de
ces cations Nades groupes C=0 peut limiter I'accessibilité a I'eau environnante de ces

derniers0® 154

A l'inverse, les fréquences de vibratio PO,) montrent que les groupes phosphates
sont plus hydratés chez les lipides anioniques DMPG et DMPS, comparé a DMPC et DMPE
(Tableau 9). Chez ces derniers, nous supposons que des interactions intra- et intermoléculaires
entre les anions phosphate et les cations choline (ou éthanolamine selon le lipide considére),

réduisent I'accessibilité de ces groupes phosphates vis-a-vis de I'eau envirgfthante.
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Figure 155. Spectre PM-IRRAS, collectés & =30 mN m', dans les régions spectrales de vibration
d’élongation des groupes méthylenes (gauche), carbonyles (milieu) et phosphates (droite). Résultats obtenus
avec (A) DMPC, (B) DMPE, (C) DMPG et (D) DMPS. Composition de la sous-phase : eau pure (noir) ;
CX1 4,0 mg * (rouge) ; mCX1 3,8 mg't (bleu). Température : 20 °C. Par souci de clarté, ne sont présentés
gue les pics d’intéréts (lignes continues) apres déconvolution du spectre d’origine (lignes discontinues).
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Tableau 9. Fréquences de vibration d’élongation des groupes méthylénes, carbonyles et phosphates de DMPC,
DMPE, DMPG et DMPS en absence et en présen@XdeoumCX1 (IT = 30 mN nt).

s i Vas(CHo) Vs(CHy) UC=0) VadPO;)
Phospholipide Sous-phase (cm‘l) (cm‘l) (cm‘l) (cm‘l)

Eau pure 2923 2852 1730 1236
DMPC CX1 4,0 mg * 2918 2848 1729 1233
mCX1 3,8 mg [* 2919 2850 1733 1240
Eau pure 2920 2852 1735 1224
DMPE CX1 4,0 mg * 2922 2850 1739 1220
mCX1 3,8 mg [* 2920 2852 1741 1219
Eau pure 2920 2851 1747 1212

DMPG CX14,0 mg ! 2930 2858 1739,1749 1219, 1243
mCX1 3,8 mg [* 2924 2853 1736 1245
Eau pure 2919 2850 1751 1219

DMPS CX1 4,0 mg * 2925 2858 1736, 1748 1226, 1246
mCX1 3,8 mg [* 2919 2851 1739 1246

Cette hypothése est appuyée par une simple comparaison structurale des
phospholipides étudiés. Comme indiqué en Figure 156, de telles interactions intramoléculaires
peuvent étre envisagées.

Ces structures ont été obtenues a laide du logiGeem3l¥ Ultra v8.0
(CambridgeSoft Corporation), par optimisation dans le vide a partir d'un dessin
bidimensionnef?® Attention, soyons bien clairs. Ce ne sont que de simples représentations ne
pouvant étre considérées comme de la modélisation moléculaire, le résultat étant totalement
dépendant du dessin initial. Cependant, cette méthode prenant en compte les lois générales de
la Chimie (interactions charge-charge, angles de liaisons, etc.), il est possible d'en tirer
guelques indications comme un modele manipulable, a condition de dessiner selon un modele
unique les différentes structures avant calcul.

Il peut ainsi étre constaté chez DMPC et DMPE que les groupes respectifs choline et
éthanolamine, chargés positivement, pourraient se rapprocher du groupe phosphodiester
adjacent et chargé négativement, par repliement de la partigCHzH les séparant
(Figure 156, A et B). En revanche chez DMPG et DMPS, L’absence d'un contre-ion
intramoléculaire rend leur groupe anionique phosphodiester plus accessibles (Figure 156, C et
D).
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A

Figure 156. Structures des phospholipides étu, optimisées dans le vid€liem3¥ Ultra v8.0). Résultats
obtenus avec (A) DMPC, (B) DMPE, (C) DMPG et (D) DMPS. Les chaines alkyles ont été retirées apr
par souci de clarté. Code Couleurydrogénes en blanc, carbones en gris, oxygeénes en azotes en bleu et
phosphores en magenta.

VI.5.2. Films lipidiques étalés sur une soughase de CX

La présence d€X1 dans la sot-phase induit chez DMPG et DMPS un décalage
bandesv,{CH,) et vs(CH,) vers les grands nombres d’ondindiquant unedésorganisation
des chaines alkyles, donc un caractere plus liquide des (Tableau 9. L'effet inverse es
observé chez DMPC, tandis qu’aucun effet significatif n’est a relever dans le cas de
Cet effet de liquéfaction des chaines alkyles de Dhket DMPS observé en F-IRRAS est
en adéquation avec les premiers résultats oba I'aidedes isothermes de compress

Nous avons vu précédemment que les moléculeCX1 pénetrer rapidement dans
les films monomoléculaires de DMPG et de DN Nos résliats obtenus par P-IRRAS
montrent que cette insertion CX1 a pour effet global de désorganiser la partie hydrop

des films de Langmuir anionigt.

Aucun effet significati du CX1 n’a été observéus I'hydratation des groupes C-=
appartenant au lipide DMPQTableal 9). En outre, un faible décalagers les grands nomb
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d'onde (~4 crit) de la bandey(C=0) de DMPE est observé. Ceci indique une légére
déshydratation des tétes polaires de PE au niveau des groupes carbonyles.

Cependant, d’importants changements de la baf@eO) sont clairement visibles
che DMPG et DMPS, caractérisés par une large bande non-gaussienne (Figure 155, C et D ;
spectres centraux). Dans les deux cas, la déconvolution de cette bande révéle deux pics

discernables, attribués aux groupes carbonyles sn-1 et sn-2 (voir Figure 157).

© Na sn-1 p
R—O(j\\P/i)j/Y\Oi,Rl/ R < %‘»_/OH ou §_¥<C02-
o R HO NH3*
\(l)l/\ \(+-)-glycéryl L-sérine
sn-2

Figure 157. Nomenclature spécifique aux phosphoglycérides. Selon la nature de R, présentation de DMPG ou
DMPS. R et R peuvent étre identiques ou différents, iti=RRZ = chaine alkyle.

Cette dissociation des deux bande$C=0O),1 et »(C=O)k,, indique que
'environnement chimique de chacun des deux groupes €£=Detsn-2 est plus différencié
en présence d€X1 gu'en son absence. D’aprés les études de Casal et coll. (et plus
récemment Binder et coll.), ce phénoméne est la conséquence d’une restriction de liberté
conformationnelle des groupes esters, les rendant chimiquement difféfeAt8.Cette
restriction peut étre la conséquence d'un changement de conformation du squelette
glycérolique des lipides DMPG et DMP%.

Selon la littérature, nous assignons le pic de plus haut nombre d’ondes aux groupes
C=Qy,4, tandis que le pic de plus bas nombre d’ondes est assigné aux groupgs &<
Par comparaison avec l'unique bande observée en conditions pures, seuls les catdhyles
sont significativement affectés par la présenc€xé (Tableau 9). Leur bande d’absorption
subi en effet un décalage vers les faibles nombres d’ondes (de 8 et ¥HumMDMPG et
DMPS, respectivement), signifiant une importante hydratation des groupes,,Ct@s
carbonylessn1 sont quant-a eux légerement déshydratés chez DMPG et Iégérement hydratés
chez DMPS, comme l'indiguent les faibles décalages respectivement vers le bleu et vers le
rouge des bande$C=0),; correspondantes (2 et 3 ¢jn

Cette analyse des bandg€=0) montre que I'environnement chimique des groupes

carbonylessn-1 est peu modifié en présencel¥€l, tandis que les carbonyles-2 sont plus
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accessibles aux molécules@environnantes. Il peut étre envisagé que ce phénomene soit la
conséquence du déplacement des catiorisipuis les tétes polaires vers la sous-phase, suite
aladsorption de CX1a l'interface eau-DMPG ou eau-DMPS. On peut également proposer en
paralléle que le carbonykn-2 étant le plus proche du groupe anionique phosphodiester, site
de liaison du CX1 le plus probable, il serait donc plus affecté par la présence de ce dernier. En
effet, il est décrit dans la littérature que l'association entre un anion phosphodiester et un
cation guanidinium implique des interactions électrostatiques ainsi que des liaisons
hydrogéné™> ?*®impliquant donc un fort caractére directionnel (Figure 585'2Il est ainsi
probable que la contrainte spatiale @X1 soit alors transmise aux phospholipides. Par
conséquent, une conformation spécifique des tétes polaires lipidiques, en particulier du
squelette glycérolique, pourrait étre induite par I'adsorptiolCdé& a la surface des films
anioniques.

Par extrapolation, les flms de DMPG et DMPS modélisant une membrane cellulaire
bactérienne, ces résultats suggerent comme@Xte peut modifier la structure a I'échelle

moléculaire d'une de ces membranes.

€]

RO/ RO/ HN H2N
P B /P'. €] @ ,:>_NH B >_NH
RO™ \eo RO™ \x A \
o) o) H,N R H,N R

N J
Y

H
Interactions RO QU HA
par :P/', o IIIIIIIIII’IIIII@ ‘: )—NH |nteraCt|0nS

liaisons H RO™ 5, y—i R électrostatiques
\

H

Figure 158. Association guanidinium/phosphate. Cation guanidinium  mono-substitué et anion
phosphodiestef®*

Les résultats obtenus jusqu’a présent montrent qu’il est fort probable que le
groupement phosphodiester, chargé négativement, de chaque téte polaire PG ou PS soit le
principal site de liaison du calixarem@ ses groupes guanidinium chargés positivement. Afin

de clarifier ce point de vue, la bande d’absorptigfP©,) a été analysé&.

Il peut étre observé sur les spectres PM-IRRAS des films de DMPG et DMPS que
I'allure et la fréquence de vibration de la bamgéPQ,) sont trés nettement modifiées par la
présence de CX1 (Figure 155, C et D, spectres de droite ; Tableau 9).
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La bandev.dPO,) se trouve divisée en deux pics, tous deux décalés vers les grands
nombres d’ondes. Cette division suggere la co-existence de deux populations de groupes
phosphodiester. Nous pouvons a ce stade de notre étude faire I’hypothese que I'une de ces
populations soit constituée de lipides libres, et I'autre de lipides assodi®slalen effet, il
est raisonnable du supposer que la liaison d'un groupe guanidinium a un groupe
phosphodiester selon I'association illustrée en Figure 158 puisse induire une déshydratation
de ce groupe phosphodiest& Ce phénoméne doit donc étre détectable en PM-IRRAS par
un décalage vers de grands nombres d’onde. Par conséquent, le pic a la plus faible fréquence,
peu décalé vers le bleu et indiquant une légére déshydratation des groupes phosphodiesters
correspondants, est attribué aux phospholipides non-liés. D’autre part, le second pic a la plus
haute fréquence, plus nettement décalé vers le bleu et indiquant une importante déshydratation
des groupes phosphodiesters correspondants, est attribué aux phospholipideSXigviau

une association guanidinium/phosphodiester.

Avec les films zwitterioniques (DMPC ou DMPE), l'influence @X1 sur la bande
vadPOy) est peu prononcée, selon un léger décalage autour de 3 4 vecsnles faibles
nombres d’ondes (Figure 155, A et B, spectres de droite). De plus l'allure de la bande n’est
également pas affectée, et reste sous la forme d'un unique pic d’absorption. Ainsi,
similairement aux résultats obtenus par l'analyse de la be({@0), I'observation de la
bande v,{PQO,) indique que leCX1 n’interagit que faiblement avec les tétes polaires
zwitterioniques PC et PE. Nous supposons que les groupes guanidinium du calixaréne soient
électrostatiquement repoussés par les groupes cationiques choline ou éthanolamine des tétes
polaires PC ou PE. De plus, les interactions intra- et intermoléculaires entres ces cations
choline ou éthanolamine et les anions phosphodiesters doivent masquer ce dernier,

défavorisant d’autant plus la formation d’un complexe guanidinium/phospHate.

On peut constater que les groupes phosphodiesters des lipides DMPC et DMPE sont
sensiblement plus hydratés en présenceCdd, comme lindique leur bande,d{PO,)
apparaissant dans les deux cas avec un léger décalage vers le rouge. Il est relativement
difficile d'interpréter cette observation. Cependant, celle-ci pourrait en partie étre expliquée
par les travaux de Lafrance et coll. qui, par comparaison entre DPPE et son aNedogiée
ont démontré que I'éloignement forcé des ions éthanolamines et phosphates a pour effet

d’accroitre I'état d’hydratation de ce dernfét De plus, il est connu qu’en modifiant la force
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ionique d’'une solution aqueuse, notéet exprimée en mol't, on modifie en conséquence
I’équilibre d’'une réaction de dissociation ionique s’y déroulant. Nous proposons donc, avec
réserve, que la dissociation des paires ioniques choline/phosphate chez DMPC et
éthanolamine/phosphate chez DMPE soit favorisée par 'augmentation de la force ionique de
la sous-phase due a la présence&Cd. Cette dissociation pourrait ainsi rendre les groupes
phosphodiesters plus accessibles a I'eau environnante et expliquer le décalage observé de la
bandeva{PO,). Selon I'Equation n° 25, la force ionique’une solution d&CX1 & 4,0 mg [*

est de 0,032 mM. Cette valeur est suffisamment faible pour que I'électrolyte considéré se
rapproche d’une solution idéale par analogie avec un gaz parfait.

_1 2
| _EZC‘ b

ou G est la concentration d’un ion noté i, esan nombre de charge.

Equation n°® 25.

En outre, bien que la méme tendance soit observée chez DMPE dans len€2s1du
il peut étre remarqué que celui-ci a I'effet inverse chez DMPC en provoquant cette fois un
décalage de la banag(PQO,) vers les grands nombres d’ondes (Tableau 9). Ceci indique que
le seul facteur de la force ionique n’est pas le seul responsable des effets observés. En effet, il
est a noter que la position de la bangéPO,) peut aussi étre affectée par des changements
de conformation de la téte polaire PE.

V.5.3. Films lipidiques étalés sur une sous-phase de mCX1

Nous avons vu que X1 entraine peu de modifications sur les bandes d’adsorption
étudiées des phospholipides zwitterionigues DMPC et DMPE. De méme, il n'a été observé
gue peu d’effets dmCX1 sur les bandes d’absorption de DMPC et DMPE. C’est pourquoi
seuls le cas des phospholipides anionigues DMPG et DMPS seront relatés au cours des

paragraphes suivants (Figure 155, C et D, lignes bleues).

Il peut étre constaté qu’en présencend€X1, la bande d'absorption,{PO,) est
fortement décalée vers les grands nombres d’'onde. Remarquons d’ailleurs que cette bande

apparait autour de la méme valeur que le pic le plus décalé observé dans |€¥4s slit
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environ 1245 cij, signifiant une déshydratation du méme ordre des groupes phosphodiesters
correspondants (Tableau 9). Ce résultat indiqgue un mode de liaison similairen€xfeou

CX1 et les groupes phosphodiesters. De plus, par contraste avec le@©44,da présence

d’'un unique pic d’absorption suggére que la majorité des phospholipides interagissent avec le
mCX1. En effet, aucunes restrictions spatiale ou stérique ne sont imposées aux groupes
guanidinium du monomere, qui pourraient limiter son association a chaque lipide du film

monomoléculaire.

