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AVANT-PROPOS

AVANT-PROPOS

Depuis 30 ans, le nombre global de nouveaux cas de cancer en France et dans le monde

augmente chaque année. La chimiothérapie, la radiothérapie et la chirurgie sont a ce jour les
stratégies les plus utilisées dans le traitement des cancers. Toutefois, elles présentent de
nombreux effets secondaires et de nombreuses limites, tels que des séquelles post-opératoires,

une baisse de la production des cellules sanguines ou des intolérances aux traitements.

Pour pallier ces problemes, de nouvelles thérapies ciblées basées sur ’utilisation de la
lumiere et de molécules photoréactives sont apparues comme des solutions potentielles en
raison de leur multifonctionnalité et de leur caractére peu- ou non-invasif. Une des thérapies les
plus étudiées et utilisées, en laboratoire et en clinique, est la thérapie photodynamique (PDT).
Cette méthode repose sur la combinaison d’un photosensibilisateur, de la lumiere (UV, visible,
infrarouge ou rayons X) et de I’oxygéne moléculaire. Au-dela de cette derniére, plusieurs autres
alternatives thérapeutiques assistées par la lumiére suscitent un intérét croissant, telle que la
thérapie photothermique (PTT), et plus récemment, 1’activation mécanique photoinduite au sein
des membranes entrainant des dommages cellulaires. Cette derniére repose sur 1’utilisation de

composés photoisomérisables, tels que les azobenzénes, les stilbenes et les DASA.

L’utilisation de ces composés au cours d’applications in vivo peut cependant s’avérer
complexe, du fait de leur absorption dans le domaine UV-Vis et de leur forte hydrophobicité.
La principale difficulté repose donc sur la nécessité de les exciter avec des photons de haute
énergie afin d’induire leur isomérisation tout en gardant une pénétration suffisante des tissus.
Pour cela, déplacer les propriétés d’absorption de ces composés de maniére bathochrome, afin
de les exciter a des longueurs d’onde comprises dans la fenétre thérapeutique (NIR-IR), plus
appropriée pour une utilisation in vivo, semble étre une solution. Pour se faire, de nombreuses
solutions chimiques ou physiques peuvent étre envisagées, comme I|’introduction de
groupements donneurs et accepteurs puissants, 1’enrichissement ¢électronique ou I’irradiation
multiphotonique, et plus précisément, 1’excitation a deux photons. De plus, la

fonctionnalisation de ces composés a 1’aide de groupements ioniques, non ioniques ou de
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lipides accroitrait leur solubilité en milieu aqueux. Enfin, I’utilisation de composés naturels

biocompatibles est également envisageée.

Parmi ces composés, la cyclocurcumine, isolé des rhizomes de Curcuma longa au méme
titre que la curcumine, un composé naturel utilisé notamment en cuisine traditionnelle et soins
ayurvédiques, présente des propriétés d’isomérisation intéressantes sous irradiation UV. De
plus, des études précédentes reéalisees au laboratoire ont démontré que la cyclocurcumine,
reconnue pour ses propriétés pharmacologiques et thérapeutiques, présentait une efficacité
d’encapsulation élevée dans les membranes. Cependant, sa synthése délicate, son instabilite,
son isomérisation thermique et sa faible section efficace d'absorption a deux photons (o2 = 14
GM) limitent fortement son utilisation et son isomérisation sous irradiation proche infrarouge

ou infrarouge, et par conséquent, nuisent a son utilisation in vivo.

Dans ce contexte, 1’objectif de ces travaux de thése porte sur la synthése d’analogues
biomimétiques de la cyclocurcumine et 1’étude de leurs réponses photoinduites, en solution et
en milieu confiné dans des membranes modéles. Ces composés sont imaginés de maniére a ce
qu’ils présentent une section efficace d’absorption a deux photons plus élevée que la
cyclocurcumine et qu’ils puissent étre utilisés de manicre efficace au cours de thérapies

assistées par la lumiere.

Ce manuscrit est articulé en quatre chapitres. Le premier présente 1’état de 1’art sur les
différentes familles de photoswitches moléculaires, et plus particulierement, ceux répondant
aux irradiations infrarouges et proche-infrarouges. L’intérét de composés photoisomérisables
s’auto-assemblant sera également présent¢ au travers d’exemples d’applications
thérapeutiques. Les différentes voies de syntheése, mises en ceuvre afin d’obtenir tous les
analogues imagineés grace a une étude theorique préliminaire, sont présentees en détails dans le
deuxieme chapitre. Enfin, 1’évaluation des propriétés physicochimiques et des réponses
photoinduites de ces composés en solution (chapitre 3) et en milieu confiné dans des

membranes modeles (chapitre 4) a éte reéalisee.
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Les photoswitches moléculaires

1.1. Définition

Un photoswitch moléculaire est une molécule pouvant exister sous plusieurs états, dont au
moins un est stable, sous l’influence d’une irradiation lumineuse. Cette transformation
chimique réversible s’accompagne de modifications structurelles, électroniques et physico-
chimiques (constante diélectrique, indice de réfraction, etc.).! Chaque état présentera des

spectres d’absorption et des couleurs différentes (Figure 1. 1).2

hV1

Absorbance

hv,ouA

270 370 470 570
Longueur d'onde (nm)

Figure I. 1. Exemple de spectre UV-Vis caractéristique d'un photoswitch moléculaire

Lors de la réaction de photoisomérisation directe sous irradiation a une longueur d’onde a
laquelle il absorbe (A1), le photoswitch thermodynamiquement stable (état A) est transformé en
son état B. La réaction retour B—A peut étre réalisée de deux maniéres différentes : par voie
photochimique (A2) ou par voie thermique (A). On parle donc de photoswitches moléculaires de
type P ou de type T, respectivement. Dans de nombreux cas, la réaction retour thermique a lieu

a température ambiante. >3

.2. Mécanistique d’une réaction de photoisomérisation

Lors de I’irradiation, le photoswitch moléculaire A évolue de I’état fondamental a un état
excité a partir duguel de multiples voies de relaxation peuvent avoir lieu. La relaxation
majoritaire reste 1’isomérisation.®> Une fois qu’il a atteint son premier ou second état excité

singulet, le composé se relaxe de maniere vibratoire pour atteindre des points non adiabatiques
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tels que des intersections coniques. Ces intersections représentent des entonnoirs énergétiques
vers 1’état fondamental et sont les médiateurs de la photoréactivité du photoswitch moléculaire
(Figure 1. 2A). En effet, un chemin sans barriére se connectant a l'intersection conique réactive
sera corrélé avec des phénomeénes ultrarapides et hautement efficaces. Au contraire, les
barrieres de I'état excité ralentiront le processus en favorisant I'émergence d'un chemin
compétitif, radiatif ou non, pouvant limiter le rendement quantique de photoisomérisation.* La
topologie spécifique de I'intersection conique et la geométrie moléculaire associée exercent
également une forte influence sur I'équilibre entre la photoactivité et la photostabilité, de méme
que sur l'interaction avec I'environnement moléculaire. Le nouvel isomére formé est métastable
car plus riche en énergie que 1’isomére initial (Figure 1. 2B). Une majorité des photoswitches
moléculaires s’isomérisent de manicre réversible de A vers B sous 1’effet de la lumiére et de la
chaleur, tandis que dans certains cas, I’isomeére B peut encore réagir pour former un troisiéme

isomere C (Figure 1. 2C).

A \ s B A

E

Excited state

\\/

Photoisomerisation

? /9

A

Thermal
relaxation

ion

Internal ‘

converston‘\ Ground state

metastable isomer

stable isomer

Isomer A . Isomer B = Isomer C

Pa P a

Figure 1. 2. (A) Diagramme de Jablonski présentant les principaux chemins de désexcitation photophysiques
possibles a partir de I'état excité d'un photoswitch ; (B) Représentation des surfaces d'énergie potentielle pendant
I'isomérisation d'un photoswitch ; (C) Schéma général de la photoisomérisation d’un photoswitch (figure adaptée

de Volari¢ et al.)®
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1.3. Caractéristiques d’une réaction de photoisomérisation

Les réactions de photoisomeérisation sont généralement réversibles et non-destructives.
Néanmoins, il est nécessaire d’évaluer leur efficacité a ’aide de différents paramétres : le
rendement quantique de photoisomérisation, la composition en chaque isomére a 1’état
photostationnaire, la cinétique d’isomérisation thermique, le temps de demi-vie thermique et la

résistance a la fatigue.

1.3.1. Rendement quantique de photoisomérisation

L’efficacit¢é d’une réaction de photoisomérisation, A—B, est caractérisée par son
rendement quantique de photoisomérisation (®a—s) représentant la probabilité qu’un photon
soit absorbé par le composé A et qu’il conduise a la formation de B.® Ce rendement quantique
évalue le nombre de molécules B formées par rapport aux nombres de photons absorbés par le

composé A (Equation 1) :

Nombre de molécules de B formées

0] = Equation 1
A-B Nombre de photons absorbés par A ( g )

De méme, la réaction de photoisomérisation retour, B—A, est définie par son rendement
quantique de photoisomérisation ®g_.a. La détermination experimentale de ces rendements sera

discutée dans le chapitre 3.

1.3.2. Etat photostationnaire (EPS)

Lorsque les spectres d’absorption des deux especes A et B se recouvrent, méme
partiellement, une irradiation a une longueur d’onde au niveau de ce recouvrement entraine a
la fois la transformation directe, A—B, et la transformation inverse, B—A. En conséquence,
un état d’équilibre est atteint entre ces deux especes. C’est 1’état photostationnaire (EPS), défini
comme étant le rapport entre les concentrations des espéces A et B a 1’équilibre.># Ce rapport
peut étre quantifié¢ a I’aide des rendements quantiques de photoisomérisation ®a—.g et P-Aa,
préalablement définis, ainsi que des coefficients d’absorption molaire de chaque espece ea et

eg a la longueur d’onde d’irradiation selon 1’équation suivante (Equation 2) :

A DPp., . .
- e ot

De ce fait, la composition de 1’état photostationnaire est dépendante a la fois de 1’absorption

de chaque espéce mais également de 1’efficacité des réactions de photoisomérisation directe et
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inverse. Contrairement a 1’état A du photoswitch moléculaire qui peut facilement étre
caractérisé par spectroscopie UV-Vis (Aa, €a), I’état B est moins aisé a analyser. En effet, la
conversion de A en B n’est pas toujours totale et la concentration en B reste souvent
indéterminée sauf si la réaction retour est inefficace (®s—a trés faible) et qu’elle n’a pas lieu
thermiquement. Afin de caractériser 1’état B, et plus précisément déterminer eg, plusieurs
méthodes sont envisageables : la séparation des deux espéces A et B par des méthodes
séparatives et la mesure des propriétés photochimiques ou par la combinaison d’analyses UV-

Vis et RMN.

1.3.3. Cinétique thermique et temps de demi-vie

Comme expliqué précédemment, la réaction inverse B—A est réalisee par voie
photochimique ou par voie thermique, dans 1’obscurité. Dans ce dernier cas, la réaction est
unimoléculaire et suit une cinétique du premier ordre durant laquelle la concentration en espéce
B décroit de maniére exponentielle en fonction du temps.* La réaction est caractérisée par sa

constante cinétique, ks—a (Equation 3) :
[B]: = [B]oe "B~ (Equation 3)

Cette constante cinétique permet de définir le temps de demi-vie (t12) de I’espece B,
correspondant a la durée nécessaire pour que 50% des molécules a 1’état B se soient isomérisées

en leurs formes thermodynamiquement stables (état A), selon I’équation (Equation 4) :3

In2

(Equation 4)

t1,2(B) =

kp-a

Les réactions photochimiques directes et retours ne sont pas unimoléculaires et ne suivent
pas toujours une cinétique du premier ordre. En effet, si une isomérisation a lieu a une longueur
d’onde ou les deux isoméres absorbent, cela entraine un EPS.* Par conséquent, la détermination
des constantes de cinétique nécessite de nombreuses approximations rendant 1’évaluation de

I’efficacité des réactions de photoisomérisation plus complexe.