De méme, la bande d’absorptiofC=0), correspondant aux groupes C=0 de DMPG
ou DMPS, se trouve dans les deux cas décalée dans le rouge, a une valeur comparable a celle
relevée pour le pic le plus décalé observé en présenc¥teCeci indique un accroissement
de I'état d’hydratation de ces carbonyles, probablement pour les mémes raisons explicitées
préecédemment avec IEX1. Fait intéressant, I'apparition d’'un unique pic d’absorption
suggere que la conformation du squelette glycérolique n’est pas significativement modifiée
par I'adsorption denCX1 aux phospholipides, contrairement a son analogue macrocyclique.
Ainsi, cette analyse de la band€=0) conforte nos propositions faites de I'analyse
dela bandev,dPG,). Le mCX1 semble se lier aux phospholipides anioniques selon le méme
mode de liaison que I@X1. Cependant, ce dernier cause peu de modifications structurales au

niveau moléculaire des films de Langmuir constitués de DMPG ou de DMPS.

De plus, lemCX1 a peu d’'influence sur la position des bandg€H,) et vyCH,) de
ces phospholipides anioniques, par comparaison avec l'effet observé en préseide de
faible décalage de ces bandes d’absorption vers les grands nombres d'onde est encore
mesurable pour DMPG, tandis qu’aucun changement significatif n’est observé avec DMPS
(Tableau 9). Le fait que ImCX1 interagisse avec les groupes phosphodiesters sans affecter la
conformation de leurs chaines alkyles indique que cette molécule ne pénétre pas dans la partie
hydrophobe des flms monomoléculaires de DMPG et de DMPS.

Le faible décalage des bandggCH,) et v{(CH,) observé avec DMPG est un indice
en faveur de son insertion partielle dans la partie hydrophile du film. Ce résultat appui donc
notre hypothese concernant la formation de liaisons H entre les groupes —OH des molécules
demCX1 et des tétes polaires PG. Ces interactions, absentes chez DMPS comme le conforte
les résultats obtenus par PM-IRRAS, pourraient ainsi étre responsables de la plus grande
stabilité du mCX1 dans le film de DMPG comparé a DMPS.
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Les résultats ainsi obtenus par PM-IRRAS convergent avec ceux obtenus avec les
autres méthodes précedentes. Ces résultats montrent qu€Xd interagit de maniere
électrostatique avec les films monomoléculaires de lipides anionigiaesine association
phosphate/guanidinium (Figure 158). Le mode de liaison mis en jeu est donc identique a celui
impliqué dans le cas d@X1. Cependant, I'absence d’interactions apolaires défavorise la
pénétration dunCX1 dans la partie hydrophobe des films. Ce dernier ne perturbe donc que

modestement la structure des films monomoléculaires de DMPG et de DMPS.

V.6. Conclusion du chapitre

Au cours de ce projet, nous avons étudié les propriétés interfaciales de films
monomoléculaires composés de phospholipides zwitterionigues (DMPC ou DMPE) ou
anioniques (DMPG ou DMPS), étalés a l'interface eau-air selon la technique de Langmuir.
Ces films de Langmuir ont respectivement été utilisés comme des modéles de membranes
cellulaires eucaryotes (globalement neutre) ou bactériennes (globalement négative).

L’'impact de I'antibactérien trifluoroacétate de tguréguanidinoéthyl)-calix[4]arene
(CX1) sur les propriétés de ces membranes modeéles a ainsi été étudié, et comparé avec celui
du p-(guanidinoéthyl)-phénoh{CX1), équivalent monomérique inactif @X1. Les mesures
d’isothermes de compressidRA et AV-A, et d’adsorptiordI-t, des flms monomoléculaires
en présence ou non @X1 ou demCX1 ont donc été realisées. Ces méthodes d’investigation
ont été complétées par 'emploi de la microscopie BAM et de la spectroscopie infrarouge PM-
IRRAS.

Nos résultats montrent qued@X1 et lemCX1 ont un impact différent sur les modeles
de membranes lipidiques utilisés. Les effets de ces molécules chargées positivement sont
clairement visibles dans le cas des phospholipides anionigues DMPG et DMPS (modéles
bactériens). Par contraste, aucun effet significatif n'a été observé sur les propriétés
interfaciales des films de Langmuir formés avec les phospholipides zwitterioniques DMPC et
DMPE (modeles eucaryotes). Cette discrimination entre les deux classes de lipides étudiées
indique que les attractions charge(+)-charge(-) jouent un réle décisif dans les interactions
entre nos modeles de membranes et les deux d€X#&set mCX1. Nous proposons donc
gue ce résultat puisse étre une des raisons expliquant les bons indices de sélectivité observés

in vitro avec le CX1.
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Les propriétés physico-chimiques des films monomoléculaires de DMPG et de DMPS
sont modifiées de fagon plus prononcée paCX¥el, comparé aimmCX1. Nous avons montré
gue les attractions électrostatiques misent en jeu impliquent la formation de systémes
guanidinium/phosphate, selon des interactions de type charge-charge et liaison H. Ce
phénomeéne est commun aux deux dérivés étudiés. Cependant, nous avons montré que le
MCX1 ne pénétre que partiellement dans un film monomoléculaire de DMPG, et pas du tout
dans le cas de DMPS. En revanche, nos résultats indiquent €l lpeut pénétrer plus
profondément dans le film de chacun des deux lipides anioniques. Nous proposons que cette
stabilité accrue des systemes CX1-DMPG ou CX1-DMPS soit due a I'existence d’interactions
charge-charge, au niveau de la partie hydrophile, et d’interactions apolaires, au niveau de la
partie hydrophobe des films. Ces interactions apolaires, inexistantes dans lene@XHu
doivent donc étre un élément essentiel en partie responsable de l'activité antibactérienne du
CX1.

Dans le cas duCXl, la formation d’'un complexe entre ce dernier et quatre
phospholipides peut ainsi étre envisagée (supramolécule {Gpite);). Cependant, de
probables géenes stériques doivent défavoriser la formation d’un tel complexe. De plus, nous
avons pu constater la coexistence de deux populations de phospholipides, I'une liée, et I'autre
non liee auCX1. Ainsi, une organisation possible d’'un film monomoléculaire de DMPG ou
de DMPS en présence @&X1 est proposée en Figure 159. Cette hétérogénéité des films
monomoléculaires de DMPG et de DMPS pourrait étre responsable de l'important effet

liquéfiant du CX1 sur ces films.

Nous proposons donc que les effets de liquéfaction et de déstabilisat®Xildainsi
observés sur nos modeles de membranes bactériennes puissent étre liés a la fragilisation et la
perméabilisation de la paroi des bactéries étudiées auparavant en microbiologie. Il semblerait
gue l'existence d’interactions apolaires soit un élément incontournable pour obtenir d’une
molécule un effet antibactérien.

Ces résultats peuvent donc permettre de mieux comprendre comr@eit peerturbe
les propriétés de la paroi des bactéries traitées. A I'avenir, cette meilleure compréhension du
mode d’action du CX1 pourrait étre exploitée afin d’optimiser sa structure et donc son activité
antibactérienne. Certaines recherches pourraient aussi étre orientées pour approfondir les
connaissances sur ce mode d’action. Par exemple, on peut envisager la synthéese d’analogues

du CX1 disposant d’'un nombre variable de groupes guanidinium, afin d’appréhender le réle
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de la structure calixarenique. D’autre part, I'introduction de chaines alkyles en partie b

macrocycle pourrait accroitre les interactions hydrophott ainsi améliorer accroitr
I'activité antibactérienne.

Figure 159.Propositions d'interactions anterface eawir entre un film monomolécula de DMPG et l&CX1
ou lemCX1. Insertion dumCX1dans le film de DMPG, vude c6té (A).Supramolécule (CX;(DMPG), ou le
CX1 estlié de fagon opposée a deux molécules de DMPG et bordé par deux molécules de D-liées, vue
de co6té (B). Supramolécule (CXIDMPG), et deux molécules de DMPG nbées, vue de dess (C). Les
contreions, trifluoroacétates et sodium, ont été retirés pour clarifier. Code couleur at : carbones en gris ;
hydrogénes en blanmxygénes en rour ; azotes en bleu ; phosphores en orange.
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Conclusion générale

es travaux décrits dans ce mémoire s’inscrivent dans deux projets distincts.

En effet, le premier projet concernait des dérivés lipophiles et amphiphiles

du calix[4]arene, concus comme des prodrogues d’anti-infectieux. Le second
projet concernait un dérivé hydrophile du calix[4]aréne a propriétés antibactériennes. Afin de
mener a bien nos recherches, nous avons associé la chimie organique pour la synthése de ces
dérivés a visés thérapeutiques du calix[4]aréne, la physico-chimie pour I'étude de leur
comportement interfacial, et la chimie analytique pour étudier la réactivité aux interfaces de

certains d’entre eux.

Nous nous sommes donc intéressés en premier lieu a I'emploi dp-{é&rabutyl)-
calix[4]aréne comme d’'une plateforme organisatrice de principes actifs, dans l'optique de
concevoir des prodrogues amphiphiles anti-infectieuses. Ce concept, applicable a la plupart
des molécules de la pharmacopée, a été développé avec des substances modéles que sont
I'acide nalidixique (antibactérien), I'aciclowt le ganciclovir (antiviraux).

Il s’agissait d’optimiser la synthese de certains composeés déja décrits, congus comme
des prodrogues de l'acide nalidixique, notamment par la mise au point de méthodes de
purification adaptées. Des analogues ont également été préparés dans le but d’appréhender les
relations entre structure et propriétés physico-chimiques. Par la suite, nous avons développé la
synthese de nouveaux dérivés prodrogues, a base dup-&rabutyl)-calix[4]arene et
d’aciclovir ou de ganciclovir. Ceci a demandé un travail complet de chimie organique, avec
une analyse bibliographique et le choix d’'une stratégie de synthese, puis la mise au point des
différentes étapes et la caractérisation des composés obtenus.

Les conjugués calixaréne — anti-infectieux ainsi synthétisés sont insolubles en milieu
agueux. Cette caractéristique rendait délicat de tester I'activité antimicrobienne des premiers
conjugués préparés au laboratoire. Notre objectif principal a donc été de contourner les
contraintes liées I'insolubilité en milieu agueux de ces conjugués calixarene — anti-infectieux.
De part leur caractere amphiphile, nous avons tout d’abord étudié le comportement interfacial
de ces composés. Pour cela, nous avons utilisé la technique des films monomoléculaires de
Langmuir étalés a l'interface eau-air. Cette étude nous a permis de mettre en lumiere certaines

relations structure / propriétés interfaciales.
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Le caractére hydro-insoluble et amphiphile de nos prodrogues laisse supposer une
affinité de ces dernieres pour les milieux hydrophobes ou interfaciaux de I'organisme, tels que
certains tissus adipeux ou les membranes biologiques. Nous avons donc travaillé sur la mise
au point d'une méthode permettant d’étudier la réactivité interfaciale de ces prodrogues. Pour
cela, I'interface eau-air a été utilisée comme un modele des interfaces hydrophile-hydrophobe
retrouvées en milieu physiologique. Un protocole analytique, utilisant la chromatographie
liquide haute performance, a ainsi été développé afin de quantifier les principes actifs libérés
en milieu aqueux. Les cinétiques d’hydrolyse de nos prodrogues a l'interface eau-air ont donc
pu étre déterminées, et comparées a celles obtenues a d'autres interfaces (solide-liquide et
liquide-liquide). Nos résultats ont montré que l'interface eau-air est un outil pour étudier la
réactivité interfaciale des prodrogues considérées. La méthodologie ainsi mise au point
permet en effet de suivre la libération en milieu aqueux des principes actifs greffés au
calixarene étalé a l'interface eau-air en un film monomoléculaire.

Cette approche physico-chimique est applicable a d’autres prodrogues du méme type,
a condition d’étre hydro-insolubles et amphiphiles. Nous sommes donc aujourd’hui en mesure
de sélectionner des substances en fonction de leurs propriétés physiques et chimiques, ou
d’ajuster ces propriétés en fonction de I'application visée. A terme, on pourrait envisager une

utilisation de tels composés, comme agents thérapeutiques a effet retard.

En second lieu, nous nous sommes intéressés a un deérivé polycationique du
calix[4]aréne, le trifluoroacétate de tépgguanidinoéthyl)-calix[4]arene (CX1), présentant
des propriétés antibactériennes. Son mode d’action a été auparavant partiellement étudié, et il
a eté montré que celui-ci implique une perturbation de la structure des parois bactériennes.

Il s’agissait donc pour nous d’apporter des informations complémentaires sur ce
mécanisme d’action, notamment en étudiant les interactions misent en jeu entre le CX1 et les
membranes cellulaires. Pour ce faire, la technique des films monomoléculaires de Langmuir a
ete employée afin de préparer des modeles de membranes lipidiques bactériennes ou
eucaryotes, en utilisant les phospholipides appropriés. Nous avons ainsi mis en évidence
'existence d'interactions électrostatiques entre le CX1 et les membranes bactériennes
modeles.

Par la suite, nous avons entrepris de comparer les effets du CX1 et de son équivalent
monomerique, I@-(guanidinoéthyl)-phénol (MCX1), sur les propriétés interfaciales des films

lipidiques étudiés. Inactif aux concentrations minimales inhibitrices du CX1, le mCX1 a été
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utilisé comme outil d’investigation afin d’identifier certaines propriétés propres au CX1,
pouvant participer a son activité antibactérienne. Nous avons ainsi mis en évidence l'existence
d’interactions apolaires entre ce dernier et les membranes modéles de bactéries. D’autres
résultats ont révélé un mode d’interactions électrostatiques similaire du CX1 ou du mCX1
avec les modeles bactériens, impliqguant une association entre les groupes guanidinium de ces
composes et les groupes phosphodiester des lipides. Les interactions apolaires misent en jeu
dans le cas du CX1 sont donc un €lément essentiel de son mécanisme d’action.

Nous avons ainsi montré que le CX1 n'a pas d’affinité pour les membranes modéles
de cellules eucaryotes. En revanche, il est capable de s’insérer au sein des membranes
modeles de cellules bactérienne$a des interactions électrostatiques et apolaires. Nos
résultats indiquent la coexistence dans ces films monomoléculaires de lipides libres et de
lipides associés au CX1. Nous avons proposé que ce phénomene ait pour conséquence les
importantes modifications de propriétés physico-chimiques constatées avec les modéles
bactériens. Ces derniers sont, en présence de CX1, plus fluides et moins stables, ce qui est en

accord avec certaines observations faites en bactériologie.

Cette étude a donc permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans les interactions entre le CX1 et les membranes lipidiques bactériennes. Les
résultats obtenus permettent de faire un lien entre ces processus et le mode d’action du CX1,
et d’appréhender certaines relations structure/activité. Par cette approche physico-chimique,
I'étude d’analogues du CX1 pourrait a I'avenir permettre d’approfondir nos connaissances sur
ses relations structure/activité, et d’optimiser ses propriétés par les modifications structurales

adéequates.
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Caractérisation et purifications des molécules synthétisées

> Les spectres RMNH et »*C ont été collectés sur un appareil Bruker DRX 400 MHz.
Les spectres RMNF ont été collectés sur un appareil Bruker DRX 250 MHz. Les
déplacements chimiques ont été calibrés sur la base du signal correspondant au solvant
utilisé (ou de sa fraction non-deutérée), exprimé en ppm. Les valeurs ainsi fixées sont :

RMN *H. CDCl; (s, CHC}) : 7,26 ppm ; DMSO-d(m, DMSO-@ a d) : 2,50 ppm ; BO (s,
DHO, H,0) : 4,79 ppm.

RMN *°C. CDCk (t) : 77,00 ppm ; DMSO«(m) : 39,50 ppm.

RMN *°F. pas de calibration.

» Les points de fusion ont été mesurés sur appareil a point de fusion capillaire
ELECTROTHERMAL IA 9200.

> Les spectres FT-IR ont été collectés sur un appareil Bruker Vector 22, a I'état solide
dans une matrice de KBr.

> Les spectrogrammes de masse ont été collectés par Francois DUPIRE au Service
Commun de I'Université, a I'aide d’'un appareil Micromass Platform Il (Electrospray
ESI).

> Les spectres UV-visible ont été collectés sur un appareil SAFAS-Masdoa’. Les
valeurs de\max et de & sont données en nm et en L haoh®, respectivement.

» Les analyses élémentaires ont été réalisées par Sandrine ADACH au Service Commun
del'Université, sur un appareil Thermofinnigan FlashEA.

» Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur deux types de
support, silice ou alumine :
- Si0O, : MACHERAY-NAGEL, ALUGRAM® G/UV.s,,
- Al;O3: MERCK, Aluminium 60 Essneutral.

» Les chromatographies sur colonne ont été effectuées sur ces deux types de support
également :
- Si0, : MACHERAY-NAGEL, Gel de Silice 60 M, 40-63m
- Al,O3: MERCK, Aluminium Oxyde 90 standardiseé.

» Le diméthylformamide (DMF) est dégazé par bullage d’argon, séché sur €taH
distillé sous vide poussé a ~35 °C, puis conservé sous argon a I'abri de la lumiére.
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Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

» Informations générales.

Le systeme CLHP Merck Hitachi utilisé est composé d’'une chaine des modules suivants :

- Un systéme de quatre pompes, modele 7100.

- Un autosampleur équipé d’'une boucle d’injection de 100 uL, modéle 7200.

- Un four thermostat pour colonne, modele T6300.

- Un détecteur UV a barrette de diode 200-350 nm, modele 7450.
La colonne analytique utilisée est de type Nucléodur C18 isis phase inverse (Macherey-Nagel
Inc., Bethlehem, USA), de dimensions 150 mm x 4,6 mm avec un diametre interne de 3 pm,
et une granulométrie de 100 A.

» Conditions chromatographiques.

- Chapitre lll. Phase stationnaire : colonne Nucléodur, maintenue a 40 °C.
Phase mobile : tampon pH 2,5 (H®MHL/HCO,H, 50 mM) / MeCN / MeOH
65/30/5 (v/v/v), avec un débit de 1,0 mL rtinvolume d'injection : 20 pL.

- Chapitre IV. Phase stationnaire : colonne Nucléodur, maintenue a 35 °C.
Phase mobile : 0/ MeOH 90/10 (v/v), avec un débit de 1,0 mL thin
Volume d’injection : 20 pL.

> Préparation des phases mobiles.

Les tampons ont été préparés par pesé du sel basique, et dissolution de celui-ci dans
800 mL d’eau distillée. Le pH, mesuré a l'aide d'un pH-métre PHM210 Met&Y| ast
ensuite ajusté par ajout de l'acide correspondant, et le volume est complété a 1 L a l'aide
d’une fiole jaugée. Les solvants organiques sont alors ajoutés au tampon aqueux, puis la phase
mobile ainsi préparée est dégazée pendant 15 minutes par immersion dans un bain a ultra-son
(Bransonic220).
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Synthése des conjugués calixaréne-quinolone (chapitre 1)

o} o BPN
HO (o] Nao o] JN \N /
/N /N /
N VA WA
1 NS

Acide nalidixique

calix[4]aréne
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Composé N° 1
Nalidixate de sodium.

A une suspension d’acide nalidixique (500 mg; 2,16 mmol ; 1 €q.) dads H
distillé (5 mL) sous agitation magnétique a température ambiante est ajouté
exactement 1 équivalent d'une solution titrée d’hydroxyde de sodium NaOH
(2,270 mL ; 1,698 M ; 2,16 mmol). Le mélange est agité durant 30 min, jusqu’a solubilisation
complete, puis lyophilisé pour donner un solide blanc (550 mg ; quantitatif).

RMN *H (400 MHz, D,O) : 1,29(t, J = 7,3 Hz, 3 H, NCKCH3) ; 2,47 (s, 3 H, C(7)Bs) ;
4,29(q, J=7,3 Hz, 2 H, N€I,CHs) ; 7,15 (d,J=8,3 Hz, 1 H, C(8)) ; 8,25 (d,J = 8,3 Hz,
1H, C(5H) ; 8,40 (s, 1 H, C(&)).

Conforme a la littérature :
Pawelczyk, E. et collCrystalline alkali metal salts of nalidixic acid (1-ethyl-1,4-dihydro-7-
methyl-4-oxo-1,8-naphthyridine-3-carboxylic acid). Pl 83122, 1977.

BPN.
(3-bromo-propyl)-nalidixate.

Une solution de nalidixate de sodium(567 mg ; 2,16 mmol ; 1 éq.) et de
1,3-dibromopropane (7 mL; 68 mmol ; 32 éq.) dans le DMF distillé sur
CaH, (18 mL) est chauffée a 35 °C sous argon durant 5 heures. Aprés
contréle CCM (SiQ ; DCM/MeOH 95:5), le solvant est évaporé a sec sous
vide poussé a ~40 °C et le résidu jaune est séché sous vide poussé. Ce
résidu est repris par un mélange DCME#®:1 (v/v) puis filtré. Au filtrat

sont ajoutés 20 mL d’heptane, et la fraction volatile (DCMIBtest évaporée sous vide sans
chauffer. Le précipité floconneux jaune pale est récupéré par filtration puis chromatographié
sur gel de silice élué par un mélange(EMeCN 9:1 (v/v), et les fractions d'intéréts sont
rassemblées et évaporées a sec. Le résidu est repris dans un mélange DCM/heptane 2:1 (v/v)
et le DCM est évaporé sous vide sans chauffer pour donner apreés filtration un solide blanc
cristallin (579 mg ; 76%).

RMN *H (400 MHz, CDCly) : 1,51(t, J= 7,0 Hz, 3 H, NChCHs) ; 2,35 (quint,J = 6,3 Hz,
2H, BrCHCH,CH,OCO); 2,68 (s, 3H, C(7)%); 3,67 (t, J=65Hz, 2H,
BrCH,CH,CH,OCO) ; 4,45 & 4,54 (m, 4 H, BrGBH,CH,OCO + NH,CHs) ; 7,26 (d,
J=8,2Hz, 1 H,C(6)); 8,63 (s, 1 H, C(3)); 8,64 (d, F8,2Hz, 1 H, C(T)).

Conforme a la littérature :
Ben Salem, A. et coll. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 6769-6771.
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Composé N° 2

Conjugué calixarene-mono-quinolone terbutylé.
5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25-[3-(nalidixate-oxy)-
propoxy]-26,27,28-tris-hydroxy-calix[4]arene.

Une suspension de tétpatert-butylcalix[4]aréne (600 mg ;
0,926 mmol ; 1,0 éq.), O3 (74 mg ; 0,540 mmol ; 0,58 éq.)

et KlI (377mg; 2,270 mmol; 2,5¢éq.) dans I'acétonitrile
fraichement distillé sur CaH(70 mL) est chauffée a reflux

sous argon durant 1 heure. Une solutionBRN (280 mg ;

0,793 mmol ; 0,9 €g.) dans Il'acétonitrile distillé (17 mL) est
ensuite ajouté, et le mélange est maintenu a reflux sous argon
pendant 20 heures. Aprés contréle CCM (SiOCM/MeOH

955), le solvant est évaporé a sec, et le résidu jaune pale est
trituré dans le DCM (5 mL), puis filtré sur Céfitet rincé par 3x5 mL de DCM. Le filtrat est
évapore et le résidu est chromatographié sur gel de silice élué par un mélange DCM/MeCN
85:15 (v/v) pour donner 335 mg d'un solide vitreux (46%).

Le produit est traité par MeCN (1,5 mL). Apres une premiere solubilisation, un abondant
précipité blanc apparait, et 1 mL de MeCN supplémentaire est ajouté. Ce précipité blanc est
récupéré par filtration, rincé par MeCN (1 mL), puis séchés sous vide poussé a 45 °C
(243 mg ; 73% précipitation).

Pf: 118 °C

IR (KBr) : large 3324,0 ¢(O-H) : ArOH) ; 2960,4 {,{CHjy) : tert-butyl) ; 2868,5 ¢s(CHy) :
ArCHAr + propyl) ; 1735,9 et 1696,2(C=0) : ester) ; 1641,5 et 1612,{C=0) : cétone) ;
1485,4 (6(CHg) : tert-butyl) ; 1440,7 §(CH,) : nalidixate + propyl) ; 1207,6v(C=C) et
p(CHs) : nalidixate et calixaréne).

UV-Vis (DCM) : 259 (27841) ; 281 (22170) ; 329 (14084).

RMN *H (400 MHz, CDCls) : 1,18(s, 9 H, C(®3)3 B) ; 1,20 (s, 18 H, C(B3)s A) ; 1,22 (s,
9H, C(Ms)sC) ; 1,43 (t, J=7,2Hz, 3H, NCBCH3) ; 261 a 2,65 (m, 5H,
OCH,CH,CH,0CO + C(7)®s) ; 3,40 (1/2 AB,J=13,1 Hz, 2 H, ArA)CHaHeAr(B)) ;
3,43-4,27 (AB,J=13,6 Hz, 4 H, AR)CH-Ar(C)) ; 4,34 a 4,42 (m, 6 H, N&CH; +
Ar(A)CHaHeAr(B) + OCH,CH,CH,OCO) ; 4,81 (tJ=6,2 Hz, 2 H, OCKCH,CH,OCO) ;
6,98 (AX, J=2,3Hz, 2H, Ark(A)CHAr(C) ; 7,03 (AX, J=23Hz; 2H,
ArHm(A)CH,Ar(B)) ; 7,05 (s, 2 H, Afl, C) ; 7,07 (s, 2 H, A B) ; 7,23 (d, J=8,0 Hz, 1 H,
C(6)H) ; 8,64 (d,J=8,0Hz, 1 H, C(H)) ; 8,70 (s, 1 H, C(B)) ; 9,53 (s, 2 H, Ar® A) ;
10,12 (s, 1 H, Ar®l C).

RMN C (400 MHz, CDCkL) : 15,15 (NCH,CHs) ; 25,03 (C(7¢Hs) ; 29,26
(OCH,CH,CH,0CO) ; 31,20 (QTH3)3 B) ; 31,44 (C(C®i3)3 C) ; 31,47 (C(E®3)3 A) ; 32,10
(Ar(A)CHAr(B)) ; 32,95 (Ar(ACH,Ar(C)) ; 33,87 (CHs)3 A) ; 33,98 C(CH3)3 C) ; 34,19
(C(CHs)3 B) ; 46,54 (NCH,CH3) ; 61,35 (OCHCH,CH,OCO) ; 73,58 (€@H,CH,CH,OCO) ;
111,83 (C(3)) ; 121,05 C(6)) ; 121,51 C(9)) ; 125,58 (AEW(A)CH,Ar(C)) ; 125,65
(ArCyh(A)CHAr(B) + C, C) ; 126,42 (G, B) ; 127,43 (ArG(A)CH.Ar(B)) ; 128,05 (G C) ;
128,32 (ArG(A)CHAr(C)) ; 133,43 (G B) ; 136,80 (@5)) ; 143,05 (G A) ; 143,63 (G C) ;
147,65 Ci C) ; 148,16 C, B) ; 148,45 (GA) ; 148,61 (C10)) ; 148,91 C(2)) ; 149,09 (CB)

; 162,54 C(7)) ; 165,41 CO ester) ; 174,683(4) cétone).

Analyse élémentaire :calculée pour §H7:N20O; (921,21) : C 76,92% ; H 7,88% ; N 3,04%.
Mesurée : C 76,57% ; H 7,80% ; N 3,54%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt: = 921,21. Mesure m/z : 922, 4MfH]".
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Composé N° 3

Conjugué calixarene-bis-quinolone tetiutylé.
5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25,27-bis-[3-(nalidixate-
0XY)-propoxy]-26,28-bis-hydroxy-calix[4]aréne.

Une suspension de tétpatert-butylcalix[4]aréne

(225 mg ; 0,346 mmol ; 1,0 éq.),,80; (107 mg ;
0,770mmol ; 2,2 éq.) et KI (164 mg; 0,989 mmol ;

2,8 égq.) dans [l'acétonitrile fraichement distillé sur
CaH (20 mL) est chauffée a reflux sous argon durant

1 haure. Une solution dBPN (257 mg ; 0,728 mmol ;

2,1 éq.) dans l'acétonitrile distillé (15 mL) est ensuite
ajouté, et le mélange est maintenu a reflux sous argon
pendant 22 heures. Aprés contrle CCM (SiO
DCM/MeOH 95:5), le solvant est évaporé a sec, et le résidu jaune pale est trituré dans le
DCM (5 mL), puis filtré sur Célif® et rincé par 3x5 mL de DCM. Le filtrat est évaporé et le
résidu est chromatographié sur gel de silice neutralisée pay @it par un mélange
DCM/Et,O/MeCN 4:4:2 (v/viv) pour donner 226 mg d’un solide vitreux (67%).

Le produit est repris dans le DCM (1 mL) et@&test lentement ajouté jusqu’a I'apparition de
petits grains. Apres un repos de 30 min a température ambiante, les cristaux blanc formés sont
récupéres par filtration puis séchés sous vide poussé (126 mg ; 56% cristallisation).

P;: 132 °C

IR (KBr) : large 3394,4 ¢(O-H) : ArOH) ; 2958,1 {,{CHj) : tert-butyl) ; 2868,4 ¢s(CHy) :
ArCH,Ar + propyl) ; 1734,4 et 1694,2(C=0) : ester) ; 1639,5 et 1613,§C=0) : cétone) ;
1486,8 (6(CHg) : tert-butyl) ; 1440,8 §(CH,) : nalidixate + propyl) ; 1207,7v(C=C) et
p(CHs) : nalidixate et calixaréne).

UV-Vis (DCM) : 254 (29800) ; 290 (12900) ; 332 (19990).

RMN *H (400 MHz, CDCls) : 1,00(s, 18 H, C(®3)s B) ; 1,24 (s, 18 H, C(B3): A) ; 1,38
(t, J=7,2Hz, 6 H, NCHCH3) ; 2,52 (quintJ = 6,0 Hz, 4 H, OCKCH,CH,0CO) ; 2,61 (s,
6 H, C(7)(H3) ; 3,28-4,30 (AB,J=12,8 Hz, 8 H, ArEGl,Ar) ; 4,19 (t,J=6,0Hz, 4 H,
OCH,CH,CH,0CO) ; 4,32 (q,J=7,2Hz, 4H, NCEI,CHs) ; 4,86 (t,J=6,0Hz, 4H,
OCH,CH,CH,0CO) ; 6,82 (s, 4 H, A&t B) ; 6,97 (s, 4 H, Ad,A) ; 7,17 (d,J= 8,1 Hz,
2H,C(6H); 7,78 (s, 2 H, Ar® A) ; 8,58 (d, == 8,1 Hz, 2 H, C(3))) ; 8,60 (s, 2 H, C(%)).
RMN '*C (400 MHz, CDCkL) : 15,55 (NCH,CHs) ; 25,38 (C(7¢H3) ; 29,71
(OCH,CH,CH,0OCO) ; 31,43 (GCH3); B) ; 32,09 (C(®i3)s A) ; 32,18 (ArCGHLAr) ; 34,17
(C(CH3)s A) ; 34,37 C(CHs)s B) ; 46,89 (NCH2CH3) ; 61,95 (OCHCH,CH,OCO) ; 72,93
(OCH2CH,CH,OCO) ; 112,34¢(3)) ; 121,22 (@®)) ; 121,73 (©)) ; 125,43 (G A) ; 125,99
(Cm B) ; 127,98 (G A) ; 133,15 (G B) ; 137,06 (@5)) ; 141,74 (G A) ; 147,32 (G B) ;
149,18 C(10)) ; 148,96 C(2)) ; 150,00 (€B) ; 151,15 (GA) ; 162,77 (C7)) ; 165,51 (©
ester) ; 175,12G(4) cétone).