1.3.4. Résistance a la fatigue

La résistance a la fatigue correspond a la capacité d’un composé donné a ne pas se dégrader
lors d’irradiations lumineuses successives. Les dégradations observées sont multiples :

oxydations ou encore réactions péricyclique courantes pour les stilbénes.
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Afin d’obtenir des photoswitches moléculaires efficaces, il est nécessaire qu’ils puissent
subir un grand nombre de cycles d’isomérisation A—B—A. Dans de nombreuses études, la
résistance a la fatigue est mise en avant par des mesures UV-Visible.>” L’absorbance maximale
mesurée a une longueur d’onde donnée est obtenue de maniére constante aprés chaque cycle
d’irradiation pour un composé résistant a la fatigue alors qu’elle évoluera lors d’une dégradation

(Figure 1. 3).
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Figure 1. 3. Suivi de I'absorbance a une longueur d'onde donnée au cours de cycles d'irradiation (UV (bleu) ou
Visible (rouge)) pour un photochrome résistant a la fatigue

I.4. Différentes familles de photoswitches moléculaires

Les photoswitches moléculaires sont généralement classés en fonction de la réaction
chimique induite par I’irradiation. En effet, les isomérisations E/Z (stilbénes, azobenzénes,
hemiindigo/hemithioindigo...), les réactions péricycliques, induisant la rupture ou la formation
de liaisons C-O, C-N ou C-C (diaryléthénes, spiropyranes/spirooxazines, fulgides...) et les
réactions de prototropie (anils) sont les trois catégories de photoswitches moléculaires les plus

représentees et étudiees dans la littérature.

1.4.1. Isomérisations E/Z

Les doubles liaisons X=Y sont des motifs trés répandus et utilisés dans la constitution des
photoswitches moléculaires. En effet, ces doubles liaisons peuvent étre isomerisées de la forme
E a la forme Z, et inversement, sous irradiation lumineuse modifiant ainsi la géométrie et les
propriétés physicochimiques des composés finaux. Les photoswitches moléculaires comportant
ce type de liaison sont souvent décorés par des groupements aryles ou enrichis par

I’augmentation de la conjugaison (systéme ), et présentent donc, généralement, une
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absorbance entre 300 et 400 nm. Ces propriétés optiques peuvent étre déplacees vers le visible
et le proche infrarouge (NIR) en fonction de la nature des atomes X et Y (ici, C ou N) qui
constituent la double liaison et des substituants portés par cette derniere.

1.4.1.1. (Stiff) stilbénes

Les stilbénes sont des molécules de formule générale Ar-CH=CH-Ar. Leur mécanisme
d’isomérisation a été étudié a de nombreuses reprises. L’isomére E a son état excité, obtenu par
une transition m-m*, est métastable.®® Tandis que la forme thermodynamiquement stable E
présente une structure quasi-planaire avec un angle diédre, formé par les plans de part et d’autre
de la double liaison, de moins de 2°, I’isomére Z adopte une conformation coudée avec un angle
diédre de 30-50° et une rotation d’un des groupements phényles par rapport au second.®°
Néanmoins, ce fort changement de géométrie n’induit qu’un faible changement de moment
dipolaire.!* Concernant les propriétés optiques, le E-stilbéne présente une longueur d’onde
d’absorption maximale de 294 nm dans 1’éthanol tandis que celle du Z-stilbéne est située a 278
nm avec un recouvrement du spectre d’absorption de I’isomére E.'> Malgré des rendements
quantiques de photoisomérisation directe et retour élevés (®Pe—z = 0,2-0,6 et Oz = 0,3-
0,5),131415 une cinétique d’isomérisation thermique négligeable a température ambiante®1® et
de forts taux de photoisomérisation (E—Z > 60%, Z—E > 60%),1"18 ce qui en fait d’excellents
motifs isomérisables, les stilbénes sont sujets a des réactions secondaires apres obtention de la
forme Z. En effet, la présence d’oxygene dans le milieu peut conduire a une réaction

péricyclique entrainant la formation du phénanthrene (Schéma I. 1).

g
|
W

E-Stilbéne Z-Stilbéne

Phenanthréne

Schéma 1. 1. Photoisomérisation des stilbenes et réactions secondaires possibles
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Afin d’éviter ces réactions secondaires, des modifications structurelles ont conduit a la
création d’une nouvelle classe de stilbénes : les stiff stiloénes.>® Méme si une dégradation de
ces composés par oxydation et rupture de la double liaison éthylénique est toujours possible, %%
la réaction électrocyclique menant a la formation de I’intermédiaire dihydrophenanthéne n’a
jamais été observée (Schéma 1. 2).°2? De plus, leur géométrie neutralise la rotation des
groupements phényles sur eux-mémes (axe CH-Ar), alors que celle-ci est visible et étudiée sur

les stilbénes initiaux.2®

E-Stiff stilbéne Z-Stiff stilbéne

Schéma 1. 2. Photoisomérisation des stiff stilbenes

Méme si les propriétés physico-chimiques des deux familles sont extrémement proches
(absorbance aux alentours de 320-360 nm,?* faible rendement quantique de fluorescence),? les
stiff stilbénes s’avérent étre plus résistants a la fatigue que leurs parents stilbénes, et cela
indépendamment de la polarité du solvant étudié.?®2"?8 La seule limitation rencontrée est un
taux d’isomérisation E-Z limité a la fois par la polarité et la viscosité des solvants mais aussi
par les substituants des photoswitches moléculaires notamment par ceux créant un moment

dipolaire ou un systéme donneur-accepteur.®

1.4.1.2. Moteurs moléculaires basés sur les (stiff) stilbénes

En 1999, le groupe de Feringa a étudié et présenté le premier exemple de moteur
moléculaire photoisomérisable.?® Trois générations de moteurs moléculaires ont alors été
développées. La premiére, basée sur les stiff stilbenes, est composée de deux moitiés identiques
comportant un groupement méthyle en alpha de la double liaison isomérisable, jouant le réle
de centre stéréogeéne, reliées par un axe central éthylénique (Schéma I. 3). Le groupement
méthyle, de conformation axiale, est un élément crucial pour la rotation du moteur moléculaire.
Il induit une conformation helicoidale a la molécule, empéchant toute planéité grace a
I’encombrement stérique généré entre le méthyle et la partie aromatique. Quatre

diastéréoisomeres naturels sont envisagés mais seulement deux (RR et SS) sont obtenus de

11
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maniere synthétique. Une irradiation lumineuse entre 280 et 320 nm induit une torsion de la
molécule E conduisant a la formation du composé instable Z. La stabilisation de la molécule
advient a 1’aide d’un processus d’inversion thermique des hélices. A la suite d’un glissement
des parties aromatiques I’'une devant ’autre, les méthyles retrouvent leur conformation axiale
conduisant a I’obtention de la forme Z stable. Le méme enchainement d’étape a lieu lors du
passage de la forme Z stable a la forme E instable (photoisomérisation aux mémes longueurs
d’ondes que précédemment et inversion thermique des hélices) conduisant finalement a une

rotation de 360° d’une hélice par rapport a 1’autre.

| 312 nm
0
-
OR
E-stable Z-instable
A A

E-instable Z-stable

Schéma 1. 3. Photoisomérisation d'un moteur moléculaire de premiére génération basé sur un stiff stilbéne3°

Malgré des rendements quantiques de photoisomérisation plus faibles que ceux des stiff
stilbénes,®3! ces composés présentent une résistance a la fatigue importante.3 Grace a cette
propriété, ils sont utilisés dans de multiples applications émergentes telles que les structures
supramoléculaires photoréactives, récompensées d’un Prix Nobel en 2016,%2% la catalyse,® les

systémes hotes invités, >33 ou la photopharmacologie. 38394041

Deux autres générations de moteurs moléculaires seront par la suite créées avec des

structures asymétriques ou des constructions achirales (Figure 1. 4).4243:4445
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Deuxiéme génération de moteur moléculaire Troisiéme génération de moteur moléculaire

Figure 1. 4. Structures de moteurs moléculaires de deuxiéme et troisiéme générations

1.4.1.3. (Hétéroaryl)azobenzenes

Les azobenzenes sont des photoswitches moléculaires de la forme Ar-N=N-Ar avec des
groupements aromatiques identiques (azobenzéne) ou différents (hétéroarylazobenzéne).6-48
Ce sont les composés les plus étudiés et les plus utilisés a ce jour. Comme pour les stilbénes
préalablement décrits, une irradiation lumineuse UV (environ 330-360 nm) induit une
isomérisation E—Z entrainant un fort changement de la géométrie mais également des
propriétés physico-chimiques (Schéma 1. 4).9* En effet, I’isomére E est presque plan (les
cycles aromatiques forment un angle d’environ 18° avec le plan C-N=N) mais aussi
thermodynamiquement stable alors que I’isomére Z est un composé métastable, présentant une
conformation coudée avec un angle diédre de 56°.4° De plus, le moment dipolaire augmente de
0,5 a 3D lors de la photoisomérisation ce qui rend 1’isomére Z entre 5 et 40 fois plus soluble
dans I’eau que I’isomére E.>*° L’isomérisation retour Z/E peut étre réalisée de maniére

photochimique avec une irradiation & 450 nm ou de maniére thermique.®!

Les isomeres E des hétéroarylazobenzénes présentent des propriétés bien distinctes. En
effet, la présence d’hétéroatomes dans les cycles aromatiques augmente leur polarisation et
induit un déplacement bathochrome de 1’absorption des composés.*”*® Les hétérocycles
peuvent étre des pyridines,>>>° des indoles,*”*3°6-%9 des indazoles,®® des imidazoles,5*% des
oxazoles,®* des thiazoles, etc. Ces modifications de propriétés sont également observées en
présence de systémes donneurs-accepteurs en position para,*®® et/ou ortho,%®-"! (déplacement

des bandes correspondant aux transitions n-m* et m-m*).

Schéma 1. 4. Photoisomérisation des (hétéroaryl) azobenzeénes
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Les azobenzeénes et autres sous-classes sont d’excellents photoswitches moléculaires. En
effet, ils présentent des rendements quantiques de photoisomérisation élevés (®e—.z = 0,1-0,5 et

®zg =0,2-0,6)">" ainsi qu’une excellente résistance a la fatigue dans I’ensemble des solvants

car leur isomérisation ne s’accompagne pas de réactions secondaires.'> "

Wz .
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Schéma 1. 5. Mécanismes proposés pour la photoisomérisation E—Z de I'azobenzene

Le mécanisme d’isomérisation directe des azobenzenes est le plus étudié et décrit dans la
littérature. L’isomérisation s’effectue de maniere photochimique par 1’'un des quatre
mécanismes proposeés et décrits ci-dessous : rotation, inversion, inversion concertée et rotation

assistée par une inversion (Schéma I. 5).7>76:46.77.78

+ Rotation : libre rotation d’un cycle aromatique autour de la liaison N-N apreés rupture
de la liaison 7 de la double liaison N=N induisant uniquement une modification de
’angle diédre. 4%

+ Inversion : déplacement d’un cycle aromatique d’un angle N=N-C de 180° avec un

atome d’azote adoptant une liaison sp linéaire.” 7646

+ Inversion concertée : déplacement des deux cycles aromatiques d’un angle N=N-C

de 180° avec deux atomes d’azote adoptant des liaisons sp linéaires.”®4
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+ Rotation assistée : libre rotation d’un cycle aromatique autour de la liaison N-N

aprés rupture de la liaison & de la double liaison N=N avec modification de I’angle

diédre, les angles N=N-C restant intacts.*:"®

Quant a elle, la photoisomérisation retour se fait de maniere photochimique ou thermique
via différents mécanismes décrits bien plus récemment : inversion, rotation assistée ou par un
intermédiaire hydrazone (Schémas 1. 6 et I. 7).46475 Sj les deux premiers mécanismes cités
sont identiques a ceux décrits au préalable, le dernier a lieu uniquement dans les solvants
protiques et lorsque 1’un des cycles aromatiques est substitué par un groupement donneur, tels
gue -OH, -SH ou -NHR ou que cette fonction est présente dans le cycle. Le proton acide peut
étre déplacé sur la liaison N=N, par tautomérie, induisant la création d’une liaison simple N-N

autour de laquelle peut tourner un des cycles aromatiques afin de conduire a la forme stable E.