Analyse élémentaire :calculée pour &@HggN4Oio (1193,51): C 74,47% ; H 7,43%;
N 4,69%. Mesurée : C 74,50% ; H 7,36% ; N 4,71%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt: = 1193,5. Mesure m/z : 1194 MIfH]".
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Composé N° 4

Conjugué calixarene-mono-quinolone.
25-[3-(nalidixate-oxy)-propoxy]-26,27,28-tris-hydroxy-
calix[4]arene.

Une suspension de calix[4]arene (218 mg ; 0,510 mmol;
1,0 éq.), KCO; (42 mg ; 0,310 mmol ; 0,6 éq.) et KI (196 mg ;
1,180 mmol ; 2,3 éq.) dans l'acétonitrile fraichement distillé

sur CaH (20 mL) est chauffée a reflux sous argon durant 1
heure. Une solution d&PN (200 mg ; 0,570 mmol ; 1,1 éq.)
dans l'acétonitrile distillé (20 mL) est ensuite ajouté, et le
mélange est maintenu a reflux sous argon pendant 22 heures.
Aprés contréle CCM (Si©; DCM/MeOH 95:5), le solvant est
évaporé a sec, et le résidu jaune pale est trituré dans le DCM (3 mL), puis filtré sut &élite
rincé par 2x3 mL de DCM. Le filtrat est évaporé et le résidu est chromatographié sur gel de
silice neutralisée par NE€lué par un gradient DCM/Ed/MeCN 1:1:0,2 => 1:1:2 (vIvIv)

pour recycler le dérivés (83 mg ; 17%) et donner 188 mg encore impur du comgpokine
seconde purification par chromatographie sur gel de silice élué par un gradient DCM/MeCN
9:1 => 8:2 (v/v) donne 140 mg d’'un solide vitreux (41%).

Le produit est repris dans le DCM (2 mL) puis précipité par ajout #f2 @t mL). Le solide

blanc est filtré, subi plusieurs lavage par trituration dans le pentane, puis est séché sous vide
poussé (120 mg ; 84% précipitation).

P:: 205 °C

IR (KBr) : large 3308,9 ¢(O-H) : ArOH) ; 2934,4 {,{CH,) : ArCH,Ar + propyl) ; 2869,1
(vo(CHy) : ArCHAr + propyl) ; 1734,1 et 1691,1(C=0) : ester) ; 1635,8 et 1611,{C=0)

. cétone) ; 1441,96(CH,) : nalidixate + propyl) ; 1254,2 et 1210,#Q=C) + p(CHj3) :
ndidixate + calixarene).

UV-Vis (DCM) : 258 (19243) ; 280 (10217) ; 336 (13432).

RMN *H (400 MHz, CDCls) : 1,42 (t, J=7 Hz, 3H, NCHCHs) ; 2,62 & 2,66 (m, 5H,
C(7)CH3 + OCHCH,CH,OCO) ; 3,45 (1/2ABJ = 13 Hz, 2 H, ArQ)CHaHeAr(B)) ; 3,46-
4,27 (AB, J=14Hz, 4H, AR)CHAr(C)) ; 438 a 4,41 (m, 6H, N&CH; +
Ar(A)CHaHeAr(B) + OCH,CH,CH,OCO) ; 4,85 (tJ=6 Hz, 2 H, OCHCH,CH,OCO) ;
6,63 86,69 (m, 3 H, AH, C + ArH, A) ; 6,85 (t, J=8 Hz, 1 H, A, B) ; 6,98 a 7,07 (m, 8 H,
ArHn A + ArH, B + ArH,,C) ; 7,24 (d,J=8Hz, 1H, C(6)) ; 8,63 (d,J=8Hz, 1H,
C(5H) ;8,68 (s, 1 H,C(B);9,35(s, 2 H, Ar®Bl A) ; 9,64 (s, 1 H, Ar®I C).

RMN *°C (400 MHz, CDCk) : 15,07 (NCH,CHs) ; 25,03 (C(7¢Hs) : 29,31
(OCHCHCH,OCO) ; 31,34 (ArQ)CH.Ar(B)) ; 31,86 (Ar@)CH.Ar(C)) ; 46,56
(NCH,CHj3) ; 61,64 (OCHCH,CH,OCO) ; 73,71 (@H,CH,CH,OCO) ; 111,74 €(3)) ;
120,77 Cp A) ; 121,10 €(6)) ; 121,49 (@)) ; 121,94 (¢ C) ; 126,18 (G B) ; 128,21 (&, C)

; 128,33 C B) ; 128,37 (G A) ; 128,72 (GA) ; 129,34 (GC) ; 134,10 (GB) ; 136,76
(C(5)) ; 148,58 C(2)) ; 148,91 C(10)) ; 149,05 Ci C) ; 150,87 (GA) ; 151,20 (CB) ;
162,60 C(7)) ; 165,64 CO ester) ; 174,6X3(4) cétone).

Analyse élémentaire :calculée pour ¢H4oN2O; (696,79) : C 74,12% ; H 5,79% ; N 4,02%.
Mesurée : C 74,05% ; H 5,82% ; N 4,08%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculéevt = 696,3. Mesure m/z : 719,8/FNa]" ; 1415,5
[2M+Na]".
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Composé N° 5

Conjugué calixarene-bis-quinolone.
25,27-bis-[3-(nalidixate-oxy)-propoxy]-26,28-bis-
hydroxy-calix[4]arene.

Une suspension de calix[4]arene (172 mg;
0,405 mmol ; 1,0 éq.), 0O; (61 mg ; 0,445 mmol ;
1,1éq.) et KI (169 mg; 1,011 mmol; 2,5 éq.) dans
I'acétonitrile fraichement distillé sur Cak25 mL) est
chauffée a reflux sous argon durant 1 heure. Une
solution deBPN (300 mg ; 0,849 mmol ; 2,1 éq.) dans
I'acétonitrile distillé (20 mL) est ensuite ajouté, et le
mélange est maintenu a reflux sous argon pendant 28
heures. Aprés controle CCM (SIQDCM/MeOH 95:5), le solvant est évaporé a sec, et le
résidu jaune pale est trituré dans le DCM (3 mL), puis filtré sur Editencé par 2x3 mL de
DCM. Le filtrat est évaporé et le résidu repris dans 1,5 mL de DCM est précipité par ajout de
Et,O (15 mL) puis filtré. Ce précipité est chromatographié sur gel de silice neutralisée par
NEt; élué par un mélange DCM&&EYMeCN 1:4:5 (v/viv) pour donner 232 mg d’un solide
vitreux (59%).

Le produit est repris dans un mélange DCM/MeCN, le DCM est évaporé sous vide sans
chauffer, et le précipité blanc semi-cristallin formé est filtré puis séché sous vide poussé
(193 mg ; 83% précipitation).

P;: 225 °C

IR (KBr) : large 3441,0 ¢(O-H) : ArOH) ; 2928,9 {,{CH,) : ArCH,Ar + propyl) ; 2867,2
(v(CHp) : ArCHAr + propyl) ; 1734,8 et 1694,8/(C=0) : ester) ; 1638,2 et 1612,9
(v(C=0) : cétone) ; 1442,8(CH,) : nalidixate + propyl) ; 1254,3 et 1212,5¢=C) +
p(CHg) : nalidixate + calixaréne).

UV-Vis (DCM) : 257 (34605) ; 286 (13731) ; 336 (24264).

RMN *H (400 MHz, CDCls) : 1,21 (t, J =7 Hz, 6 H, NCHCH3) ; 2,58 (q,J=6 Hz, 4 H,
OCH,CH,CH,OCO) ; 2,62 (s, 6 H, C(7}ds) ; 3,35-4,33 (AB,J=13 Hz, 8 H, Ar®,Ar) ;
4,23 (t, J=6 Hz, 4 H, OEI,CH,CH,OCO) ; 4,32 (qJ=7 Hz, 4 H, N®,CH3) ; 4,89 (t,
J=6Hz, 4 H, OCHCH,CH,0OCO) ;6,58 (t, J=7Hz, 2 H, My, pA) ;6,72 (t, J =8 Hz, 2 H,
ArH,B) ; 6,88 (d,J=8Hz, 4H, AH,B) ; 6,98 (d,J=7Hz, 4H, AH,A) ; 7,18 (d,
J=8Hz, 2H, C(8)):8,16 (s, 2 H, Ar® A) ; 8,57 (dJ =8 Hz, 2 H, C(H) ; 8,58 (s, 2 H,
C(2)H).

RMN *°C (400 MHz, CDCk) : 15,10 (NCH,CHs) :; 25,03 (C(7¢Hs) : 29,31
(OCH,CH,CH,0CO) ; 31,35 (A€H-Ar) ; 46,55 (NCH,CH) ; 61,52 (OCHCH,CH,0OCO) ;
72,82(0OCH,CH,CH,OCO) ; 111,78 ¢(3)) ; 118,94 (GA) ; 120,86 (0)) ; 121,32 (©9)) ;
125,42 C, B) ; 127,94 C, A) ; 128,35 (G A) ; 128,97 (& B) ; 133,27 (GB) ; 136,63 (@5))

; 148,52 C(2)) ; 148,72 (C10)) ; 151,60 C; B) ; 153,28 (CA) ; 162,42 C(7)) ; 165,21 (©
ester) ; 174,68G(4) cétone).

Analyse élémentaire :calculée pour €HseN4O10, 0,2 CHCI, (986,07): C 70,89% ; H
5,77%; N 5,68%. Mesurée : C 70,66% ; H 5,82% ; N 5,72%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt: = 968,4. Mesure m/z : 991,MNa]".
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Composé N° 6
Ethyl-nalidixate.

Une solution de nalidixate de sodiuin(120 mg; 0,445 mmol; 1 éq.) et
d’iodure d’éthyle (0,18 mL ; 2,225 mmol ; 5 ég.) dans le DMF distillé sur,CaH

(5 mL) est chauffée a 35 °C sous argon durant 1,5 heure. Apres contréle CCM
(SiO, ; DCM/MeOH 95:5), le solvant est évaporé a sec sous vide poussé a
~40 °C. Le résidu huileux jaune pale est repris au DCM, évaporé et séché sous vide pousseé.
Le résidu est de nouveau repris dans le DCM (8 mL) puis filtré. Le filtrat est évaporé a sec
pour donner une huile jaune tres pale qui cristallise par trituration dadg3mL). Ce solide

blanc est filtré, rincé par 2x2 mL de,Bt et séché sous vide poussé pour donner 75 mg de
produit pur (65%).

RMN H (400 MHz, CDCly) : 1,41(t, J = 6,8 Hz, 3 H, NCbCHs) ; 1,49 (t,J=7,2 Hz, 3 H,
OCH,CHs) ; 2,65 (s, 3H, C(7)Bs); 4,40 (q,J=7,2Hz, 2H, OE,CHs); 4,48 (q,
J=6,8Hz, 2 H, NEI,CHs) ; 7,23 (d,J=8,0 Hz, 1 H, C(8}) ; 8,61 (s, 1 H, C(®)) ; 8,64 (d,
J=8,0Hz, 1 H, C(3)).

223



Partie Expérimentale Section Synthese Organique

Syntheése des conjugués calixarene-aciclovir et calixarene-ganciclovir

(chapitre 1V)

tétra- p-tert-butylcalix[4]aréne
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HO‘\/O\/N N NH,
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Composé N° 7

Calixarene monoO-(3-hydroxy-propyle).
5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25-(3-hydroxypropoxy)-26,27,28-tris-
hydroxy-calix[4]arene.

Dans un ballon de 250 mL, sont réurpstert-butylcalix[4]aréne

(1,22 g; 1,87 mmol ; 1,00 éq.),8O; (0,14 g ; 1,03 mmol ; 0,55 éq.)

Ho | et KI (1,00 g; 6,02 mmol ; 3,22 éq.). Le tout est mis a dessécher sous
vide poussé pendant 1 heure et mis sous argon. De I'acétonitrile fraichement distillé sur CaH
(110 mL) est alors ajouté pour constituer une suspension qui est chauffée a reflux sous argon
et agitation magnétique durant 1 heure. Le 3-bromopropanol (0,18 mL ; 2,06 mmol ; 1,10 éq.)
est ensuite additionné au meélange, prenant rapidement un aspect laiteux. Apres 24 heures dans
ces conditions, un controle CCM (SIODDCM/MeOH 95:5) montre I'apparition d’un produit
majoritaire et I'acétonitrile est évaporé. 20 mL de DCM sont ajoutés au résidu solide et la
suspension ainsi obtenue est filtrée sur célite avec ringage par 2x20 mL de DCM. Le filtrat est
évapore et le brut est purifié par chromatographie sur gel de silice éluée par un gradient DCM
100% => DCM/MeOH 99,5:0,5 pour donner 523 mg d’un solide blanc (40%).

Le composé’ peut étre obtenu si nécessaire sous la forme d’'une poudre par trituration dans
un mélange pentanedex 3:1 (v/v) et filtration.

Ps : >230 °C.

IR (KBr) : fin 3566,1 et larges 3294,3 + 3159,8Q-H) : PhOH et PrOH) ; 2959,9,(CH,)

: Tertbutyl) ; 2869,7 {s(CH,) : ArCHAr + propyl) ; 1485,2 + 1462,%(CHy) : tert-butyl) ;
1203,4 ¢((C=C) et p(CH) : calixarene et tesbutyl) ; 1046,6 ¢(C-O) : PrOH).

UV-Vis (DCM) : 280 (7889) ; épaulement 287 (7082).

RMN *H (400 MHz, CDCl) : 1,194(s, 9 H, C(®i3)3 B) ; 1,218 (s, 18 H, C(B5)3 A) ; 1,232
(s, 9H, C(®H3)sC) ; 2,272 (m,J=5,8 Hz, 2 H, OCKCH,CH,OH) ; 3,459-4,255 (AB,
J=13,6 Hz, 4 H, AR)CH,Ar(C)) ; 3,459-4,314 (ABJ = 13,6 Hz, 4 H, AiQ)CH,Ar(B)) ;
3,566 (t,J =6,2 Hz, 1 H, OCKCH,CH,OH) ; 4,174 (tJ =5,9 Hz, 2 H, OCKCH,CH,OH) ;
4,273 (m, 2 H, OCG,CH,CH,OH) ; 7,001 (d,J=2,4Hz, 2H, AH,A) ; 7,062 (s, 2 H,
ArH, C) ; 7,086 (d,J=2,4 Hz, 2H, AH,A) ; 7,096 (s, 2 H, Ad,B) ; 9,780 (s, 2 H,
ArOH A) ; 10,262 (s, 1 H, Ar@ C).

RMN *C (400 MHz, CDCh) : 29,016(OCH,CH,CH,OH) ; 31,196 (OCHs)s B) ; 31,444
(C(CHs)3 C) ; 31,466 (C(Ei3)s A) ; 31,780 (ArA)CH»Ar(B)) ; 31,874 (ArA)CH,Ar(C)) ;
33,923 C(CHs)3 A) ; 34,025 (QCHs3); C) ; 34,229 (QCHs); B) ; 58,801 (OCHCH,CH,0OH)

; 73,748 (@CH,CH,CH,OH) ; 125,735 ; 125,83 A) ; 125,808 (& C) ; 126,552 (& B) ;
127,419 (C, A)CH2Ar(B)) ; 127,988 (G C) ; 128,258 ((G A)CHAr(C)) ; 133,340 (G B) ;
143,482 C, A) ; 143,817 (& B) ; 147,492 (€C) ; 148,061 (CA) ; 148,345 (GC) ; 148,914
(Gi B).