A

A\_N

A Inversion

Rotation assistée

Schéma 1. 6. Mécanismes proposés via un processus d’inversion ou de rotation assistée pour la
photoisomérisation Z—E de I'azobenzéne
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\

& O

OH

Prototropie 1 l Prototropie

Z-Z

O

Schéma 1. 7. Mécanisme proposé via un intermédiaire hydrazone pour la photoisomérisation Z—E de
I'azobenzéne

Enfin, I’ensemble des propriétés physico-chimiques et thermodynamiques peuvent étre
modifiées par la structure de 1’azobenzeéne. En effet, les diazocines sont des azobenzeénes
cycliques dont la liaison N=N est comprise dans un cycle a 8 liaisons (Schéma 1. 8).”37980 Ce
dernier induit une inversion de la stabilité de chaque isomeére, la forme Z devenant donc la forme
thermodynamiquement stable et E la forme métastable.?! Malgré cela, les taux de conversion
(plus de 90% d’isomére E formé sous irradiation a 400 nm, conversion E—Z quantitative sous
irradiation entre 480 et 550 nm) et les rendements quantiques de photoisomérisation sont
toujours trés élevés (Pe_z=0.3-0.5 et dz_e = 0.3-0,7).828% Afin d’accroitre les temps de demi-
vie de I’'isomere E, des modifications structurelles et notamment 1’ajout d’un hétéroatome (O,
S ou NR) ont été realisées transformant la liaison CH2-CHz en CH>-X. Alors que la forme E de
la diazocine avec la liaison CH>-CH> présente un temps de demi-vie de 4,5 h, I’analogue CHa-

S est stable pendant plusieurs jours (t12(E)=3,5 jours).”384

X hv. X
1 X=CH2, 0,S,NR
- N\\ avec R = H, Me, Et, Ac
N=N A N

Isomére Z Isomére E

Schéma 1. 8. Photoisomérisation des diazocines
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1.4.1.4. (Thio) indigos

Les indigos et les thioindigos sont des photoswitches moléculaires présentant une double
liaison isomérisable liant deux groupements indoles ou benzothiophénes (Schéma 1. 9).85%¢ La
forme thermodynamiquement stable E est transformée en forme métastable Z a la suite d’une
irradiation entre 550 et 660 nm (A = 570-590 nm pour X = S et A = 660 nm pour X = NAr, par
exemple) induisant un déplacement hypsochrome du maximum d’absorption (photochromisme
négatif). La réaction inverse Z—E a lieu thermiquement (X = NAr) ou photochimiquement (A
=480 nm pour X = S).3

X hl/1 O O
— —_—
CL~1D == =T
X hv.
90U A X X
(0]
Isomeére E Isomére Z
X=8 Thioindigo

X = NAr, NBoc, NH Indigo

Schéma 1. 9. Photoisomérisation des (thio)indigos

Néanmoins, lorsque les indoles ne sont pas alkylés,?” acétylés®-* ou arylés,*>% le composé
E est tres stable. En effet, a I’état excité, un transfert de protons, ultrarapide et trés efficace,
entre I’indole NH et la fonction carbonyle empéche les réactions secondaires destructives et
toute photoisomérisation, régénérant rapidement 1’état fondamental aprés absorption de la
lumiére.*-% D’autre part, une irradiation a 620-640 nm d’un composé présentant une seule
fonction indole NH entraine une photoisomérisation d’efficacité moyenne (plus de 40% de
I’isomére Z est obtenu) alors que celle-ci est forte dans le cas ou les deux atomes d’azote sont
substitués (>75%).%

Les rendements quantiques de fluorescence des indigos sont plus faibles que ceux des
thioindigos (2% vs 55%) alors que les rendements quantiques de photoisomérisation des deux
especes sont comparables (Pe—z= 0.01-0.15 et ®z_.g = 0,20-0.46 pour les indigos, Pe—z=0.10
et ®z.e = 0,38 pour les thioindigos).8°4%2 Toutefois, ces rendements quantiques de
fluorescence et de photoisomérisation sont amoindris par I’ajout d’eau. Les temps de demi-vie
thermiques des isomeres Z des indigos, dont les atomes d’azote sont substitués, sont élevés
(jusqu’a quelques jours) et ne sont pas affectés par I’ajout d’eau dans la solution. Néanmoins,

ils sont divisés par 200 pour les indigos présentant un motif indole NH (de 1000 & 5 s).%2
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1.4.1.5. Hémi(thio)indigos et aurones

Tout d’abord synthétisés et décrits par Baeyer en 1883 et par Friedlaender en 1909, les
hémi(thio)indigos (H(T)I) sont des photoswitches moléculaires composés de la moiti¢ d’un
(thio)indigo et de la moitié d’un stilbéne, chaque moitié¢ étant reliée par une double liaison
isomérisable (Schéma 1. 10).% Les propriétés physico-chimiques sont également une moyenne
de celles des composes qui les constituent. En effet, les hémi(thio)indigos présentent une
absorption maximale aux alentours de 450 nm alors que les stilbenes et les (thio)indigos
absorbent vers 290 nm et 550-660 nm, respectivement.8997 Une irradiation a 450 nm induit
une isomérisation de la forme thermodynamiquement stable Z (de moment dipolaire 2,8 D) a
la forme métastable E (de moment dipolaire 1,2 D) avec un photochromisme positif comme
pour les stilbénes.®”% En effet, I’isomére E présente une absorption maximale entre 510 et 590
nm.*® L’isomére Z peut également étre obtenu par stimulus thermique mais cela conduit & un

mélange des deux isoméres et non pas a une conversion quantitative.%®*

Isomére E

R Hemiindigo
Hemithioindigo
Aurone

Schéma 1. 10. Photoisomérisation des hémi(thio)indigos et des aurones

Les photoisomérisations directes et inverses des hémiindigos se sont montrées trés
efficaces dans différents solvants. En effet, plus de 80% d’isomére E est formé lors de
I’isomérisation directe alors que la réaction inverse est quantitative. Inversement, la
photoisomérisation des hémithioindigos est fortement dépendante des solvants.®-192 Ces
composés presentent des rendements de photoisomérisation modérés (®e—.z = 0,02-0,11 et
®z_.g = 0,16-0,23 pour les HI, ®e_z=0,05-0,33 et ®z_.e = 0,14-0,23 pour les HTI) et une forte

résistance a fatigue sur plusieurs cycles d’irradiation.%6:%%:1%

Les temps de demi-vie thermiques des isomeres E sont plus élevés que ceux des isomeres
Z. En effet, a température ambiante dans différents solvants, ils varient de quelques heures

(HD & plusieurs années (HTI)® de par la présence d’une liaison hydrogéne entre 1’aromatique
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et la fonction carbonyle. Néanmoins, lorsque I’atome d’azote des hémiindigos est substitué, les

deux isomeéres deviennent énergétiquement similaires.?

Enfin, tout comme pour les azobenzénes et les stilbénes, I’introduction de groupements
donneurs et attracteurs sur le composé conduit a des déplacements bathochromes de
I’absorption maximale ainsi qu’a I’augmentation de la cinétique de photoisomérisation, mais

peuvent également diminuer le taux de conversion.®"10

Les aurones, composeés issus de la famille des flavonoides®1% et largement étudiés pour
leur fluorescence,'%7-199 présentent la méme réaction de photoisomérisation que les HT|.11011
En effet, une irradiation a 400 nm résulte en I’isomérisation de la forme Z en la forme E avec
un déplacement bathochrome des propriétés d’absorption (t12 = 40 min, environ 55-60% de
conversion).!*! L’isomére Z peut étre récupéré par voie photochimique (480 nm) ou par voie
thermique. Tout comme les thioindigos, I’isomére E est le moins fluorescent des deux

isoméres.110

1.4.1.6. (Acyl)hydrazones

Les (acyl)hydrazones sont des photoswitches moléculaires présentant un motif C=N-N
isomérisable!'? 14 et répondant a plusieurs stimuli: le pH,'>% Ja présence d’ions
métalliques'?®122 ou la lumiére (Schéma 1. 11).11212% C’est pourquoi ces composés sont de
parfaits candidats pour la construction de systemes complexes combinant chimie acido-basique,
liaisons métal-ion et photochimie.'?*12° En fonction des substituants présents sur la molécule,
I’isomére thermodynamiquement stable peut avoir une conformation E (phenylhydrazones) ou
Z (acylhydrazones). Cette stabilité et les temps de demi-vie des espéces associées sont accrus
par la présence d’un groupement accepteur de liaison hydrogene, comme une pyridine, un
groupement carbonyle ou les deux, et peuvent atteindre plusieurs dizaines d’années (Schéma 1.
17).130-132

R TR H hvyou A ® N N hviou A N N
» »
Isomére E Isomére Z = =
Isomére E Isomére Z

Schéma 1. 11. Photoisomérisation des (acyl)hydrazones
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Comme pour I’ensemble des composés présentés jusqu’a présent, la réaction inverse peut
étre réalisée photochimiquement ou thermiquement. Les (acyl)hydrazones présentent
d’excellents rendements de conversions et résistance a la fatigue malgré des rendements
quantiques de fluorescence tres faibles (®e-z = 0,07-0,15, ®z.¢ = 0,19-0,32, ®r = 0.01-
0.05),133-135

1.4.2. Réactions de cyclisation

Les réactions péricycliques induisant la formation ou la rupture de liaison chimique, et plus
particulierement les réactions électrocycliques 3,3, sont les réponses photoinduites de grandes
classes de photoswitches moléculaires comme les diaryléthenes, les fulgides/fulgimides, les
spiropyranes, et les diméthylhydropyrénes.®¢13° Ces réactions suivent les régles de
Woodward-Hoffman et peuvent avoir lieu thermiquement (T >100°C) ou photochimiquement.
Alors que les diaryléthénes et les diméthylhydropyrénes présentent uniquement une réaction
¢lectrocyclique photoinduite, les autres composés s’isomérisent au travers d’un mécanisme

mixte (isomérisation et électrocyclisation) et seront présentés dans la partie suivante.