Analyse élémentaire :calculée pour &Hes0s, 0,5 GHi2 (743,07) : C 80,01% ; H 9,22%.
Mesurée : C 80,21% ; H 9,17%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculéd/t = 706,46. Mesure m/z : 729,4B1§Na] ; 707,47
[M+H]".
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Composé N° 8

Calixaréne bis-O-(3-hydroxy-propyle).
5,11,17,23-tétra+ert-butyl)-25,27-bis-(3-hydroxypropoxy)-26,28-
bis-hydroxy-calix[4]aréne.

Dans un ballon de 250 mL, sont réurpstert-butylcalix[4]aréne
(2,00g; 3,09 mmol ; 1 €q.),,KO; (1,02 g ; 7,36 mmol ; 2,4 éq.) et Kl

(2,50 g; 15,06 mmol ; 4,9 éq.). Le tout est mis a dessécher sous vide
poussé pendant 1 heure et mis sous argon. De I'acétonitrile fraichement
distillé sur CaH (100 mL) est alors ajouté pour constituer une suspension qui est chauffée a
reflux sous argon et agitation magnétique durant 1 heure. Le 3-bromopropanol (0,8 mL ;
9,15 mmol ; 2,96 éq.) est ensuite additionné au mélange, prenant rapidement un aspect
laiteux. Aprés 16 heures dans ces conditions, un contréle CCM (£iOM/MeOH 95:5)

montre I'apparition d’un produit majoritaire et I'acétonitrile est évaporé. 50 mL de DCM sont
ajoutés au résidu solide et la suspension ainsi obtenue est filtrée sur célite avec ringage par
3x50 mL de DCM. Le filtrat est évaporé et le brut est purifié par chromatographie sur gel de
silice éluée par un gradient DCM 100% => DCM/MeOH 98:2 pour donner 1,28 g d’'un solide
blanc (54%).

Pr: >230 °C

IR (KBr) : large 3405,7+(O-H) : PhOH et PrOH) ; 2959, 7 CHj3) : Tert-butyl) ; 2869,0
(vo(CHy) : ArCHLAr + propyl) ; 1485,7 (CHs) : tert-butyl) ; 1204,4 ¢(C=C) etp(CHj3) :
calixarene et terbutyl) ; 1053,1 ¢(C-O) : PrOH).

UV-Vis (DCM) : large 284 (7118).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 0,988(s, 18 H, C(Gl3)3 A) ; 1,282 (s, 18 H, C(B85)3 B) ;
2,202 (m, 4 H, OCKCH,CH,0H) ; 3,364-4,203 (AB, ¥ 13,1 Hz, 8 H, ArE€i,Ar) ; 4,127 (m,
8 H, OCH,CH,CH,0OH et OCHCH,CH,0H) ; 4,366 (tJ = 5,4 Hz, 2 H, OCKCH,CH,OH) ;
6.853 (s, 4 H, A, A) ; 7,056 (s, 4 H, Atln B) ; 7,740 (s, 2 H, Ar@).

RMN *3C (400 MHz, CDCk) : 30,977 (C(CH3)s A) ; 31,663 (CCHs)s B) ; 31,867
(ArCHAr) ; 33,114 (OCHCH,CH,OH) ; 33,814 (QCHs)3 B) ; 33,974 (C{CH3)3 A) ; 61,258
(OCH,CH,CH,0H) ; 75,527 (@H,CH,CH,OH) ; 125,144 Cy B) ; 125,662 (G A) ;
127,317 Co B) ; 132,465 (GA) ; 141,841 (GB) ; 147,200 (GA) ; 149,453 (€A) ; 150,328
(Ci B).

Analyse élémentaire :calculée pour §HgsOs (765,07) : C 78,49% ; H 8,96%. Mesurée : C
78,66%; H 8,91.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculéav: = 764,50. Mesure m/z : 787,4B1§Na]" ; 765,51
[M+H]".

Composé N° 9

Calixaréene tétra-O-(3-hydroxy-propyle).
5,11,17,23-tétra+ert-butyl)-25,26,27,28-tétra-(3-hydroxypropoxy)-
calix[4]arene.

(400 mg ; 2,41 mmol ; 6 ég.) dans le DMF dégazé et distillé sup CaH
(15 mL), est ajouté une suspension d’hydrure de sodium (23 mg;

; A une solution du compos® (293 mg ; 0,38 mmol ; 1 éq.) et de Ki
OH
HO

226



Partie Expérimentale Section Synthese Organique

0,96 mmol ; 2,5 éq.) dans lehexane (environ 2 mL). Le mélange sous argon est chauffé
sous agitation magnétique a 35 °C. Apres 30 minutes et apparition d’'un précipité blanc, le 3-
bromopropanol (0,1 mL ; 1,15 mmol ; 3 €q.) est ajouté au mélange réactionnel, et maintenu
dans les méme conditions durant 5 heures. Un équivalent supplémentaire de 3-bromopropanol
(35 pL; 0,40 mmol) est ajouté, et le mélange est encore gardé 2 heures a 35 °C sous argon et
agitation. Finalement, un mélange |égérement trouble et jaune péle est obtenu. Un contréle
CCM (SiQ, ; DCM/MeOH 90:10) confirme la disparition du produit de départ au profit d’'un
composé majoritaire nettement plus polaire, et d'un composé minoritaire de polarité
intermédiaire. Le DMF est alors évaporeé, et I'huile obtenue séchée sous vide poussé jusqu’a
se solidifier. Apres addition de 15 mL de DCM, la suspension ainsi obtenue est filtrée sur
célite, avec un rincage par 3x10 mL de DCM, et le filtrat est évaporé a sec. Le brut est alors
chromatographié sur gel de silice élué par un gradient DCM/MeOH 95:5 => DCM/MeOH
90:10, pour donner 142 mg d’'un solide jaune pale (42%).

Pr: >230 °C

IR (KBr): 3374,2 (v(O-H) : PrOH); 2958,24{CHs) : Tert-butyl) ; 2871,8 ¢{(CH,) :
ArCHAr + propyl) ; 1477,9 (CHjy) : tert-butyl) ; 1195,0 ¢(C=C) etp(CHjy) : calixaréne et
tert-butyl) ; 1054,6 ¢(C-O) : PrOH).

UV-Vis (DCM) : large 277 (3292).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : 1,036(s, 36 H, C(Els)s) ; 2,108 (quintJ = 6,8 Hz, 8 H,
OCH,CH,CH,0H) ; 3,103-4,304 (ABJ = 12,3 Hz, 8 H, Ar€@l,Ar) ; 3,608 (q,J = 6,2 Hz,
8 H, OCHCH,CH,0OH) ; 3,864 (tJ = 7,5 Hz, 8 H, OEI,CH,CH,OH) ; 4,460 (tJ = 5,0 Hz,
4 H, OCHCH,CH,0OH) ; 6,778 (s, 8 H, Atl).

RMN *C (400 MHz, DMSO-d;) : 30,320 (ArCH,Ar) ; 31,137 (CCHs)s) ; 33,076
(OCH,CH,CH,OH) ; 33,426 C(CH3)3) ; 58,253 (OCHCH,CH,OH) ; 72,478
(OCH2CH>CH,0H) ; 124,567 C) ; 133,295 (@) ; 143,401 (G) ; 153,280 (Q.

Analyse élémentaire :calculée pour €HsgiOs, Nal (1031,12): C 65,23% ; H 7,82%.
Mesurée : C 65,12% ; H 7,79%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt: = 880,59. Mesure m/z : 903,5M -Na]'.

9 Composé N° 14

6
N5 1

/ NH , . L
. o 4| _l: | 5-O-acétate-aciclovir.

9
ACO_\/O \/N N3 NH,

4 1

L’aciclovir (1,023 g ; 4,54 mmol ; 1,00 €g.) est mis en suspension
dans 'anhydride acétique (35 mL) en présenchl,tlediméthylaminopyridine (115 mg ; 0,94

mmol ; 0,02 ég.). Ce mélange est maintenu sous forte agitation et a température ambiante
durant 5 jours. La suspension est alors filtrée sur fritté et le solide blanc est lavé par 20 mL de
MeOH. Un contrdle CCM (Si©; DCM/MeOH 85:15) du solide confirme sa pureté. Aprés
sechage sous vide poussé, on obtient 1,153 g d’'une poudre blanche (95%).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) : 1,959 (s, 3 H, GH3 Ac) ; 3,660 (t, 2 HJ = 4,5 Hz,
C(4)Hy) ; 4,071 (t, 2 HJ = 4,5 Hz, C(5H>) ; 5,350 (s, 2 H, C(1H,) ; 6,487 (s, 2 H,
C(2)NH,) : 7,811 (s, 1 H, C(8)) ; 10,610 (s, 1 H, N(B).

Conforme a la littérature :
Martin, J. C. et coll. J. Med. Chem. 1986, 29, 1384-1389. et J. Med. Chem. 1986, 29, 671-675.
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0 Composé N° 15
TN N
. 8{]6};': 2-N-(p-anisyldiphénylméthyl)-5’-O-acétate-aciclovir.
ACO_\/O\Q/N 4 SN NHMTR
A A une solution du composkg4 (500 mg ; 1,86 mmol ; 1,0 éq.)
sont ajoutées la triéthylamine (0,7 mL ; 5,05 mmol ; 2,7 €q.)diNadiméthylaminopyridine
(70 mg ; 0,56 mmol ; 0,3 €g.). Sous agitation magnétique, ce mélange laiteux est chauffé sous
argon a 35 °C, puis le chlorure geanisyldiphénylméthane (870 mg ; 2,82 mmol ; 1,5 éq.) y
est additionné. Au bout de 27 heures, on peut observer que le mélange est devenu quasi
limpide, et un contréle CCM (SiQ DCM/MeOH 85:15) confirme la disparition du produit
de départ au profit d’'un nouveau composé moins polaire. 10 mL de MeOH sont ajoutés au
milieu, puis le DMF est évaporé pour donner un résidu huileux orangé. Celui-ci est repris par
le DCM (50 mL) et lavé par une solution saturée de Nagl(BO mL). La phase organique,
séchée sur N&O, et filtrée sur coton, est alors évaporée a sec pour obtenir un solide gras. Le
brut est purifié par chromatographie sur gel de silice €lué par un gradient DCM 100% =>
DCM/MeOH 95:5 pour donner 935 mg d’un solide jaune pale (93%).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : 1,948 (s, 3H, G3Ac) ; 3,070 (t,J=4,2Hz, 2H,
C(4)Hy) ; 3,711 (s, 3 H, NHC(PRPhOWHy)) ; 3,758 (tJ =4,2 Hz, 2 H, C(5M,) ; 4,867 (s,
2 H, C(1)Hy) ; 6,859-7,327 (m, 14 H, aromatiques MHrt) ; 7,697 (s, 1 H, C(2)NMTrt) ;
7,713 (s, 1 H, C(8)) ; 10,646 (s, 1 H, N(1)).

Conforme a la littérature :
Martin, J. C. et coll. J. Med. Chem. 1986, 29, 1384-1389. et J. Med. Chem. 1986, 29, 671-675.

0 Composé N° 10

7

N5 2\1

. 8</ jfj: 2-N-(p-anisyldiphénylméthyl)-aciclovir.
HO_\/O\Q/N 4 ONT ONHMTR

A Le composdb5 (935 mg ; 1,73 mmol) est dissout dans 13 mL de
MeOH. Une solution agueuse d’hydroxyde d’ammonium 25% (5 mL) est alors ajoutée, et le
mélange est maintenu sous agitation magnétique a température ambiante. Apres 3 jours, un
contréle CCM (SiQ; DCM/MeOH 90:10) confirme la totale disparition de I'acétate de départ
au profit d'un nouveau produit plus polaire. Le solvant est évaporé et le résidu est
chromatographié sur gel de silice élué par un gradient DCM 100% => DCM/MeOH 90:10
pour donner 860 mg de I'aciclovin®)-tritylé désiré (solide blanc ; 95%).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) : 3,125 (m, 2 H, C(4Mi,) ; 3,453 (m, 2 H, C(5Hi,) ; 3,701 (s,
3 H, NHC(Ph}(PhOy)) ; 4,938 (s, 2 H, C(1H>) ; 6,722 (d, 9,0 Hz, 2 H,
NHC(Ph)(PhOCH C,H)) ; 7,107-7,344 (m, 13 H, aromatiques MArt + C(8H) ; 7,804 (s
large, 1 H, C(2)RIMTrt) ; 11,406 (s large, 1 H, N(H).

Conforme a la littérature :
Martin, J. C. et coll. J. Med. Chem. 1986, 29, 1384-1389. et J. Med. Chem. 1986, 29, 671-675.
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9 Composé N° 11
TNes N1
! 8</ jsz (+-)-2,3'-N,O-bis-(p-anisyldiphénylméthyl)-ganciclovir.
HO™N, o 7 4 ONE wnemm
Mmsg?/ : Le ganciclovir (394 mg; 1,54 mmol; 1,000 €q.) est mis en

suspension dans le DMF dégazé a I'argon et distillé sup CaH

(5 mL). La triethylamine (0,65 mL ; 4,69 mmol ; 3,000 éq.) &\, l8-diméthylaminopyridine

(5 mg; 0,04 mmol ; 0,025 éq.) sont ajoutés, et le mélange sous agitation magnétique est
chauffé a 40 °C sous argon. Le chlorurepenisyldiphénylméthane (1,020 g ; 3,30 mmol ;
2,100 éq.) est alors ajouté par portion, et le mélange devenant presque limpide prend une
teinte orange-rouille. Au bout de 2,5 heures d’agitation sous argon a 40 °C, un contréle CCM
(SiO, ; DCM/MeOH 90:10) montre la formation de trois produits de polarité croissante, dont
I'intermédiaire est majoritaire. Du MeOH (1 mL) est alors ajouté au milieu réactionnel avant
d’évaporer le DMF sous vide pousseé. Le résidu huileux repris dans le DCM (50 mL) est lavé
par une solution saturée de NaH{CGO0 mL), et la phase organique est séchée spB®la

puis filtrée sur coton. Aprés évaporation du filtrat, le solide brut obtenu est chromatographié
sur gel de silice €lué par un gradient DCM 100% => DCM/MeOH 90:10 pour donner 626 mg
du ganciclovir désiré (®)-O(3’)-bis-tritylé (solide blanc ; 50%).

Le produit peut étre obtenu sous forme d’'une poudre blanche par précipitation lors de I'ajout
d’un exces d’BO a une solution saturée d’'un mélange DCM/MeOH 20:80.

RMN *H (400 MHz, DMSO-d) : 2,5782,752 (ABM, 2 H,J = 6,8 : 9,8 Hz, C(3M.) ;
2,8963,040 (ABM, 2 HJ=4,0;5,8; 7,6 Hz, C(39y) ; 3,447 (m, 1 H, C(4Hl) ; 3,583 (s,
3 H, NHC(Ph)}(PhO5)) ; 3,756 (s, 3 H, OC(PRPhOs)) ; 4,410 (t, 1 HJ = 5,2 Hz,
C(5)H.0H) ; 4,922-5,023 (ABJ = 11,2 Hz, 2 H, C(1M,) ; 6,726 (d, 4 HJ = 8,6 Hz,
OC(Ph GH)2(PhOHy)) ; 6,885 (d, 4 HJ = 8,6 Hz, NHC(Ph ¢H),(PhOM3)) ; 7,028 a
7,310(m, 20 H, aromatiques Trt et NHMTrt) ; 7,662 (s, 1 H, C(2NMTrt) ; 7,773 (s, 1
H, C(8H) ; 10,665 (s, 1 H, N(B).