1.4.2.1. Diaryléthénes

Les diaryléthenes sont des composés présentant une double liaison liant deux motifs
(hétéro)aryles, le tout formant un systeme hexatriene pouvant donner lieu a une réaction
photochimique d’électrocyclisation a 6 électrons m (Schéma 1. 12).1%6138 Ces photoswitches
moléculaires peuvent étre composés de différents groupements aromatiques tels que les
pyridines,1*-142 les benzénes,’*® les naphtalénes,’* les indoles,1*4 les pyroles,'*® les
oxazoles,'*! les thiazoles,'*” les siloles!®® et les phospholes.!*® Afin d’empécher toute
isomérisation E/Z de la double liaison comme pour les stilbénes, la partie éthene est
généralement pontée ou substituée par des groupements présentant un fort encombrement
stérique.’®1%® Le pontage peut étre réalisé en fusionnant la double liaison C=C & un
cyclopentadiéne perfluoré!®®% mais aussi a des structures plus complexes comme les
maléimides,14>152153  |es imidazoles,’>* les thiazoles,'*® les phénanthrolines,'>® les

terthiazoles'*®*>" ou les benzoquinones. 8%
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Forme O (Open) Forme C (Closed)

Schéma 1. 12. Photoisomérisation des diaryléthenes

Ces molécules possedent deux conformations possibles : paralléle et antiparalléle. Seule la
conformation antiparalléle permet une réactivité lors de I’irradiation lumineuse.'®® Ainsi, une
irradiation lumineuse UV induit la conversion de la forme ouverte flexible et trés peu colorée
en la forme fermée rigide et tres colorée grace a un systeme conjugué étendu. La réaction
inverse peut avoir lieu thermiquement ou photochimiquement (450-700 nm).13161 Selon les
regles de Woodward-Hoffman, une fermeture de cycle conrotatoire limite les possibilités
d’ouverture thermique de cycle conduisant a des diaryléthénes, avec des cycles aromatiques a
5 chainons, stables thermiquement.'®? Inversement, quand les groupements aromatiques sont
composés de 6 chainons, comme les benzénes!®® ou les pyridines, la forme fermée des
diaryléthénes est considérée comme métastable facilitant la réaction C—O par voie
thermique. 136162

Les propriétés photophysiques et photochimiques de ces composés ont longuement été
étudiées.1®31% En effet, il a été démontré que la photoconversion entre les formes ouvertes et
fermées est dépendante de la nature du pont,14>153158 des cycles (hétéro)aromatiquest®®1 et
des solvants.’®” Les rendements quantiques de photoconversion varient de faibles & moyens
(®o_c = 0,21-0,71, dco = 0,01-0,47)146156:168-170 ot diminuent avec 1’augmentation de la
polarité du solvant.!®* Des substitutions en positions 2 et 2’ des hétérocycles conduisent & une
modification de I’efficacité et du rendement quantique de photoisomérisation de la réaction
C—0."1 Plus les groupements sur ces positions sont encombrants, plus I’isomére C est instable
thermiquement. Par conséquent, la conversion de la forme O en C varie de faible a quantitative
en fonction des différences structurales sur ces positions.t’> Malgré leur forte résistance a la
fatigue,’>17* une réaction secondaire irréversible induisant la formation d’un cycle aromatique
central @ 5 chainons peut avoir lieu (Schéma 1. 13). Cette réaction est declenchée par une
irradiation  lumineuse  prolongée ou un nombre important de cycles de
photoisomérisation.®*® Toutefois, elle peut étre limitée par I’introduction de groupements

encombrants!’>17® ou électroattracteurs sur les cycles aromatiques.’”17®

21



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

hV1 hV1
-
hv,ou A

Schéma 1. 13. Réaction secondaire photochimique lors d'une irradiation UV prolongée d'un diaryléthéne

1.4.2.2. Diméthyldihydropyrénes

Les diméthyldihydropyrénes (DHP) sont des photoswitches moléculaires de la famille des
diaryléthenes, méme si leurs comportements photochimiques difféerent. En effet, les DHP,
composes plans et fortement conjugués, sont transformés en cyclophanediénes (CPD),
composés métastables et peu colorés, par une ouverture de cycle sous irradiation lumineuse
issue du visible.”® La réaction inverse peut étre induite par voie photochimique ou thermique.
Les deux groupements méthyles centraux empéchent toute réaction d’oxydation irréversible sur
les cycles aromatiques. Néanmoins, en présence d’oxygéne triplet, les DHP peuvent étre oxydés
en dérivés endopéroxydes, limitant les efficacités des réactions d’ouverture et de fermeture de
cycles (Schéma I. 14). La réaction inverse permet de libérer thermiquement de 1’oxygéne

singulet faisant de ces composés de bons agents pour la PDT.17

DHP CPD

Schéma 1. 14. Photoisomérisation des diméthyldihydropyrénes et réactions secondaires possibles

Malgré leur bonne résistance a la fatigue,*®°8 les propriétés de ces composés sont
fortement amoindries avec I’augmentation de la polarité du solvant. En effet, le rendement
quantique de photoconversion ®o_.c varie de 0,28 dans le n-hexane a 0,07 dans le DMSO. Cette
diminution est également observée pour le temps de demi-vie thermique (plus d’un jour dans

le n-hexane, 30 minutes dans le DMSQ),182-185
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1.4.3. Mécanismes mixtes

Comme présenté précédemment, certaines classes de photoswitches moléculaires ont des
mécanismes de réponse photoinduite mixtes, composés a la fois d’une (ou plusieurs)
isomérisation et d’une (ou plusieurs) réaction électrocyclique : les fulgides/fulgimides, les
chroménes, les naphtopyranes, les spiropyranes et dérivés et les adduits donneurs-accepteurs
de Stenhouse (DASA).

1.4.3.1. Fulgides/fulgimides

Les fulgides et les fulgimides sont des composés présentant un systéme central a 6 électrons
7 fermé qui est converti en un systéme ouvert par une réaction électrocyclique conrotatoire a la
suite d’une irradiation lumineuse (Schéma I. 15).1¥¢ Malgré leur ressemblance avec les
diaryléthénes, les fulgides et les fulgimides ne sont constitués que d’un seul cycle
(hétéro)aromatique (benzéne,'®” (benzo)furane,’®81%1 pyrrole,’® indole,18:1931% oxazole,%?
thiophéne, 188192195 etc)). Le second cycle aromatique est un anhydride succinique ou un
succinimide.'81% Enfin, une grande variété de substituants sont portés par le systéme central a
6 électrons = : alkyles (R = Me, 'Pr, 'Bu),!86:1911% flyorés (R = CF3)1%"1% ou attracteurs (R =
CO2H).1%4197 Quand les substituants sont petits et peu encombrants, la photoisomérisation E—Z
présente dans le mécanisme de photoconversion des fulgides et fulgimides est réversible et est
réalisée a la méme longueur d’onde que celle utilisée pour la réaction électrocyclique (Schéma
I. 15). Lorsque les substituants sont volumineux, la photoisomérisation est impossible (R =

ipr).199

Malgré une forte dépendance & I’encombrement stérique des substituants, la
photoconversion des fulgides/fulgimides est trés efficace avec des rendements quantiques de
photoisomérisation allant de faibles a moyens (®e—.c = 0,12-0,54 pour les fulgides présentant
différents groupements (benzo)furanes dans des solvants apolaires, ®e—.c = 0,04-0,07 pour les
fulgimides).1%2% La conversion de la forme fermée a I’isomére E est quantitative et peut étre
réalisée photochimiquement (A =450-550 nm pour les fulgides, A > 600 nm pour les fulgimides)
ou thermiquement (a partir de 25°C) avec des rendements quantiques de photoisomérisation du
méme ordre de grandeur que pour la réaction E—C (®c_e = 0,05-0,42).190198.201 De plus, tous

les isomeres présentent une stabilité thermique notable en dessous de 50°C en solution.
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hV1

Isomére Z Isomeére E

h V2 h 171
(450-600 nm) || (360-420 nm)

X=NR, 0, S

Y=0 Fulgide
Y =NR Fulgimide

Forme C

Schéma 1. 15. Photoisomérisation des fulgides/fulgimides

1.4.3.2. Chromenes, naphtopyranes, spiropyranes et dérivés

Les chromeénes et les naphtopyranes ont une structure proche des fulgides. En effet, ils sont
constitués d’un systéme central a 6 électrons m fermé avec un atome d’oxygeéne converti en un
systéme ouvert par une réaction électrocyclique a la suite d’une illumination (Schéma 1. 16).20?
Une irradiation UV de la forme C entraine la rupture de la liaison C-O et la formation de la
forme métastable O, qui se convertit en deux différents isomeres mérocyanines (cis-trans (CT)
et trans-trans (TT)).2932% |a réaction inverse peut étre réalisée par voie thermique ou par voie
photochimique. Ces composés sont également sensibles a I’encombrement stérique comme les
fulgides initiaux. En effet, ’introduction de substituants entre les deux noyaux aromatiques
(pyrane et naphtaléne) par une chaine alkyle déplace I’équilibre de la réaction vers le composé
de forme fermée.?%° Le temps de demi-vie des espéces ouvertes est, quant & lui, fortement réduit
(quelques heures a quelques microsecondes).?1%212 Par conséquent, les spiropyranes et leur

dérivés sont préférés aux chromenes et naphtopyranes.

24



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Chroménes
R
R
X hV1 P hV1 = R
R P — = R _— _
0 R hv,ou A o hvyou A
¢}
Forme C Mérocyanine CT Mérocyanine TT
Formes O
Naphthopyranes
hV1 hV1
_— —_—
- -
hv,ou A hvyou A
Forme C Mérocyanine CT Mérocyanine TT
Formes O

Schéma 1. 16. Photoisomérisation des chromenes et des naphtopyranes

Les spiropyranes et dérivés, composés présentant une liaison spiro en position o par rapport
a ’atome d’oxygene, peuvent €tre convertis de manicre réversible en mérocyanines a 1’aide de
nombreux stimulus : la chaleur, le pH, les électrons et la lumiére.**” Une irradiation UV entraine
une réaction électrocyclique a 6 électrons m induisant 1’ouverture du spiropyrane en
mérocyanine puis la photoisomérisation E/Z de la double liaison centrale, dont la configuration
n’est contr6lée que si le phénol est protoné ou alkylé (Schéma 1. 17). Par conséquent, les
mérocyanines peuvent exister sous deux formes: neutres (stabilisées par des substituants
électrodonneurs) ou zwitterioniques (stabilisées par des substituants électroattracteurs).
137.213214 |_a chauffe modérée (>50°C) ou I’irradiation (A = 500-600 nm) d’une solution de
mérocyanine provoque la réaction inverse et 1’obtention de spiropyrane.?®>?7 Les
mérocyanines sont thermiquement stables dans les solutions aqueuses contrairement aux
spiropyranes, qui le sont seulement dans des solvants organiques.?'#2%° De plus, de nombreuses
études ont mis en avant la stabilité et la photoconversion importante des mérocyanines en milieu

acide. 220221
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Spiropyrane C Mérocyanines O quinoidales

hvy,ou A

Mérocyanines O zwittérioniques

Schéma 1. 17. Composés spiropyranes et dérivés : Exemple de molécules (A) et photoisomérisation des
spiropyranes (B)
Les rendements quantiques de photoisomérisation sont dépendants de la polarité des
solvants (®c—o = 0,1-0,2 et ®o_c = 0,001-0,01 dans 1’acétonitrile, ®c—.o0 = 0,83 et Oo_.c =
0,02-0,05 dans le méthylcyclohexane) et des substituants. Les photoconversions peuvent étre

répétées a de multiples reprises dévoilant une résistance a la fatigue élevée.??222

1.4.3.3. DASA

Les DASA sont des photoswitches moléculaires décrits pour la premiére fois en 2014 par
Helmy.??* De par les intéréts naissants de la communauté scientifique envers ces nouveaux
composés, ils ont déja été étudiés a de nombreuses reprises autant théoriquement?2>-2%
qu’expérimentalement.?26:227231-237 1 s DAS A sont composés d’un groupement électrodonneur
relié a un groupement é€lectroattracteur par un hexatriéne portant un atome d’oxygene en
position C». La nature de ces groupements definit trois générations de DASA (Schéma I. 18).
En effet, le groupement accepteur de la premiére?? et la deuxiéme?*® générations est un acide
de Meldrum, un acide 1,3-diméthyl barbiturique ou leurs dérivés. Il est remplacé par un acide

plus riche en atomes de carbone dans la troisiéme génération.?*® Les groupements attracteurs
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sont des dialkylamines dans la premiére génération et des anilines secondaires pour la deuxiéme

et la troisiéme générations.

A
R oH [ hvy \
R/N NN _ !
A
o
B
Os X, PN O~ X. PN LT
,?\Ikyl HO T T HO Y O HO “
AIkyI/N/// X N AN AF X N A~ F !
o o] 0]
Premiére génération Deuxiéme génération Troisiéme génération

Acide de Meldrum : X = C(CH3),, Y =0
Acide 1,3-diméthylbarbiturique : X = NMe, Y = C=0
Dérivés : X=NR,Y =0

Schéma 1. 18. Photoisomérisation (A) et différentes générations (B) de DASA

La conversion de la forme linéaire, fortement hydrophobe et colorée, a la forme métastable
fermée, hydrophile et peu colorée, est engendrée par une irradiation lumineuse (A = 450-700
nm) et est caractérisée par un fort photochromisme négatif.?24235237.240 | 3 réaction inverse se
produit a température ambiante avec des cinétiques variant entre quelques minutes et quelques
heures (Schéma 1. 18).24* Le mécanisme de photoconversion est complexe et a été longuement
étudié ces derniéres années.?26:227233.242 Toyt d’abord, I’irradiation induit la photoisomérisation
Z—E de la double liaison C>=Csz. Le groupement hydroxyle s’avére étre crucial dans
I’isomérisation de la double liaison. En effet, en absence de fonction hydroxyle, toutes les
doubles liaisons peuvent étre isomérisées et aucune cyclisation n’est observée. Cette
isomérisation est suivie de la rotation de la liaison C3-C4, d’une réaction de fermeture de cycle
thermique (cinétiquement limitante) et d’un transfert de H* sur le groupement attracteur ou

donneur (Schéma 1. 19).
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O~ X.
Q' H Y
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X
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Forme L (Linear) Forme C (Closed) o
H.l/\l R
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Schéma 1. 19. Mécanisme simplifié de la photoisomérisation des DASA

Les DASA de premiere génération se retrouvent presque exclusivement sous leur forme
linéaire alors que ceux de deuxiéme et troisieme générations peuvent étre convertis de maniére
réversible dans des solvants apolaires.??4239-241 Néanmoins, dans les solvants polaires
protiques, la forme cyclisée est plus stable que la forme linéaire ce qui empéche la

photoconversion inverse C—L.2%

Les DASA présentent des rendements quantiques de photoisomérisation dépendants de la
concentration. En effet, ils sont divisés par 10 (de 20 a 2-3%) lorsque la concentration est
multipliée par 1000. Les vitesses d’isomérisation thermiques sont, quant a elles, trois fois plus

rapides avec la méme augmentation de concentration.?*

Il. Au-dela du domaine UV-Vis: photoswitches moléculaires

déclenchés dans le NIR

Gréace a des modifications de propriétés physico-chimiques (moment dipolaire, solubilité,
temps de demi-vie, rendement quantique de fluorescence, etc.) et de géométries induites par
une irradiation lumineuse, les photoswitches moléculaires sont utilisés dans de nombreux
domaines d’application : matériaux, énergie, semiconducteurs, stockage d’informations.
Toutefois, depuis quelques dizaines d’années, ils sont utilisés dans le domaine de la biologie
avec des applications telles que la photopharmacologie, 1’imagerie moléculaire et la
photothérapie. Pour étre utilisés dans ce domaine, les composés doivent répondre a un cahier
des charges, et notamment la nécessit¢ d’absorber dans le proche infrarouge ou dans

I’infrarouge.
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11.1. Effet de la longueur d’onde d’absorption pour des applications in

VIivVO

La plupart des photoswitches moléculaires actuels présentent des longueurs d’ondes
d’absorption dans I’UV et dans le visible. Malgré une efficacité éprouvée et démontrée, cette
gamme de longueur d’onde n’est pas appropriée pour des applications in vivo. En effet, les
rayonnements UV ou visibles sont trés énergétiques et pénetrent difficilement le derme ou
d’autres tissus (< 0,15 mm, Figure I. 5). L absorption d’une grande quantité de rayonnements
UV-Vis par les tissus peut conduire a des réactions photochimiques ou a des effets thermiques
pouvant dénaturer certaines protéines, conduire a une rupture de I’ADN ou a la peroxydation
des lipides, provoquant finalement la mort des cellules. Les rayonnements NIR et IR, quant a
eux, sont moins énergétiques et permettent des irradiations en profondeur (jusqu’a 10 mm,
Figure 1. 5).24 C’est pourquoi la longueur d’onde d’absorption des photoswitches moléculaires

doit étre comprise entre 650 et 900 nm, c’est la « fenétre thérapeutique ».

_—50-1 50 pm
Epiderme _-1 mm
2mm
Derme T
10 mm
Hypoderme

Figure 1. 5. Evolution de la profondeur de pénétration des radiations a différentes longueurs d'onde

Travailler dans cet intervalle permet également d’éviter I’absorption et 1’auto-fluorescence
des tissus dans le spectre du visible, ainsi que 1’absorption de 1’eau au-dessus de 900 nm. Ces
phénomenes auraient tendance a diminuer 1’efficacité de photoisomérisation des composés

utilisés.
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11.2. Excitation NIR/IR directe

Ainsi, pour des applications in vivo tout en présentant une efficacité importante dans des
tissus profonds, un photoswitch moléculaire doit absorber a des longueurs d’onde comprises
entre 650 et 900 nm. Lors des expériences, la molécule est irradiée a des longueurs d’ondes
auxquelles elle absorbe. On parle d’excitation directe. Afin de faire concorder la longueur
d’onde d’absorption et d’émission de la molécule et la fenétre thérapeutique, des modifications
chimiques sont parfois nécessaires. Pour se faire, 1’introduction de groupements donneurs et/ou

accepteurs ainsi que 1’¢longation des systémes 7 sont les deux méthodes les plus utilisées.

Toutefois, si ces modifications chimiques n’induisent pas de déplacement bathochrome
suffisant, les excitations multiphotoniques (telle que 1’excitation a deux photons), sont des
techniques ayant démontré une certaine efficacité et sont depuis quelques années assez

répandues.

1.2.1. Modifications chimiques
11.2.1.1. Groupements électrodonneurs et électroattracteurs

L’ajout de groupements électrodonneurs et électroattracteurs sur une molécule, appelée
stratégie donneur-accepteur (D-A) ou push-pull, est la technique la plus fréquemment utilisée
afin de déplacer les spectres d’absorption et d’émission vers le rouge. L’écart d’énergie entre
la HOMO et la LUMO est d’autant plus faible et la longueur d’onde est d’autant plus décalée
de facon bathochrome que la force des groupes donneurs et accepteurs sur le photoswitch
moléculaire est élevée.?* En effet, certains composés comme les dihydropyrénes ont vu leur
photoconversion induite par des longueurs d’onde allant jusqu’a 900 nm a la suite de I’ajout de
groupements donneurs (amine, hydroxyle, éther, halogene) et attracteurs (cétone, nitrile, nitro)
alors que les composés nus n’absorbent qu’entre 350 et 500 nm.'8* Cette technique a été
appliquée a plusieurs autres classes de photoswitches moléculaires comme les azobenzénes ,
les diaryléthénes et les DASA.

Entre 2009 et 2019, Herges et al. ont synthétisé une série de diazocines absorbant dans le
domaine du visible.”>8182246 pour rappel, les azobenzénes E classiques sont des composés
présentant une bande d’absorption n-n* dans la région des UV (310-360 nm) alors que la bande
la plus intense des isomeéres Z est une bande n-n* centrée aux alentours de 400-450 nm. L’ajout
de groupements donneurs et attracteurs (thioéther et amide) permet d’atteindre des longueurs

d’onde entre 510 et 525 nm pour les isoméres E alors que celles des isomeres Z ne sont que trés
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peu modifiées (Figure I. 6). Toutefois, les bandes d’absorption m-n* des isoméres E sont

tellement larges que les photoisomérisations E—Z ont pu étre réalisées grace a une irradiation

a 720 nm.
X hv, X
0 =— L O

N=N
Isomére Z Isomére E
7"max (Z) 7"max (E)
X =CH, 401 487
X=S 393 511
X =NAc 398 516

Figure 1. 6. Longueurs d'onde d'absorption maximale des isoméres E et Z de diazocines portant des groupements
donneurs dans I'acétonitrile

Cette evolution est également observée sur des azobenzenes non cycliques. En 2011,
Woolley et al. ont synthétisé des azobenzenes portant des groupements méthoxy en positions
ortho et méta ainsi que différents groupements attracteurs (Figure 1. 7)./4247:248 | ¢
remplacement de groupements attracteurs amides par des groupements donneurs amine ainsi
que I’ajout de groupements donneurs méthoxy en position méta induisent un déplacement
bathochrome plus important de 1’absorption (600 nm vs 490 nm).

M oM
)J\” OMe OMe Q e
.0
@)

Ox
e
A (E) =490 nm A (E) = 597 nm dans un milieu
dans un milieu aqueux (pH = 7.0) aqueux (pH = 7.2) contenant 20% de DMSO

Figure I. 7. Longueurs d'onde d'absorption maximale d'azobenzénes E portant des groupements donneurs dans
des milieux aqueux
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11.2.1.2. Elongation des systemes ©

Une autre stratégie employée afin de déplacer les longueurs d’onde d’absorption et
d’émission d’un composé vers le rouge est 1’¢longation des systémes 7 et I’enrichissement des
cceurs aromatiques. Cette méthode est appliquée a de nombreux photoswitches moléculaires

comme les hémithioindigos.

En 2014, Irie et al. ont montré le déplacement bathochrome de 1’absorption de différents
indigos et hémi(thio)indigos en enrichissant la molécule avec I’ajout d’un ou deux pérylénes
monoimides (PMI) ou pérylénes bisimides (PBI) (Figure 1. 8).2%° En effet, ce motif trés riche a
permis de déplacer de plus de 180 nm la bande d’absorption maximale dans le 1,4-dioxane (Amax
(nm) = 360, 554, 543, 542 pour les composés A, B, C et D, respectivement). De plus, la
fonctionnalisation des diaryléthénes par ces molécules PMI et PBI n’impacte pas les propriétés

de photoisomérisation dont I’efficacité reste toujours aussi €levée (>97%).

)
CeHiz O

Figure I. 8. Structures de diaryléthenes enrichis électroniquement par des pérylénes monoimides et bisimides
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11.2.2. L’excitation a deux photons,oul1+1=1
11.2.2.1. Généralités

Une stratégie alternative aux push-pull et enrichissement électronique (double liaison,
aromatique) est basée sur I'exploitation des propriétés optiques non linéaires (NLO) des
photoswitches moléculaires. C’est particulierement le cas pour 1'absorption a deux photons

(TPA ou 2PA), utilisée pour déclencher des événements photochimiques.?°

La TPA est un processus dans lequel un chromophore absorbe simultanément deux
photons. Si I'on considere une lumiére laser monochromatique, I'énergie de la lumiére incidente
sera égale a la moitié de I'énergie d'excitation, et donc sa longueur d'onde sera doublée.?®* Cela
permet d'atteindre la région NIR de maniére efficace. Bien que formellement interdit par la
regle de sélection de la physique quantique, la TPA a déja été démontrée dans les années 1930,
par une approche théorique, notamment présentée dans les travaux de Maria Goppert-Mayer?5?

et validée expérimentalement en 1961 grace aux travaux de Kaiser.??

Relaxation

Etat excité (E,,) Etat excité (E,,) ALLLHT’/ vibrationnelle
hv,
hvy VWA, hv, M hv,
Excitation a Emission de Excitation a Emission de
un photon fluorescence deux photons |--f--- fluorescence

‘ —
\ Etat virtuel (E;)
hv, M

Etats

’:r! ’r‘! vibrationnels
Etat fondamental (E)

Figure 1. 9. Représentation simplifiée des diagrammes de niveaux énergétiques de I'absorption a un photon (a
gauche) et a deux photons (a droite) (adapté de Murphy and Davidson)?%*

Etat fondamental (E)

Tous les composés organiques ne sont pas capables d’absorber deux photons lorsqu’ils sont
irradiés. En effet, cette probabilité d’absorption, rendue possible par l'interaction entre 1'état
excite et un état intermédiaire de niveau inférieur (Ei = Eex/ 2, Figure 1. 9), est directement reliée
a une grandeur physique appelée la section efficace d’absorption a deux photons (notée o2 et

mesurée en GM).?? Les valeurs de o2 sont pour la plupart faibles (typiquement inférieures a
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100 GM) méme si quelques exceptions existent comme des nanocristaux semi-conducteurs qui

présentent une section efficace de 47 000 GM.2%

Celle-ci peut étre améliorée par différents paramétres structurels, les plus importants

étant .256,257

+ un systéme n-conjugué long,

+ la présence de groupements électrodonneurs et/ou électroattracteurs au centre et aux
extrémités du systéme m-conjugué pour favoriser un fort transfert de charge interne,

+ une symétrie moléculaire (les structures centrosymétriques étant normalement
préférees),

+ une planéité moléculaire,

+ D’incorporation de structures multibranches ou oligoméres.