Conforme a la littérature :
Martin, J. C. et coll. J. Med. Chem. 1986, 29, 1384-1389. et J. Med. Chem. 1986, 29, 671-675.

Composé N° 17

5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25,27-bis-[3-oxy-(1N-
carbonylimidazole)-propoxy]-26,28-bis-hydroxy-
calix[4]aréne.

Dans un ballon de 25 mL, le calixare®g200 mg ; 0,26 mmol ;

1 éq.) et le N,N-carbonyldiimidazole (137 mg; 0,84 mmol;

3,2 éq.) sont desséchés sous vide poussé durant 30 a 45 minutes.
Le vide est casseé a I'argon, et les réactifs sont solubilisés dans de
<Nj 5[“> , l'acétonitrile fraichement distillé sur CaH(5 mL). Aprés

\ | % 10 minutes d’agitation a température ambiante et sous argon, un
abondant précipité blanc apparait, puis disparait aprés encore 10
minutes. Au bout d'une heure au total, un controle CCM {SIMCM/MeOH 96:4) confirme

la totale disparition d& au profit d'un nouveau composé plus polaire. Le solvant est évaporé,
et le résidu solide est repris dans le DCM (7,5 mL) pour étre lavéal® mL). La phase
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organique est séchée sur,N@y, filtrée sur coton, et évaporée a sec. Le résidu alors est
purifié par chromatographie sur gel de silice élué par un gradient DCM 100% =>
DCM/MeOH 98:2 pour donner 245 mg d’un solide vitreux (98%).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) : 0,987 (s, 18 H, C(®l3)s A) ; 1,282 (s, 18 H, C(B5)3 B) ;
2,494 (quint,J = 6,0 Hz, 4 H, OCKCH,CH,OCOIm) ; 3,350-4,227 (ABJ = 12,9 Hz, 8 H,
ArCHAr) ; 4,141 (t,J=6,0 Hz, 4 H, OEl,CH,CH,OCOIm) ; 4,986 (tJ=6,0 Hz, 4 H,
OCH,CH,CH,OCOIm) ; 6,848 (s, 4 H, At A) ; 7,052 (s large, 6 H, C@)+ ArHy B) ;
7,439 (s large, 4 H, C(®)+ C(5H) ; 8,164 (s, 2 H, Ar@).

RMN *°C (400 MHz, CDCk) : 29,288 (OCH,CH,CH,OCOIm) ; 30,979 (CTH3)z A) ;
31,600 (C(®3)3 B) ; 31,643 (ArG2Ar) ; 33,814 (GCHs)3 B) ; 33,992 (QCH3)s A) ; 64,965
(OCH,CH,CH,OCOIm) ; 71,611 (GH,CH,CH,OCOIm) ; 117,089G(4)) ; 125,222 C, B) ;
125,729 Cm A) ; 127,406 (GB) ; 130,664 ((5)) ; 132,453C, A) ; 137,036 (QR)) ; 141,874
(C, B) ; 147,458 (GA) ; 148, 6016 (O carbamate) ; 149,142Z;(A) ; 150,410 (CB).

0 Composé N° 19
2" o TN 5 2 1
Ti\N_{ o/ ﬁ 2-N-(p-anisyldiphénylméthyl)-5'-O-(1-N-
o p-anisyldiphényimetny

9N - - M H
N3 vt carbonylimidazole)-aciclovir.

4

Dans un ballon de 25mL, le compod® (151 mg; 0,30 mmol; 1éq.) et N,N’-
carbonyldiimidazole (122 mg ; 0,75 mmol ; 2,5 éq.) sont desséchés sous vide poussé durant
30 a 45 minutes. Le vide est cassé a l'argon, et les réactifs sont solubilisés dans de
I'acétonitrile fraichement distillé sur CaH7 mL). Aprés 3 heures d’agitation a température
ambiante et sous argon, un controle CCM (SiCM/MeOH 85:15) confirme la totale
disparition del0 au profit d’'un nouveau composé moins polaire. Le solvant est évaporé, et le
résidu solide est repris dans le DCM (20 mL) pour étre lavé p@r (30 mL). La phase
organique est séchée sur, 8@y, filtrée sur coton, et évaporée a sec. Le résidu solide blanc,
instable sur colonne de chromatographie, est analysé sans purification supplémentaire
(173 mg ; 97%).

RMN 'H (400 MHz, CDCl) : 3,202(m, 2 H, C(4'H,) ; 3,699 (s, 3 H, NHC(PRPhOTH3))

: 4,180 (m, 2H, C(5B,) ; 4,854 (s, 2H, C(Hy : 6,712 (d,J=9,3Hz, 2H,
NHC(Ph)(PhOCH; C,H)) : 7,007 (s large, 1 H, C(4H) ; 7,053 (s large, 1 H, C(5H) ;
7,108 a 7,380 (m, 13 H, aromatiques WMt + C(8H) ; 8,046 (s large, 1 H, C(2HMTrt) ;
8,093 (s, 1 H, C(2"}M) ; 11,802 (s large, 1 H, N(#).

RMN °C (400 MHz, CDCL) : 55,137 (C(PhX(PhCCH3)) ; 66,337 C(5)H,) ; 66,803
(C(4)Hy) ; 70,438 (QPhR(PhOCH)) ; 71,641 (C1)Hy) ; 112,917 ; 126,559 ; 127,602 ;
128,899; 130,230 ; 137,095 ; 144,816 ; 158,182T¢t) ; 116,851 ((5)) ; 117,091 C(4™)) ;
130,719 C(5)) ; 136,883 C(2")) ; 137,197 C(8)) ; 148,495 CO carbamate) ; 150,941
(C(4)) ; 151,739C(2)) ; 159,056 C(6)0).
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Composé N° 20

Conjugué calixarene-mono-aciclovir Ntritylé.
5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25-[3-[(5’- O-(2-N-p-
anisyldiphénylméthyl-aciclovir))-oxycarbonyl]-
propoxy]-26,27,28-tris-hydroxy-calix[4]arene.

HO OH o
% A une solution du calix[4]aréng (520 mg ; 0,73 mmol ;
o 1,00 ég.) dans l'acétonitrile fraichement distillé sur
\/‘4 CaH, (10 mL), est ajouté I&,N’-carbonyldiimidazole
5 (125 mg ; 0,77 mmol ; 1,05 éq.). Le mélange réactionnel
Z est maintenu sous argon et agitation magnétique durant
O\_Q/RM 1 heure. La disparition du calixarene de départ au profit
e d’'une nouvelle entité est confirmée par CCM (SiO
N —°| DCM/MeOH 95:5). Le synthon aciclovitO (440 mg ;
3NN 0,88 mmol ; 1,20 éq.) est alors ajouté au milieu, suivi
A par la 1,1,3,3-tétraméthylguanidine (0,64 mL;

5,15 mmol ; 7,00 éq.) faisant apparaitre une l|égére
coloration jaune. Aprés 15 heures dans ces conditions, le solvant est évaporé et le résidu
huileux dissout dans le DCM (50 mL) est lavé par une solution agueuse d’acide citrique 5%
(50 mL). La phase organique est séchée paB@a filtrée sur coton et évaporée. Le résidu
solide est chromatographié sur gel de silice élué par un gradient DCM 100% => DCM/MeOH
96:4 permet d’obtenir 151 mg du conjugué calixarene-aciclovir 20 (17%).

Le solide blanc est trituré dansngentane (5 mL), passé dans un bain a ultra-son et filtré sur
fritté pour donner 133 mg d’un solide blanc.

5

4=

P:: 180 °C

IR (KBr) : 3346,1 (v(O-H) +v(N-H) : ArOH et NH) ; 2958,31odCHs) : Tert-butyl) ; 2869,9
(v(CHy)) ; 1749,8 ¢(C=0) : carbodiester) ; 1690,7 et 15684Am(de | et Il : Guanine) ;
1484,4 §(CHs) : tert-butyl) ; 1257,3 et 1205,(C=C) +p(CHj3) : calixarene et guanine +
Tert-butyl) ; 1033,9 ¢(C-O) : Alkyl-O).

UV-Vis (DCM) : 232 (35211) ; épaulement 266 (20878) ; 279 (23295).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dk) : 1,145(s, 9 H, C(®3)3 B) ; 1,157 (s, 27 H, C(B5); A, C)

; 2,405 (m, 2 H, OCKCH,CH,0OCO) ; 3,105 (m, 2 H, C(4),) ; 3,467-4,055 (ABJ = 13,3
Hz, 4 H, Ar(A)CH,Ar(C)) ; 3,507-4,215 (ABJ = 12,6 Hz, 4 H, AKK)CH,Ar(B)) ; 3,858 (m,
2 H, CG)H) ; 4,146 (t,J = 6,1 Hz, 2 H, OB,CH,CH,OCO) ; 4,578 (tJ =6,3 Hz, 2 H,
OCH,CH,CH,0CO) ; 4,856 (s, 2 H, C(1,) ; 6,845 (dJ= 9,0 Hz, 2 HMTrt) ; 7,096 (d, J
= 2,2 Hz, 2 H, AH(A)CH,Ar(C)) ; 7,120 (s, 2 H, Ad, C) ; 7,183-7,292 (16 HMTTt,
ArHm(A)CHAr(B), ArHy, B) ; 7,652 (s, 1 H, C(8)) ; 7,697 (s, 1 H, C(2)NMTrt) ; 9,261 (s,
2 H, ArOHA) ;9,712 (s, 1 H, Ar@ C) ; 10,621 (s, 1 H, N(B).

RMN **C (400 MHz, DMSO-d;) : 28,826 (OCH,CH,CH,OCO) ; 30,867 (GfHs)3B) ;
31,122 (C(®3)3 C) ; 31,195 (C(El3)s A) ; 31,509 (large, ABHLAr) ; 33,645 (GCHs)3 A) ;
33,682 (C(CH3);C) ; 34,017 C(CHs3)s3B) ; 54,899 (C(Ph(PhCCH3)) ; 64,451
(OCH,CH,CH,0CO) ; 66,354 C(5)H>) ; 66,820 (¢4 )H,) ; 69,526 C(Phh(PhOCH)) ;
71,290(C(1)Hy) ; 72,974 (&CH,CH,CH,OCO) ; 112,850 ; 125,464 ; 126,047 ; 126,478 ;
127,564, 127,878 ; 128,009 ; 128,432 ; 129,307 ; 129,817 ; 133,514 ; 136,583 ; 142,715 ;
144,771 ; 157,670MTrt, (Co, A)CH,Ar(C), (C, A)CH,Ar(B), C, B, C, C, (Cy A)CHLAr(B),
CnB, CG,A, CyB, C,C) ; 116,503 (@5)) ; 125,296 € C) ; 127,404 ((G A)CHLAr(C)) ;
137,720 C(8)) ; 147,856 C; C) ; 148,001 (CA) ; 149,030 (€B) ; 149,963 (¢4)) ; 151,020
(C(2)) ; 154,396 (OCO)O) ; 156,467 C(6)0).
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Analyse élementaire :calculée pour &Hgz NsOy (1031,12): C 74,18% ; H 7,13% ; N
5,69% Mesureée : C 73,99% ; H 7,04% ; N 5,60%.
ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt = 1229,65. Mesure m/z : 1230,89 #H]".

Composé N° 21

Conjugué calixarene-bis-aciclovir N
tritylé.
5,11,17,23-tétradert-butyl)-25,27-bis-
[3-[(5'- O-(2-N-p-anisyldiphénylméthyl-
aciclovir))-oxycarbonyl]-propoxy]-
26,28-bis-hydroxy-calix[4]aréne.

A une solution du calix[4]aréne8
(200mg; 0,26 mmol; 1 éq.) dans
I'acétonitrile fraichement distillé sur

o QLA CaH, (5 mL), est ajouté leN,N-
A\ \ g/ Wb !
T N carbonyldiimidazole (135 mg ;
o | 0,83mmol; 32 éq). Le mélange
N A 3\ réactionnel est maintenu sous argon et

2 1

MTrHN agitation magnétique durant 1 heure. La
disparition du calixaréne de départ au
profit d’'une nouvelle entité est confirmée par CCM (SiCM/MeOH 95:5). Apres
évaporation du solvant, le résidu huileux est dissout dans 10 mL de DCM et lavé par 10 mL
d’eau distillée. La phase organique est seéchée ssBQyafiltrée sur coton et évaporée a sec.

Le carbamate intermédiaire 17 (solide vitreux) est séché sous vide poussé pendant 30 minutes.
Le synthon aciclovitl0 (285 mg ; 0,57 mmol ; 2,2 éq.) est ajouté au carbafiiagt le tout

est dissout dans 5 mL d’acétonitrile fraichement distillé sur,CaH mélange est agité
magnétiquement sous argon jusqu’a compléte solubilisation (environ 5 minutes), et la 1,1,3,3-
tétraméthylguanidine (0,25 mL ; 1,99 mmol ; 7,6 éq.) y est ajoutée. Au bout de 20 heures, un
contréle CCM (SiQ; DCM/MeOH 90:10) montre la disparition de l'intermédiailté au

profit d'un mélange de plusieurs produits dont un majoritaire. Le solvant est alors évaporé et
le résidu huileux obtenu est dissout dans 25 mL de DCM pour étre lavé par 25 mL d’'une
solution aqueuse d’acide citrique 5%. Apres décantation et séparation, la phase aqueuse est
extraite par 10 mL de DCM, et les phases organiques rassemblées sont séchégsGur Na

La phase organique est filtrée sur coton puis évaporée a sec pour obtenir environ 500 mg d’un
résidu solide blanc. Une purification par chromatographie sur gel de silice éluée par un
gradient DCM 100% => DCM/MeOH 95:5 permet d’obtenir 238 mg du conjugué calixaréne-
aciclovir 21 (50%).

Le produit21 pure est précipité par ajout d'un exceés #E& une solution saturée dans le
DCM.

NHMTrt

Pt : 207 °C

IR (KBr) : large 3401,7 ¢(O-H) + v(N-H) : ArOH et NH) ; 2958,21{CHj3) : tert-butyl) ;
2870,3 ¢(CHy)) ; 1748,4 ({C=0) : carbodiester) ; 1687,5 et 15705de | et Il : Guanine)
; 1464,3 §(CHy) : tert-butyl) ; 1260,8 ¢(C=C) +p(CH,) : calixaréne et guanine Fert-butyl)
: 1033,4 ¢(C-0O) : Alkyl-O).

UV-Vis (DCM) : 233 (52626) ; épaulement 265 (35690) ; 280 (36292).
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RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) : 1,120(s, 18 H, C(®ls)s B) ; 1,149 (s, 18 H, C(83): A) ;
2,330 (s large, 4 H, OGIBH,CH,0OCO) ; 3,058 (s large, 4 H, C(#)) ; 3,422-4,133 (AB,
J=12,4 Hz, 8 H, ArGlAr) ; 3,668 (s, 6 H, NHC(PRPhOTHy)) ; 3,815 (s large, 4 H,
C(5)H,) ; 4,016 (s large, 4 H, &;CH,CH,OCO) ; 4,634 (s large, 4 H, OGEH,CH,OCO)

: 4,822 (s, 4 H, C(1H,) ; 6,836 (d, 4 HJ) =8,9 Hz, C(Ph gH),(PhOCH)) ; 7,128-7,280 (m,
20 H, MTrt + ArHn A + ArHy B) ; 7,633 (s, 2 H, C(8) ; 7,709 (s, 2 H, C(2NMTrt) ;
8,497 (s, 2 H, Ar®) ; 10,626 (s, 2 H, N(B).