C’est pourquoi, les composés développés actuellement présentent des motifs récurrents tels
que des dérivés de la phtalocyanine,®® de l'acide squarique,®® du sporaléne,®° de
triphénylamine,?®! ainsi que des coumarines,?®? métalloporphyrines?®® ou de dendriméres a

ramifications multiples.?®*

Enfin, ’excitation a deux photons permet une meilleure sélectivité spatiale et temporelle
que I’excitation monophotonique, grace a une irradiation en un point focal et non en un plan
ainsi qu’a la possibilité d’utiliser des lasers pulsés.?® L'efficacité de la TPA décroit plus
rapidement en dehors du point focal du laser. L’absence de photoblanchiment, et donc de
photodégradation, est un autre avantage notable de la TPA, permettant ainsi une analyse plus

précise de I’échantillon.?>%2%

Bien que les applications en TPA, et notamment dans le domaine des photoswitches
moléculaires, soient encore quelque peu limitées, des progres significatifs ont été réalisés ces

derniéres années.

11.2.2.2. Photoswitches moléculaires absorbant deux photons

Plusieurs études portent sur la photoisomérisation de photoswitches moléculaires induite

par une excitation a deux photons pour differentes applications, notamment in vivo.

En 2019, Wei et al. ont étudié la photoisomérisation a deux photons de dérivés
d’azobenzénes (Schéma 1. 20).%5” Alors que I’isomérisation E—Z monophotonique induite par

une irradiation UV a 363 nm entraine la formation de plus de 90 % d’isomére Z, environ 45%
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d’isomére Z sont formés par une irradiation a deux photons a 720 nm. Cette diminution
d’efficacité est due a la plus faible probabilité d’absorption simultanée de deux photons.

Toutefois, pour certaines applications in vivo, 45% de photoisomérisation peut étre suffisants.

CeH170
OCgH47

720 nm 0 OCgH17
-~ N N
, N-N

OH

Schéma 1. 20. Photoisomérisation a deux photons (720 nm) d'un dérivé d'azobenzéne

En 2014, Scherer et al. ont développé plusieurs analogues de la combrétastatine, dérivée
de produits naturels stilbéniques, existants sous deux configurations distinctes : E et Z (Schéma
l. 21).2682"1 | a photoisomérisation E—Z de ces composés, induite par des irradiations
comprises entre 625 et 720 nm, a été étudiée dans des cellules cancéreuses et s’est avérée étre
a ’origine du phénomeéne d’apoptose. L’isomére E, fluorescent et non toxique, a permis la
localisation du photoswitch dans les cellules, tandis que ’isomeére Z, formé a seulement 25%,

non fluorescent et cytotoxique, entraine la mort des cellules.

R2
MeO
625-720 nm O N
- MeO O
OMe
R1
OMe

E-CA4  Ry=-OH Rp=-H
E-CA4F  Ry=-F  R;=-H
BCNCA4 R;=-F R,=-CN

Schéma 1. 21. Photoisomérisation & deux photons (625-720 nm) d’analogues de la combrétastatine

Enfin, les réactions d’isomérisation E/Z ne sont pas les seules a étre étudiées sous
irradiation a deux photons. En effet, en 2011, Zhu et al. ont mis en avant la possibilité¢ d’induire
la réaction d’ouverture de cycle de différents spiropyranes, contenus dans des nanoparticules a
I’aide de deux photons proche infrarouge (780 nm).2”> Comme les mérocyanines formées
présentent une fluorescence élevée, ces structures ont pu étre utilisées au cours d’expériences

d’imagerie a deux photons dans des cellules cancéreuses humaines (Schéma I. 22).
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Schéma 1. 22. Photoisomérisation et excitation de fluorescence a deux photons (780 nm) de spiropyranes et de
mérocyanines

11.3. Excitation NIR/IR indirecte

Une autre stratégie envisagée, afin d’induire la photoconversion d’un photoswitch
moléculaire avec des irradiations comprises entre 650 et 900 nm, est I’excitation indirecte. Pour
cela, un photosensibilisateur, greffé¢ au photoswitch et absorbant a des longueurs d’onde plus
¢levées que ce dernier, est irradié a un ou plusieurs photons. L’énergie emmagasinée est ensuite
transmise de maniére intramoléculaire au photoswitch moléculaire. Dans la littérature,
différents types de transferts sont observés : le phénomeéne de transfert d’énergie triplet-triplet
(Triplet-Triplet Energy-Transfer ou TTET), le transfert de charge métal a ligand (Metal-to-
Ligand Charge-Transfer ou MLCT) ou encore le transfert d’énergie par résonance (Resonance
Charge-Transfer ou RET).?*

Tirant parti du phénoméne d’excitation a deux photons, Pfeifer et al. ont synthétisé un
moteur moléculaire sur lequel est greffé de maniére covalente un photosensibilisateur, dans le
but de limiter tout couplage électronique entre les deux unités (Figure 1. 10).2"® La
photoisomérisation du moteur moléculaire est induite par la lumieére NIR via un transfert
d’énergie de résonance (RET) du photosensibilisateur au moteur. De cette maniere, une
irradiation a 800 nm entraine la rotation du moteur alors qu’elle n’a lieu qu’a 455 nm sous une

irradiation a un photon, insuffisant pour des études in vivo.
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Figure 1. 10. Concept, conception et diagramme d'énergie potentielle d'un moteur moléculaire rotatif a lumiére
NIR basé sur I'absorption de deux photons (800 nm)

1. Amphiphiles photoisomérisables : synthése et intérét pour des

applications biologiques

Une molécule amphiphile est une molécule qui posséde a la fois une partie hydrophile et
une hydrophobe ayant la capacité de s’auto-assembler en solution, en fonction de la
concentration, en de nombreuses structures differentes (micelles, veésicules, nanotubes,
nanofibres, etc.). Ce phénomene a été étudié a de nombreuses reprises afin de mimer les
systemes issus de 1’auto-assemblage des lipides et des protéines. Les molécules amphiphiles
sont présentes dans de nombreux domaines d’application, notamment pour la délivrance de

médicaments.
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La plupart des photoswitches moléculaires ont un comportement hydrophobe, ce qui rend
leur utilisation compliquée pour des applications in vivo. Par conséquent, ils requierent des
modifications structurelles afin d’augmenter leur biocompatibilité et leur solubilité en milieu
aqueux. De plus, ces modifications limiteront 1’utilisation d’un co-solvant, comme le DMSO,

afin de solubiliser les molécules.

Pour cela, des photoswitches moléculaires amphiphiles ont été mis au point. La méthode
la plus commune est 1’ajout de groupements hydrophiles, ioniques (cationiques, anioniques,
zwitterioniques) ou non-ioniques (polyols, polymeéres, sucres). L’introduction de groupements
apolaires, tels que de longues chaines carbonées de la forme (CH2)aCHz avec n compris entre
4 et 16, permet également d’augmenter le caractére lipophile du photoswitch moléculaire, trés

utile pour des insertions dans les membranes biologiques.

I11.1. Fonctionnalisation a I’aide de groupements ioniques

Les groupements ioniques sont divisés en trois familles : les cationiques, les anioniques et
les zwitterioniques. Ils ont la propriété d’étre chargés en permanence, comme les sels de
pyridinium et les ammoniums quaternaires, ou de présenter des fonctions acido-basiques qui
peuvent étre protonées ou déprotonées dans des conditions physiologiques. Certains
groupements, tels que les ammonium tertiaires, les acides carboxyliques, les sulfonates, les
phosphates et les phosphonates, sont trés utilisés.® Toutefois, la solubilité/biocompatibilité n’est
pas la seule propriété modifiée par I’ajout d’un groupement ionique. En effet, dans certains cas,
ce dernier peut également permettre I’interaction avec la cible biologique ou réduire
I’internalisation de la molécule chargée par diffusion a travers la bicouche lipidique.2’*2'" Par
exemple, un groupement chargé négativement (carboxylate) pourra interagir avec les tétes
polaires des lipides chargés positivement, ce qui augmentera 1’adhérence de la molécule aux
membranes lorsque la molécule est déja internalisée. Toutefois, si la molécule n’est pas
suffisamment lipophile, les interactions précédentes auront lieu entre les lipides et les molécules
chargées a ’extérieur de la membrane. Cependant, il existe d’autres phénomenes permettant
I’internalisation, comme via des transporteurs ou 1’activation de certains récepteurs. La charge,

portée par le substrat, devient alors nécessaire au transport et peut également I’accélérer.?’8
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111.1.1. Les groupements cationiques

Les groupements cationiques regroupent les ions ammoniums et I’ensemble des autres sels

azotés (pyridiniums, pipéridiniums, guanidiniums, etc.).

I11.1.1.1.  Les ions ammoniums

Les groupements cationiques les plus utilisés pour solubiliser des molécules dans 1’eau sont
les ions ammonium, et plus particulierement les tri-alkyl amines protonées (a pH < 9), et les
tetra-alkyl ammoniums (charges permanentes) (Figure 1. 11).2”° Les ions ammoniums sont
utilisés comme inhibiteur de canaux moléculaires (insuline, doxorubicine) ou ioniques en
fonction du voltage,?®°28* comme agents régénérants le systéme de vision chez les souris

(BENAQ)#°2% ou comme perturbateur de membrane (azoTAB).%87:2%8

DOm0y e e
DROs ) o~ ) —,
{ /
BENAQ azoTAB

Figure 1. 11. Azobenzene substitué par des ions ammoniums & charges permanentes

I11.1.1.2.  Les autres sels azotés

Tout comme les ions ammoniums, les ions pyridiniums augmentent la solubilité des
photoswitches moléculaires dans 1’eau. Ils améliorent également 1’affinité avec ’ADN
quadruplexe G,242892% gtryctures secondaires a quatre brins d’ADN riche en guanine et formant
des tétrades empilées qui sont impliquées dans une pléthore de processus biologiques, tels que

la transcription, la réplication, la stabilité du génome ainsi que dans la croissance de cancers.?**

Dans ce contexte, des photoswitches moléculaires (azobenzénes,?%>2% stiff stilbénes,?
diaryléthénes®®* et chroménes?®) avec des ions pipéridiniums, pyridiniums, guanidiniums ou
morpholines méthylées avec une ou plusieurs charges permanentes ont été synthétisés (Schéma
I. 23). La photoisomérisation de ces composés entraine la dissociation des quadruplexes G
méme si ce phénomene est limité par la présence d’ions métalliques présents dans les conditions

physiologiques.?*®
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Schéma 1. 23. Photoisomérisation de switches moléculaires solubilisés avec des amines cycliques et des

hétéroatomes azotés chargés positivement utilisés dans la dissociation des quadruplexes G de I’ADN

111.1.2. Les groupements anioniques
I11.1.2.1.  Les sulfonates, phosphates, phosphonates

Les sulfonates, les phosphates et les phosphonates sont des groupements chargés
négativement trés utilisés pour augmenter I’hydrophilie d’une molécule. Les photoswitches
moléculaires substitués par ces différents groupements présentent des propriétés et des
utilisations variées comme teintures et colorants alimentaires (carmoisine ou rouge Congo),
liant de ’ADN ou inhibiteur d’une protéase du VIH1 (Figure I. 12).2%6:2%

SOsN
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Figure 1. 12. Azobenzénes sulfonates utilisés en tant que colorants alimentaires et teintures : la carmoisine et le
rouge Congo

Des composés photoisomérisables sur lesquels ont été greffés des groupements

phosphonates ont été synthétisés a la suite des échecs lors d’essais cliniques du NBQX,

antagoniste du récepteur AMPA basé sur un fragment de quinoxalinedione, en raison de sa

solubilité insuffisante (Figure I. 13). Ce récepteur intervient dans le déclenchement des
neurones.2%:2%
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NBQX Analogue azobenzéne phosphonate

Figure I. 13. Structures d'antagonistes de 'AMPA : NBQX et un analogue azobenzene phosphonate

Les ions phosphates peuvent étre retrouvés seuls liés aux photoswitches moléculaires mais
également présents dans un lipide. En effet, de nombreuses études portant sur des
phospholipides liés & des azobenzenes ont été réalisées. Ces ensembles phospholipide-
photoswitch moléculaire ont été utilisés en tant que ligands pour le récepteur couplé a la
protéine G (GPCR) S1P1-5, afin de controler I’hypersensibilité de la douleur chez les souris,
mais aussi en tant que perturbateur de fluidité membranaire afin de créer des pores dans des
membranes de cellules cancéreuses.’®%! Ces études seront présentées dans la suite de ce

chapitre.

111.1.2.2.  Les carboxylates

Les ions carboxylates sont des groupements chargés négativement dans des conditions
physiologiques utilisés pour augmenter la solubilit¢ d’une molécule dans 1’eau. Des
diaryléthénes substitués par des groupements carboxylates ont été synthétisés afin d’augmenter
la solubilité du photoswitch moléculaire, mais également pour permettre une libération de
médicament (Schéma I. 24). Le maléimide est une petite molécule pouvant moduler I’ADN
topoisomérase Il par une fixation covalente a une chaine latérale de cystéine.3%? Cette molécule
est libérée lentement par une réaction de Diels-Alder inverse apreés la photoisomérisation C—0
du diaryléthene dans des concentrations adaptées pour des applications pharmaceutiques (R =
H:46 mM, R = Et : 5 mM),302303

Forme C Forme O

Schéma 1. 24. Photoisomérisation C—0O de diaryléthénes carboxylates induisant la libération de maléimide
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111.1.2.3.  Les sulfonylurées

Bien que les sulfonylurées soient des groupements chargés négativement dans des milieux
physiologiques, les composeés portant ce groupement présentent une solubilité limitée
nécessitant I’ajout d’un co-solvant (DMSO) afin de les solubiliser dans 1’eau.3%* La nature
anionique de ce groupement rend peu probable I’interaction du composé avec I’ADN puisque
le squelette phosphate de la macromolécule est chargé négativement. Des azobenzenes portant
des groupements amine et sulfonylurée ont été utilisés pour le photocontrole de I’homéostasie
du glucose malgré des risques de toxicité (Figure 1. 14).3% En effet, des études ont révélé que

de nombreux azobenzénes portant un groupement amine étaient mutagénes et cancérigénes.>°

Ns
o
/\N

)

Figure 1. 14. Azobenzene portant des groupements amine et sulfonylurée utilisé pour le photocontrole de
I’homéostasie du glucose

I11.2. Fonctionnalisation a I’aide de groupements non ioniques

111.2.1. Les acides hydroxamiques

Les acides hydroxamiques sont des groupements non ioniques trés polaires, solubilisant
les molécules dans I’eau au travers d’interactions ioniques (par exemple, Zn?*) et de liaisons
hydrogénes,®®’ et présentant des activités biologiques importantes. Des azobenzénes
fonctionnalisés par des acides hydroxamiques ont été synthétisés et utilisés comme inhibiteur
d’histone déacétylase (HDAC) dans des cellules cancéreuses ou comme inhibiteur
d’amidohydrolase, étroitement liée a I'HDAC, présente dans de nombreuses bactéries

nosocomiales (Figure |. 15).3%

(0] O
wNHOH Q /©/\)’LNHOH
Ns N3
—N ~ N N N N
N= N=

Soluble en tampon phospate Soluble en tampon phospate Insoluble en tampon phospate

Figure 1. 15. Structures d'azobenzénes fonctionnalisés par des acides hydroxamiques utilisés comme inhibiteurs
d'histone déacétylase (HDAC)
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111.2.2. Les chaines PEG

Les chaines PEG sont des chaines hydrophiles tres souvent utilisees pour solubiliser les
photoswitches moléculaires ou des systémes auto-assemblés. 33 En  effet, les
dihydropyrenes, composés hydrophobes dans les milieux aqueux, peuvent étre solubilisés apres
fonctionnalisation avec des chaines PEG (ici, PEG5-10, Schéma 1. 25). Ces composés sont
utilisés comme ligands d’aptaméres d’ARN, molécules d’ARN monocaténaires qui se lient a
des molécules cibles. Ces aptameéres ont été optimisés par sélection itérative in vitro pour se lier
de maniere différente aux deux isomeéres de dihydropyrenes. Lors de 1’étude de photocontrdle
de I’assemblage d’un ribozyme (amas d’ARN catalytiquement actif), 1’isomere fermé

dihydropyréne s’est révélé 900 fois plus efficace que ’isomére ouvert cyclophanediéne. 312313

OPEG OPEG
O

> 400 nm 0
P ——
<300 nm O O

Schéma 1. 25. Photoconversion de dihydropyrene-PEG en cyclophanediéne-PEG

111.3. Les photolipides

Avec d’une part, I’utilisation accrue des lipides dans de nombreux domaines d’application
et, d’autre part, les propriétés intéressantes que présentent les photoswitches moléculaires, de
nombreuses ¢tudes tendent, depuis quelques dizaines d’années, a les associer afin d’augmenter
la biocompatibilité des photoswitches. Ces structures portent le nom de photolipides et sont trés
rares dans la nature a I’exception du rétinal, élément clé du signal visuel. Le rétinal est un

polyéne terpénoide qui subit une isomérisation Z—E sous une irradiation UV (Schéma I. 26).314

h :
v N N/Opsm Signal
Visuel

_H+

Schéma 1. 26. Photoisomérisation Z—E du rétinal, un photolipide naturel
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La structure des photolipides est similaire a celles des lipides simples a I’exception d’une
chaine aliphatique apolaire, substituée par une molécule photoréactive sous la forme d’un acide
gras. Par exemple, des études en thérapies photodynamique et photothermique ont été réalisées
a I’aide de photolipides comportant des porphyrines.3®>3'" Au cours de cette thése, nous
qualifierons de photolipide tout ensemble lipide-photoswitch moléculaire. La nature de la téte
polaire est quant a elle conservée, ce qui est essentiel pour la biodisponibilité et le déplacement
des photolipides.

Les photolipides permettent la manipulation et I’étude des membranes lipidiques comme
la perméabilité, la fluidité et la mobilité des lipides. Cette structure lipidique a permis
I’utilisation des azobenzénes, composés fortement apolaires sous leur forme E et seul
photoswitch greffé sur des lipides dans la littérature, dans de multiples applications

photopharmacologiques et photothérapeutiques.

111.3.1.  Photolipides issus de lipides vrais

Les photolipides les plus simples structurellement sont des diacylglycérols comportant au
maximum un acide gras classique ainsi qu’un ou plusieurs acides gras d’azobenzéne. Ces
photolipides ne comportent pas de téte polaire a proprement dit, cette fonction est assurée par

I’alcool primaire libre du glycérol (Figure I. 16).318-32

HO
HO
O HO
0] O
HO o
@) O o}
O o
(0] o)
0
0]
N\\
N N,
N N
N N
N, N’
o
PhoDAG-1 PhoDAG-2 PhoDAG-3 OptoDArg

Figure 1. 16. Exemples de structures de photolipides issus de lipides vrais (acylglycérols)
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Ces composés ont €té mis au point, d’'une part afin de prouver qu’il était possible de
compléter les propriétés des acylglycérols simples en ajoutant une réponse photochimique, et
d’autre part, pour diverses applications telles que le contréle de canaux ioniques TRPC2 et

TRPC6 (PhoDAGS)%**32 ainsi que TRPC3 (OptoDArg).3?4

111.3.2. Photolipides issus de lipides complexes
111.3.2.1.  Les lipides complexes

Les lipides complexes sont des hétérolipides constitués de groupes phosphates, sulfonates
ou glucidiques. Ils peuvent étre classés en deux catégories, définies en fonction de la nature de

I’alcool utilisé :

+ le glycérol : obtention de glycérophospholipides et de glycéroglycolipides
+ une base sphingoide (dialcool aminé) : obtention de sphingolipides

111.3.2.1.1. Les glycérophospholipides et les glycéroglycolipides

Les glycérophospholipides, communément appelés phospholipides, sont les lipides
majoritaires des membranes. Deux fonctions alcool en position sn-1 et sn-2 du glycérol sont
estérifiées par des acides gras formant la partie hydrophobe des phospholipides.®'® La téte
polaire du phospholipide est constituée de la troisieme fonction alcool estérifiée par I’acide
phosphorique, lui-méme pouvant porter différents groupements polaires (éthanolamine,

glycérol, choline, sérine, inositol, Tableau 1 et Figure I. 17).

Glycérol
0] O
O
(2) |
(0]

Figure 1. 17. Structure d'un glycérophospholipide présentant différentes tétes polaires et des chaines aliphatiques
saturées (1) ou insaturées (2)
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Tableau 1. Exemples de groupements chimiques associés au groupement phosphate des
phospholipides

Nom R
Phosphatidyléthanolamine (PE) -CH2-CHa-NHs*
Phosphatidylglycérol (PG) -CH,-CHOH-CH.OH
Phosphatidylcholine (PC) -CHz-CH2-N(CHz)s"
Phosphatidylsérine (PS) -CH2-CH(COO")-NH3*
OH
~a~_OH
Phosphatidylinositol (PI)
HO™ OH
OH

Les glycéroglycolipides, et plus précisément les galactolipides, sont des lipides dont la
position sn-3 du glycérol est liée (non estérifiée) au carbone anomérique d’une molécule de
galactose par une liaison glycosidique. Tout comme pour les glycérophospholipides, les alcools

du glycérol en position sn-1 et sn-2 sont estérifiés par des acides gras.3°

111.3.2.1.2. Les sphingolipides

Contrairement aux phospholipides, le squelette central des sphingolipides n’est pas le
glycérol mais une amine diol a longue chaine aliphatique de type sphingoide. Majoritaire chez
les animaux, la sphingosine compose plus de 90% des sphingolipides.3!831°  *acide gras est lié
a I’amine par une liaison amide. Malgré cette différence, la structure des lipides reste identique.
En effet, les sphingolipides posseédent deux chaines aliphatiques et une téte polaire (Figure I.
18).