RMN *C (400 MHz, DMSO-d;) : 28,838 (OCH,CH.CH,OCO) ; 30,887 (QTH3)sB) ;
31,193 (ArGH,Ar) ; 31,368 (CCHz)3 A) ; 33,599 (QCHs3)3 A) ; 34,052 (CCHs)s B) ; 54,934
(C(Ph)(PhQCHy)) ; 64,332 (OCHCH,CH,OCO) ; 66,286 C(5)H,) ; 66,899 (T4)H,) ;
69,545 (C(Ph)(PhOCH)) ; 71,383 (C1)Hy) ; 72,280 (@H,CH,CH,OCO) ; 112,899
(C(Ph G)(PhOCH)) ; 126,549 ; 127,628 ; 128,488 ; 129,866 ; 144,791 ; 157 MT2t) ;
116,530 C(5)) ; 125,338 Cn A) ; 125,732 (@& B) ; 127,321 (GA) ; 133,162 (GB) ;
137,500 C(8)) ; 141,430 C, A) ; 147,307 (G B) ; 149,334 (€B) ; 150,027 (€A) ; 150,092
(C(4)) ; 151,062 C(2)) ; 154,481 (OTO)O) ; 156,523¢(6)0).

Analyse élémentaire :calculée pour @gHi11gN10016 1,5 HO (1839,17): C 70,53% ; H
6,63%; N 7,62% ; O 15,22%. Mesurée : C 70,78% ; H 6,24% ; N 7,79% ; O 15,89%.
ES-MS (ES) : Masse exacte calculéevt = 1810,87. Mesure m/z : 1812, 89 [2BH]*" ;
906,94 M+2H]*".

Composé N° 24

Conjugué calixarene-bis-ganciclovir
N,O-tritylé.
5,11,17,23-tétradert-butyl)-25,27-bis-
[3-[(5"- O-((+-)-2,3"-N,O-bis-(p-
anisyldiphénylméthyl)-ganciclovir))-
oxycarbonyl]-propoxy]-26,28-bis-

0#0 O\/¢o hydroxy-calix[4]aréne.

o Ns A une solution du calix[4]aréne8
g\\ 44/2 (250mg; 0,33 mmol; 1 éq.) dans

N 0\_% At 'acetonitrile fraichement  distillé  sur

N v . CaH, (7 mL), est ajouté IleN,N-
o= :/ —o| carbonyldiimidazole (162 mg ;
A 3N\_NH 1,00 mmol ; 3 éq.). Le  mélange
v réactionnel, limpide et incolore, est

NHMTrt

maintenu sous argon et agitation
magnétique durant 1 heure. La disparition du calixaréene de départ au profit d’'une nouvelle
entité est confirmée par CCM (SIOQDCM/MeOH 95:5). Aprés évaporation du solvant, le
résidu huileux est dissout dans 25 mL de DCM et lavé par 125 mL d’eau distillée. La phase
organique est séchée sur ,N@y, filtrée sur coton et évaporée a sec. Le carbamate
intermédiaire 17 (solide vitreux) est séché sous vide poussé pendant 30 minutes.

Le synthon ganciclovif+-)-11 (454 mg ; 0,57 mmol ; 2,2 €q.) est ajouté au carbabiiage le

tout est dissout dans 5 mL d’acétonitrile fraichement distillé sur,QaHmélange est agité
magnétiguement sous argon et la 1,1,3,3-tétraméthylguanidine (0,25 mL; 1,99 mmol;
7,6 €09.) y est ajoutée, conduisant a une compléte solubilisation. Au bout de 21 heures, un
contrble CCM (SiQ; DCM/MeOH 90:10) montre la disparition de l'intermédiaité au
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profit d'un mélange de plusieurs produits dont un trés majoritaire et plus polaifel.que
solvant est alors évaporé et le résidu huileux obtenu est dissout dans 20 mL de DCM pour étre
lavé par 20 mL d’'une solution aqueuse d’acide citrique 5%. Aprés décantation et séparation,
la phase organique est séchée suiSlg filtrée sur coton puis évaporée a sec pour obtenir
environ 700 mg d’un résidu solide blanc. Une purification par chromatographie sur gel de
silice éluée par un gradient DCM 100% => DCM/MeOH 95:5 permet d’obtenir 443 mg du
conjugué calixarene-ganciviovR4 (71%). Un contréle CCM révele la présence de deux
entités, le diastéréoisome(R,R)-24 (et son énantionme(&,S)-24) et le diastéréoisomeére
meéso(R,S)-24. L’'équivalence d’intensité relative des taches révélées par UV-254 nm suggere
un mélange équimolaire en diastéréoisomeres (R,R)-(S,S) et méso.

Le mélange 24 est trituré dans@t(20 mL), ultra-soniqué et filtré.

Pr: 155 ¢ 170 °C.

IR (KBr) : large 3443,7y(O-H) + v(N-H) : ArOH et NH) ; 2958,31,{CHj3) : tert-butyl) ;
2867,4 ¢s(CHyp)) ; 1749,1 ({C=0) : carbodiester) ; 1686,2 et 1570rde | et Il : Guanine)
; 1462,8 §(CHs) : tert-butyl) ; 1254,4 ¢(C=C) +p(CHj3) : calixarene et guanine Fert-butyl)

; 1032,9 ¢(C-0O) : Alkyl-O).

UV-Vis (DCM) : 233 (77366) ; épaulement 265 (40505) ; 279 (40594).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) : 1,073 4 1,168 (m, 36 H, C(8)3) ; 2,322 (m, 4 H,
OCH,CH,CH,OCO) ; 2,533-2,664 (ABM, 4 H, C(3%); 3,381-4,092 (ABM,J=9,3;
11,4 Hz, 8 H, Ar®l,Ar) ; 3,518 (s, 6 H, NHC(PBRPhOQHs3)) ; 3,554 (m, 2 H, C(4Hl) ;
3,650-3,663 (ABM, 4 H, C(5H,); 3,720 (s, 6 H, OC(PKPhOHy)); 4,006 (m, 4 H,
OCH,CH,CH,0CO) ; 4,586 (m, 4 H, OCi¥H,CH,OCO) ; 4,885-5,017 (ABJ=11,6 Hz,
2 H, C(1"H,) ; 6,669 (d, 4 H) =8,7 Hz, OC(Ph ¢H),(PhOCH)) ; 6,849 (d, 4 HJ = 8,9 Hz,
NHC(Ph GH)2(PhOCH)) ; 6,959 a 7,296 (m, 20 H, aromatiqueSI Ot et NHMTr) ; 7,692
(s, 2 H, C(8H ; 7,708 (s, 2 H, C(2)NMTrt) ; 8,467 (m, 2 H, Ar®); 10,656 (s, 2 H,
N(1)H).

RMN **C (400 MHz, DMSO-a;) : 28,527 (OCH,CH,CH,OCO) : 30,552 (QTHs)s B) ;
30,885 double (ACHAr) ; 31,037 double (GIHs3)3A) ; 33,514 (CCHs)s A) ; 33,959
(C(CHa)3 B) ; 54,529 (NHC(PhJPhQCHsy)) ; 54,715 (OC(PhJPhCCHj3)) ; 62,195 et 62,356
(C(3)Hy) ; 64,108 et 64,602 (OCGKBH,CH,OCO) ; 66,627 et 66,818C(5')H,) ; 69,555
(NHC(Ph)(PhOCH)) ; 70,213 (€1")H>) ; 71,950 (@H,CH,CH,OCO) ; 75,076 C(4)H) ;
85,194 (@(PhR(PhOCH)) ; 112,438 (OC(Ph g2(PhOCH)) ; 112,854
(NHC(Ph G)2(PhOCH)) ; 116,627 (@5)) ; 124,967 largeGn A) ; 125,344 large(y, B) ;
126,053 et 126,484C( A) ; 127,144 + 127,193 ; 127,419 + 127,486 large + 127,555 ;
128,083 + 128,171 ; 129,492 large ; 144,804 large (aromatiquibiNtet OV Trt) ; 133,942
et 134,731 (¢B) ; 137,413 (@8)) ; 141,396 et 143,10€( A) ; 143,838 et 144,03%( B) ;
149,285 et 149,671C(B) ; 150,014 (CA); 150,976 (@4)); 151,121 C(2)) ; 154,250
(O(CO)O) ; 155,803 @(6)0O); 157,568 (NHC(PR)PhOCH Cp) ; 158,603
(OC(Ph}(PhOCH C,).

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt = 2415,13. Mesure m/z : 1208,56 {2H]*".
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Composé N° 26

Conjugué calixarene-mono-aciclovir.
5,11,17,23-tétra-ert-butyl)-25-[3-[(5’- O-aciclovir)-
oxycarbonyl]-propoxy]-26,27,28-tris-hydroxy-
calix[4]aréne, trifluoroacétohydrate.

"o oH OH
% A une solution de20 (121 mg; 0,098 mmol ; 1 éq.)
o dans le DCM distillé sur CaH(8 mL), est ajouté le
\/‘4 triisopropylsilane (0,4 mL ; 1,960 mmol ; 20 €g.). Sous
5 agitation magnétique, 0,4 mL d’acide trifluoroacétique
Z sont ajoutés au mélange limpide et incolore, conduisant
O\_e/s\m a une intense coloration orange qui Ss’estompe
RN progressivement. Le mélange redevient incolore apres
—°| 20 minutes, un contrle CCM (SiO0 DCM/MeCH
3>2/NH 90:10) confirmant la disparition du calixaréne de départ
HoN au profit d’'un produit plus polaire avec apparition d’'un
composé apolaire en front de solvant. Le DCM est alors
évaporeé et plusieurs cycles reprise au DCM/évaporation sont effectués afin de co-évaporer
'acide trifluoroactétique et le triisopropylsilane en excés. Une purification par
chromatographie sur gel de silice éluée par un gradient rapide DCM 100% => DCM/MeOH
95:5 permet d’obtenir 81 mg d’un solide vitreux (82%).
Ce dernier est solubilisé dans MeCN (2 mL) puis entreposé au réfrigérateur (4 °C) durant
24 h.Aprés passage dans un bain a ultra-son et filtration, le conf&yesét obtenu sous la
forme d’une fine poudre blanche semi-cristalline (~40% cristallisation).

P;: 170 °C

IR (KBr) : large 3448,5 ¢(O-H) + v(N-H) : ArOH, NH et NH) ; 2959,5 (¥{CHg) : tert-
butyl) ; 2871,9 ¢(CH,)) ; 1747,2 ((C=0) : carbodiester) ; large 1634,8nfde | et Il +
v(C=0): amide Guanine + Gf£=0)0) ; 1484,2 {(CH3) : tert-butyl) ; 1264,5 et 1201,8
(v(C=C) + p(CH) : calixaréne et guanine + Tdyutyl) ; 1037,1 ¢(C-O) : Alkyl-O).

UV-Vis (DCM) : 232 (25748) ; épaulement 256 (17266) ; 277 (17665).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) : 1,152et 1,155 (s+s, 18 H, C{)3; B etC) ; 1,162 (s,
18 H, C(MH3)3 A) ; 2,387 (m, 2 H, OCKCH,CH,OCO) ; 3,487-4,077 (AB) = 13,3 Hz, 4 H,
Ar(A)CHAr(C)) ; 3,521-4,205 (ABJ=13,2 Hz, 4 H, AIR)CH,Ar(B)) ; 3,704 (m, 2 H,
C(4)H,) ; 3,915 (trés large, Bl ; 4,131 (t,J=6,1 Hz, 2 H, OE,CH,CH,OCO) ; 4,201 (m,
2H, C(5)Hy) ; 4,558 (t,J=6,3 Hz, 2 H, OCKHCH,CH,0OCO) ; 5,353 (s, 2H, C(1),) ;
6,595 € large, 2 H, C(2)Ny) ; 7,101 (d, ¥ 2,3 Hz, 2 H, (AH,, A)CHAr(C)) ; 7,124 (s, 2 H,
ArH, C) ; 7,224 (dJ = 2,3 Hz, 2 H, (AH,, A)CH,Ar(B)) ; 7,257 (s, 2 H, At B) ; 8,007 (s,
1 H, C(8H) : 9,209 (s, 2 H, ArBl A) ; 9,720 (s, 1 H, Ar@B C) ; 10,760 (s, 1 H, N(B).

RMN 'C (400 MHz, DMSO-d) : 28,775 (0OCH,CH,CH,OCO) : 30,874 (QTH3)3 B) et
Ar(A)CH,Ar(B)) ; 31,108 (CCH3)3 C) ; 31,195 (C(El3)s A) ; 31,487 (ArQ)CHLAr(C)) ;
33,652 (C(CHz)sA) ; 33,689 C(CH3)3C) ; 34,032 C(CH3)s3B) ; 64,465
(OCH,CH,CH,OCO) ; 66,259 €(5)) ; 66,529 (C(4)) ; 72,034 (C(1)) ; 73,011
(OCH,CH,CH,0OCO) ; 115,183 @(5)) ; 125,311 (Cn ACH2Ar(B)) ; 125,457 ; 125,508
((Cn A)CHAr(C) et C,C) ; 126,077 (&B) ; 127,382 (C, A)CHLAr(B)) ; 127,878 ;
127,980 ((GA)CH-Ar(C) et C,C) ; 133,499 (GB) ; 137,568 (@8)) ; 142,774 C, A) ;
143,481 C, C) ; 146,616 (GB) ; 147,899 (CC) ; 147,943 (CA) ; 148,986 (CB) ; 151,144
(C(4)) ; 154,126 C(2)) ; 154,476 (OTO)O) ; 156,233¢(6)0).

RMN °F (250 MHz, DMSO-d) : -74,755 (s, EsCOy).

236



Partie Expérimentale

Section Synthese Organique

Analyse élémentaire :calculée pour gH71NsOg, 0,5 CRCO,H (1015,20): C 67,44% ; H
7,10%; N 6,90%. Mesurée : C 67,71% ; H 7,05% ; N 7,05%.
ES-MS (ES): Masse exacte calculée M

0,5CRCOH+H]".

= 1014,52. Mesure m/z: 958,53V {

HN\(

NH,

N
CF3CO,H 3\\__NH
2 1

HoN

Composé N° 27

Conjugué calixarene-bis-aciclovir.
5,11,17,23-tétraHert-butyl)-25,27-bis-
[3-[(5’- O-aciclovir)-oxycarbonyl]-
propoxy]-26,28-bis-hydroxy-
calix[4]aréne, bis-
trifluoroacétohydrate.

A une solution de 21 (102mg;
0,056 mmol ; 1 éq.) dans le DCM distillé

o (o) 8 . , |
. | \ o /7 sur CaH _(5 mL), est ajouté le
" RN triisopropylsilane (1,0 mL ; 4,881 mmol ;
— 4= o e . . -
o - 87 ég.). Sous agitation magnétique,
/" cRcoH 0,3 mL dacide trifluoroacétique sont

ajoutés au mélange limpide et incolore,

conduisant a une intense coloration
orange qui s’estompe progressivement. Le mélange redevient incolore aprés 15 minutes, un
contréle CCM (SiQ; DCM/MeOH 90:10) confirmant la disparition du calixarene de départ

au profit d’'un produit plus polaire caractérisé par son long étalement, et avec apparition d'un
composé apolaire en front de solvant. Le DCM est alors évaporé et plusieurs cycles reprise au
DCM/évaporation sont effectués afin de co-évaporer l'acide trifluoroactétique et le
triisopropylsilane en exces. Le résidu est trituré danspentane (5 mL) et passé dans un

bain a ultra-son. Enfin, une filtration sur fritté permet d’obtenir 78 mg du conRigséus la

forme d’'une poudre blanche cristalline (93%).

Ps: 175 °C

IR (KBr) : large 3366,1 + épaulement 3134,2(Q-H) + v(N-H) : ArOH, NH et NH) ;

2959,8 (vadCHg) : tert-butyl) ; 2871,3 ¢(CHy)) ; large bande 1747,2 a 1603,3G=0) +
Amide | et Il : carbodiester + amide Guanine +;@FE0)0) ; 1483,3J(CHj3) : tert-butyl) ;
1266,7 et 1201,5/(C=C) +p(CHjy) : calixarene et guanine Tert-butyl) ; 1040,6 ¢(C-O) :
Alkyl-O).

UV-Vis (DCM) : 233 (28464) ; 259 (28657) ; épaulement 280 (23630).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) : 1,123(s, 18 H, C(&l3)3 B) ; 1,163 (s, 18 H, C(83)3 A) ;

2,298 (quint,J=6,0 Hz, 4 H, OCKCH,CH,0OCO) ; 3,428-4,109 (ABJ=12,6 Hz, 8 H,
ArCH,Ar) ; 3,663 (m, 4 H, C(4M,) ; 3,950 (trés large, M ; 3,986 (m, 4 H, C(5Hl,) ; 4,146
(t, J=6,0 Hz, 4 H, OE,CH,CH,0CO) ; 4,607 (tJ=6,0 Hz, 4 H, OCKHCH,CH,OCO) ;
5,331(s, 4 H, C(1'H,) ; 6,601 (s large, 4 H, C(2#) ; 7,134 (s, 4 H, Adn A) ; 7,145 (s,
4 H, AHn, B) ; 8,000 (s, 2 H, C(8)) ; 8,468 (s, 2 H, Ar@) ; 10,775 (s, 2 H, N(1)).

RMN *C (400 MHz, DMSO-d;) : 28,773 (OCH,CH,CH,OCO) ; 30,887 (Q{H3)3B) ;

31,128 (ArCH,Ar) ; 31,376 (CCHs)s A) ; 33,599 (CCH3)3 A) ; 34,052 (GCH3); B) ; 64,398
(OCH,CH,CH,0CO) ; 66,242 (QH,CH,CH,OCO) ; 66,541 ¢(4")) ; 72,075 C(1")) ;

237



Partie Expérimentale Section Synthese Organique

72,287 C(5)) ; 115,116 C(5)) ; 125,346 Cn A) ; 125,739 (& B) ; 127,300 (GA) ; 133,118
(Co B) ; 137,400 (@8)) ; 141,452 C, A) ; 147,292 (GB) ; 149,312 (€B) ; 150,063 (CA) ;
151,179 C(4)) ; 154,168 C(2)) ; 154,525 (OTO)O) ; 156,523C(6)0).

RMN *°F (250 MHz, DMSO-a) : -74,771 (s, €sCOy).

Analyse élémentaire :calculée pour &HggFsN10015, 0,25 GH;2 (1513,55) : C 58,13% ; H
6,06%; N 9,25%. Mesurée : C 58,25% ; H 6,09% ; N 9,41%.

ES-MS (ES) : Masse exacte calculédt = 1494,62. Mesure m/z : 634,39 [2CRCO,]%".
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Synthése du CX1 et du mCX1 (chapitre V)

Calix[4]arene

4 CF,COH Boc \
\

Boc Boc
FsC N r‘\lH H,N ILH HeN NH
g ‘ -— 2 ‘ -— HCI

O,
NH
N\ N\ 9
Boc Boc —
Chlorhydrate Boc =
35 de guanidine ‘23 O
Boc Boc

HN _— N HyN NH
Y Y crcom

L . /@/\/NH I /@/\/ NH
HO 37 HO mexl
NHCI
PO

Chlorhydrate
de tyramine
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Les composeX1l, mCX1 ont été synthétisés selon les procédures mises au point par
Maxime Mourer, sans modifications particuliéres.
Ainsi, toutes les analyses étaient conformes a la littérature :

v Thése Mourer, M. Calixarenes Hydrosolubles a Propriétés Antivirales et
Antibactériennes. Université Henry Poincaré Nancy |, Nancy, France, 2006.

v" Mourer, M.; Duval, R. E.; Finance, C. et Regnouf de Vains, Bidrg. Med. Chem.
Lett. 2006, 16, 2960-2963.

v" Mourer, M.; Dibama, H. M.; Fontanay, S.; Grare, M.; Duval, R. E.; Finance, C. et
Regnouf de Vains, J.-Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 5496-5509.
En fin de synthése, les compo$E¥1 et mCX1 ont été caractérisés par analyse élémentaire

dans le but de s’assurer de leur masse moléculaire :

v' Analyse élémentaire CX1 :calculée pour GgHsgF1:N120:,, HO (1239,03): C
46,53%; H 4,72% ; N 13,57%. Mesurée : C 46,43% ; H 4,81% ; N 13,33%.

= Bon pour le service !

v' Analyse élémentaire mCX1 :calculée pour GH;14F3N303 (293,24) : C 45,05% ; H
4,81%; N 14,33%. Mesurée : C 44,83% ; H 4,73% ; N 14,24%.

= Bon pour le service !

240



Partie Expérimentale Section Films de Langmuir

Matériels et méthodes relatifs aux films de Langmuir

» Substances.

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC, 99%), 1,2-dimyris&rylglycero-
3-phosphoethanolamine (DMPE, 99%) et 1,2-dimyrissnyglycero-3-phosphoac-(1-
glycerol) sel de sodium (DMPG, 99%) proviennent de Sigma-Aldrich. 1,2-Dimyristoyl-
glycero-3-phospho-L-serine sel de sodium (DMPS, 99%) provient de Avanti Polar Lipids. Le
chloroforme et le méthanol (~99.9%), utilisés pour la préparation des solutions de
phospholipides ou de calixarénes, proviennent de Sigma-Aldrich. Les solutions agueuses
utilisées comme sous-phase ont été préparées avec de I'eau Milli-Q, caractérisée par une
tension de surface de 72,8 mNtia 20 °C (pH 5,6). Les tampons carbonate 50 mM pH 10 ont
été préparés a I'aide de NaHgé&t de NaOH, qualité analytique.

> Balance de Langmuir et microscopie BAM.

Les isothermes de compressidrA et AV-A ont été mesurées a l'aide d’'un appareillage
contrélé par ordinateur KSV 2000 Langmuir balance, couplé avec un microscope KSV Optrel
BAM 300 (KSV Instruments Ltd, Helsinki, Finland). La source électromagnétique était un
laser standard HeNe, 10 mW,= 633 nm, d’'une résolution spatiale de 2 um. Une cuve
hydrophobe en Téfléh (6,5cm x 58 cm x 1cm, monobloc) munie de deux barriéres
hydrophiles en Delrifi (compression symétrique) a été utilisée pour la mesure des isothermes
de compression. La pression de surfacéut mesurée a l'aide d’'une électrobalance et d’'une
lame de Wilhelmy en platine (périmétre 3,94 cm) plongée d’'un tiers dans la sous-phase. Le
potentiel de surfacaV fut mesuré a I'aide d’une électrode vibrante KSV Spot 1 placée 3 mm
au dessus de la surface, et d’'une contre-électrode d’acier immergée dans la sous-phase.
L’ensemble de ces appareillages ont été isolés dans une cage de Blezidisempérature
dela cuve fut maintenu a 20 °C par un thermostat a circulation d’eau.

Avant chague expérience, la cuve et les barrieres étaient nettoyées avec un papier de
qualité optique KIMTECK, imbibé de chloroforme puis d’éthanol, et finalement par de I'eau
Milli-Q. La lame Pt de Wilhelmy était également rincée par de I'eau Milli-Q, de I'éthanol puis
du chloroforme, pour étre finalement chauffée au rouge. Avant formation d’'un film de
Langmuir, la surface de la sous-phase était méticuleusement nettoyée par aspiration a 'aide
d’'une pompe munie d’'une pipette Pasteur. Aprés mise en place de la lame Pt de Wilhelmy et
des électrodes, la stabilité du signalAdéétait vérifiee avant chaque expérience, puis remis a
zéro. Lorsque la variation dé ne dépassait pas 0,2 mN'murant un rapide resserrement des
bariéres, un film de Langmuir pouvait étre formeé a l'interface eau-air a partir d’'une solution
chloroformique (DMPC, dérivés de calixarene) ou chloroform/méthanolique 3:1 v/iv max en
MeOH (DMPE, DMPG, DMPS) a l'aide d’'une microseringue (Hamilton Co., USA). Les
solutions étaient de concentration comprise entre 0,6 et 0,8 MgnlLdélai d’équilibration
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du systeme de 15 minutes était respecté, et la compression pouvait commencer a la vitesse de
5 mm min’ par le mouvement symétrique des deux barriéres.

Un ordinateur PC équipé d’un logiciel KSV fut utilisé pour contréler les expériences, et
chacune d’entre elles furent répétées au moins trois fois. La marge d’erreur standard admise
était de + 0,5 Apour la mesure de, A 0,2 mN m" pour I1, ¢ + 0,005 V pour V.

Les paramétres au point de collapse des films monomoléculaires ont été déterminés
graphiquement, a partir des isothermes de compression correspondantes.

» Spectroscopie PM-IRRAS.

Une cuve de Téfldh (7,5 cm x 36,5 cm x 0,5 cm, monobloc) munie de deux barriéres
hydrophiles en Delrifi (compression symétrique) a été utilisée pour comprimer les films de
Langmuir & la pression de surface d’étude. Les barrieres furent surmontées a l'arriere d’une
plaque de polystyréne pour limiter I'évaporation de la sous-phase au cours des expériences.
Les autres conditions expérimentales sont décrites dans le paragraphe précédant.

Les spectres PM-IRRAS ont été collectés a I'aide d’un appareil KSV PMI 550 Instrument
(KSV Instruments Ltd, Helsinki, Finland). Celui-ci est composé d’un spectrométre infrarouge
a transformé de Fourrier équipé d’une unité de modulation de polarisation (PM), installé d’'un
c6té d'un goniometre, et d’'un détecteur MCT de l'autre c6té du goniometre. L’angle
d’incidence du laser pouvait ainsi étre choisi entre 40 ° et 90 °, les mesures ayant été faites a
'angle de 75 °. L'unité PM, constitué d’'un monocristal ZnSe piézoélectrique IR-transparent,
a été couplé a un modulateur photoélastique modulant de fagon continu a une fréquence de
74 kHz la polarisation du laser entresta(+ au plan d’incidence) et lp-polarisation (=au
plan d’incidence). La gamme spectrale était comprise entre 800 et 4JQGuet une
résolution de 8 cih

Apres nettoyage de linterface eau-air par aspiration, un premier spectre S(W) était
collecté (blanc, 6000 scans a 10 scans par seconde ; 10 minutes d’acquisition). Le film était
alors préparé et comprimé a la pression d’étude comme décrit précédemment. Aprés quelques
minutes de stabilisation, un spectre de mesure S(f) pouvait étre collecté et normalisé par le
signal blanc S(w) selon I'équatiokS / S = [S(f) — S(W)] / S(w). Dans la région du moyen
infrarouge, la longueur d’onde a laquelle la retardation de demi-onde prenait place pouvait
étre sélectionnée & 1500 ¢ru 2900 crit. Certaines bandes d’absorption étant parfois plus
visibles a I'une ou l'autre de ces longueurs d’'onde, selon le cas, tous les spectres dans une
condition donnée ont été collectés pour chacune des deux longueurs d’onde de retardation.

La correction de la ligne de base ainsi que la déconvolution des spectres dans les régions
d'intérét ont été effectuées a l'aide du logiciel OrigirfPno7.0383 (OriginLab Corp.,
Northampton, USA).
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» Cinétiques d’adsorption (chapitre VI, exclusivement).

Ces expériences ont été realisées sur le méme appareillage que les isothermes de
compression, décrit précédemment. La cuve a été équipée de deux agitateurs magnétiques
(1 cm) en rotation & 250 tours rinet espacés d’environ 15 cm des bords de part et d’autre
des deux extrémités de la cuve. Un film de Langmuir était préparé a la surface d’une sous-
phase de volume V = 330 mL, puis comprimé & la pression de siii§ac80 mN m'. Aprés
10 minutes d’équilibration, 1,00 mL d’'une solution concentrée en la substance d’intérét fut
injecté dans la sous-phase de part et d'autres des deux barriéres, a I'aide d’'une microseringue
(Hamilton Co., USA). L’évolution de la pression de surface fut alors suivie en fonction du
temps et enregistré a I'aide de I'ordinateur équipé du logiciel KSV.

» Hydrolyse des prodrogues a l'interface eau-air (chapitre 1V et V, exclusivement).

Ces études ont été réalisées dans des boites de Pétri calibrées en verre borosilicaté
(2 =18,5cm ; 268,8 chsoit 268,8 18 A?; profondeur : 3 cm). Celles-ci étaient & demi
remplis par 120 mL d’une solution tampon (NaH{N2COs, 50 mM, pH 10) fraichement
préparée. Celle-ci a été préparée par dissolution de NaH€200 g) dans 800 mL d’eau
distillée, le pH fut ajusté a I'aide d’un pH-métre PHM210 Meteflabt d’une solution de
NaOH ~2 M, et le volume complété a 1 L a l'aide d’'une fiole jaugée. Le film de Langmuir de
la substance d'intérét était déposé a l'aide d’'une microseringue (Hamilton Co., USA), de
facon obtenir une aire moléculaifg choisie en fonction de l'isotherme de compression
correspondante. Aprés 10 minutes d’équilibration, les boites furent recouverte (couvercle de
verre borosilicaté) et maintenues a I'abri de la lumiére par une boite de carton a température
ambiante ~20 °C, ou dans une étuve thermostatée a 37 °C.
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Mots clés : Calixarénes, Couches de Langmuir-Blodgett, Promédicaments, Phospholipides,

Antiinfectieux, Modéles de Membrane, Films de Langmuir, PM-IRRAS.

Résumeé :Le travail suivant est consacré d’'une part a I'emploi du calix[4]Jarene comme une
plate-forme organisatrice de principes actifs pour la conception de nouvelles prodrogues. Ce
concept a été développé avec des substances antibactériennes ou antivirales, choisies comme
modéles. Les conjugués calixarene — anti-infectieux ainsi synthétisés sont amphiphiles et
insolubles dans I'eau. Leur comportement interfacial a été étiadiénterface eau-air, mime

d'une interface hydrophile-hydrophobe physiologique, a l'aide de la technique des films
monomoléculaires de Langmuir. Nos résultats indiquent que ces prodrogues étalées a
l'interface eau-air peuvent libérer leurs principes actifs dans la sous-phase. La méthodologie
développée pour ces études de réactivité interfaciale pourrait a I'avenir étre appliquée a
d’autres prodrogues a base de calix[4]aréne.

Un second projet a concerné le trifluoroacétate de pétgaranidinoéthyl)-
calix[4]aréene (CX1). Ce composé présente des propriétés antibactériennes a large spectre,
couplées a une faible toxicité cellulaire. Nos travaux ont visé a mieux comprendre son mode
d’action, lié a une perturbation des parois bactériennes, par une approche physico-chimique.
La technigue de Langmuir a donc été employée afin d’étudier les interactions entre le CX1 et
des films monomoléculaires de phospholipides étalés a l'interface eau-air, utilisés comme
modeles de membrane bactérienne. Nos résultats nous ont permis de proposer un mode
d’organisation des membranes bactériennes sous linfluence du CX1. Nous avons ainsi
apporté des précisions sur son mécanisme d’action qui pourraient étre utiles dans le

développement de nouveaux calixarénes antibactériens.
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