Sphingosine OH

sn-2

_R
X"5n-3Ysn-10

\/\/\/\/\/\/\/\WNH

0]

Figure 1. 18. Structure d'un sphingolipide basé sur la sphingosine présentant différentes tétes polaires

En fonction de la téte polaire liée a I’alcool primaire en position sn-1 de la sphingosine, les
sphingolipides sont divisés en plusieurs sous-familles telles que: les céramides, les

sphingomyélines, les gangliosides, les globosides et les cérébrosides (Tableau 2).
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Tableau 2. Familles de sphingolipides en fonction de la téte polaire de la sphingosine

Nom Téte polaire (R)
Céramides -H
Sphingomyélines Phosphocholine, Phosphoéthanolamine
Gangliosides Glucose ou galactose
Globosides Di, tri ou tetra saccharide

Cérébrosides  Complexe oligosaccharide avec au moins un acide sialique final

111.3.2.2.  Photolipides a base glycérophospholipide

Puisque les glycerophospholipides constituent la plupart des membranes biologiques et
qu’ils sont les lipides les plus étudiés, il est apparu évident de les utiliser comme base de
photolipides. En effet, beaucoup d’études portent sur I’impact de dérivés du 1,2-distearoyl-
phosphatidylcholine (DSPC) ou du 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) sur la fluidité
membranaire. La partie hydrophobe des photolipides est une combinaison d’un ou plusieurs
acides gras d’azobenzéne et/ou d’un ou plusieurs acides gras linéaires classiques. La téte polaire

est une phosphocholine ou un acide phosphorique (Figure 1. 19),318-320
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o} —é o 0
o o o
o) 0 0 O
0 0] (0]
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0
N\
N N,
N N,
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N
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AzoPA dAzoPA AzoPC bisAzoPC

Figure 1. 19. Exemples de structures de photolipides a base glycérolipide
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Par exemple, les composés AzoPA et dAzoPA peuvent étre utilisés dans le photocontréle
de la croissance et de la prolifération cellulaire,3® alors que I’organisation et la fluidité

membranaire sont modulées par 1’isomérisation des composés AzoPC et bisAzoPC.32632

111.3.2.3.  Photolipides a base sphingolipide

De nombreux photolipides ont été synthétisés sur la base d’un sphingolipide (céramide,
sphingomyéline, ganglioside).3832° En effet, des acides gras d’azobenzénes présentant des
chaines carbonées de longueur variable liant 1’azobenzéne au diol amine ont été mis au point
afin d’évaluer 'impact de I’isomérisation (efficacité et localisation) sur le systeme étudié.
Certains de ces azobenzenes possédent également des chaines grasses aliphatiques avec un
alcyne terminal afin de pouvoir greffer d’autres molécules (peptides, sondes fluorescentes, etc.)
par couplage pallado-catalysés ou par chimie click. Afin d’augmenter la biocompatibilité ces
photolipides, des oses ont été greffés au niveau des tétes polaires (Figure I. 20). Ces composes
peuvent étre retrouvés dans de nombreuses applications comme le photocontrble de la
formation/déstabilisation de domaines lipidiques dans des membranes supportées (Ace-1,
caCer-1 et AzoSM)328-3% et de la production de cytokine dans les cellules tueuses naturelles

humaines (o-GalACer-4).3%
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Figure 1. 20. Exemples de structures de photolipides a base sphingolipide
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IV. Applications en photothérapie

La photothérapie est une approche du traitement du cancer et d’autres maladies, notamment
les maladies auto-immunes, utilisant la lumiére ainsi que des molécules photoréactives pour
provoquer des lésions cellulaires (Figure 1. 21).3%? Ces composés sont la clé du processus de
photothérapie et leur irradiation peut conduire a la production d’espéces réactives de I’oxygene
(thérapie photodynamique ou PDT), a [’augmentation de la température (thérapie
photothermique ou PTT), a la déstabilisation de nano-objets (nanoparticules, liposomes,
micelles) ou au clivage de prodrogues entrainant, par exemple, la libération ou I’activation de
molécules anti-cancéreuses (chimiothérapie photoactivée ou PACT).3® La PACT peut
¢galement entrainer 1’activation/désactivation de structures biologiques intervenant dans le
processus de traitement de maladies. Dans ce cas, la photothérapie sera confondue avec la

photopharmacologie.

/ Thérapie photothermique\ ﬂhimiothérapie photoactiwm / Thérapie photodynamiqucx
. \LL{_umiére
Molécule .
photoréactive iHL[ ~ - ¢ 7};1\( Lumiére 0, ROS

Conversion
‘0, 10,

lumiére-chaleur
) Médicaments
Molécules photoréactives

La chaleur endommage les cellules Les médicaments sont relargués a la suite Les especes réactives de I'oxygeéne (ROS)
adjacentes a la suite de I'irradiation de la déstabilisation de la structure sont générées et attaquent les cibles

Figure 1. 21. Représentation des trois types de photothérapie

Comme la PACT est au cceur de ce projet de these, seuls quelques exemples issus de ce

mode de photothérapie seront presentés.

IV.1.Libération de médicaments

La libération de médicaments et/ou de molécules réactives au plus proche de la cible (aussi

appelée drug delivery) est une des techniques les plus utilisées pour traiter le cancer.
Deux mécanismes différents peuvent permettre la libération de médicaments :33°

+ Uune déstabilisation compléte du support ou de la particule conduisant a une libération

totale du médicament
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+ une accélération de la diffusion a travers le support par perméation de la membrane

ou rétractation du gel

Comme la lumicre est un excellent stimulus, de plus en plus d’études sont portées sur des
systemes de délivrance photocontrélés (UV ou NIR/IR, a un ou plusieurs photons) comme les
photolipides. La délivrance de médicament semble moins efficace lorsqu’elle est déclenchée

par une irradiation NIR/IR plutdt que par une irradiation UV.3%6:3%7

Les photolipides peuvent étre introduits dans des structures lipidiques (micelles, vésicules)
et permettre la libération de principes actifs aprés isomérisation dans la membrane. Toutefois,
utilises seuls, ils peuvent également former une structure lipidique dans laquelle sera encapsulé
un principe actif. Une irradiation lumineuse entrainera la photoconversion du lipide conduisant

a la destruction de ladite structure et a la délivrance de molécules.

En 2016, De Alaniz et al. ont synthétisé des photoswitches amphiphiles comportant un
motif DASA, deux chaines hydrophobes n-heptane et une téte polaire PEG (Figure 1. 22).3%7
Ces composés peuvent s’auto-arranger en micelles en milieux aqueux. Une irradiation a 530-
570 nm entraine la photoconversion du DASA linéaire et hydrophobe en un compose ouvert et
zwitterionique. Ce changement de polarité conduit a la destruction des micelles et a la libération
rapide de molécules hydrophobes préalablement encapsulées. L’efficacité de ces systémes a été
démontrée in vivo par la libération photocontrdlée de paclitaxel, agent chimiothérapeutique,

dans des cellules tumorales.

i hydrophobic hydrophilic hydrophilic hydrophilic
4 [ \ | | [ |
A e, S R B Visible v
N NN "gm “
NN o & — N 3
B i P i I s AN HS o N
~~ v’ N o} <0 A
° N=N " o [
“H N o
4 » N < n
N
& 5
( v ud
—~ \ i :
Visible ° N et 9 T : Micelle
light NENSAN \/\ N
= /*/‘ 9 L  § 0 : Hydrophobic cargo molecule
~/ 4 o \e
. f SN NN DAsA-amphiphile
°

\/\/\ : DASA-non-amphiphile

Figure 1. 22. Photoisomérisation d'un DASA amphiphile sous irradiation visible (en haut) et représentation de la
libération de molécules a la suite de la rupture des micelles formées par les DASA ampbhiphiles apres irradiation

(en bas)
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De méme, en 2021, Trauner, Witzigmann et leur équipe ont mis en évidence la libération
de doxorubicine, encapsulée dans des nanoparticules lipidiques grace a des photolipides
comportant un motif photoisomérisable azobenzéne.3*® Des irradiations UV (365 nm) ou NIR
(660 nm) ont engendré 1’isomérisation E—Z des azobenzénes, conduisant a la création de pores
dans la membrane et a la libération d’environ 70% de doxorubicine (Figure I. 23). Ce taux est
environ 3a 5 fois plus élevé que celui obtenu lorsque les photolipides ne sont pas irradiés. Des
études in vitro, réalisees sur des cellules cancéreuses du foie ont également permis de montrer
I’efficacité de la libération de la doxorubicine avec une diminution significative du pourcentage

de cellules cancéreuses.
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Figure 1. 23. Photoisomérisation d'un photolipide portant un motif azobenzene sous irradiation UV (& gauche) et
représentation de la libération de Doxorubicine a la suite de la création de pores dans la membrane apres

irradiation (a droite)

IVV.2. Photopharmacologie

Une des applications des photoswitches amphiphiles et des photolipides concerne le
controle optique d’éléments biologiques. C’est ce qu’on appelle la photopharmacologie. En
effet, lier ces composés a des structures, telles que des protéines ou des récepteurs (récepteurs

d’hormones nucléaires, récepteurs immunitaires, etc.) permet 1’activation ou, au contraire
2 2 b
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I’arrét de phénomene biologique, comme I’expression de ’activité immunostimulante et la

production de cytokines.

C’est ce qu’ont démontré, en 2022, Li, Ma et leur équipe, en développant un photolipide
portant une phosphatidylsérine et un motif isomérisable azobenzene, et en le liant aux protéines
Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3).3%° En effet, les protéines Tim-
3 sont I’un des récepteurs inhibiteurs des cellules tueuses naturelles (NK cell, natural killer
cells) et une cible potentielle pour une thérapie basée sur les cellules immunitaires. Les cellules
tueuses naturelles produisent des cytokines, possedant une cytotoxicité élevée et contribuant a
la régulation des réponses auto-immunes. Les protéines Tim-3 étant a 1’origine des
dysfonctionnements des cellules NK dans divers cancers et infections chroniques, il est

important de pouvoir contréler leur fonction.

L’activation/inactivation de Tim-3 est engendrée par la photoisomérisation du photolipide
(Figure 1. 24). L’isomére Z, formé sous irradiation a 365 nm, se lie plus efficacement a Tim-3
que I’isomére E, formé sous irradiation a 455 nm. Cela entraine la suppression des fonctions

des cellules NK. Cette modification d’activité a été observée lors d’études in vitro et in vivo.
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Figure I. 24. Photoisomérisation d'une phosphatidylsérine portant un motif isomérisable azobenzéne entrainant

la modification des activités de protéines Tim-3 portées par des cellules tueuses naturelles (NK cell)

1V.3. Etudes membranaires

Enfin, des photolipides ont été également utilisés au cours d’études membranaires, durant

lesquelles une perturbation de la fluidit¢ membranaire ou des transports d’anions
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transmembranaires ont été induits par 1’isomérisation du photoswitch moléculaire porté par le

lipide.
IV.3.1. Fluidité et épaisseur

La membrane cellulaire est une structure en perpétuel mouvement, constituée de molécules
lipidiques, de protéines de signalisation et de récepteurs. Sa fluidité et son organisation sont des
éléments clés de nombreux processus cellulaires. Afin de mieux comprendre le fonctionnement
de ces structures, des membranes modéles comme des monocouches et bicouches lipidiques,
supportées ou non, sont utilisées. De nombreuses équipes ont développés des composés
photoisomérisables et plus particuliérement des photolipides afin d’étudier 1’effet de
I’isomérisation sur la membrane elle-méme et ses caractéristiques comme par exemple, sa

fluidité, sa taille et ses interactions avec d’autres membranes.

En 2020, Trauner et al. ont synthétisé un photolipide portant un motif azobenzene (Azo-
PC) avec lequel ils ont formé des bicouches lipidiques supportées afin de mimer les interfaces

membranaires sur une surface plane (Figure I. 25).32°
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Figure I. 25. Photoisomérisation du photolipide Azo-PC (a gauche) et représentation du comportement

membranaire sous irradiation (a droite)

La photoisomérisation E—Z de 1’azobenzéne, induite par une irradiation a 365 nm, entraine
’augmentation de la constante de diffusion D d’un facteur deux (De = 0.47 um2.s*et Dz = 0.83
umz.s?) ainsi que la diminution d’environ 10% de 1’épaisseur de la bicouche lipidique (de =
39.3 A et dz=34.0 A). Des interactions intermoléculaires, conduisant a la formation d’agrégats
hypsochromiques (ou agrégats H) dans la membrane, sont a 1’origine de la faible diffusivité de

I’isomére E. Ces agrégats ont été mis en évidence par des mesures de microscopie de

53



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

fluorescence sur des vésicules composées de DPPC, Azo-PC et cholestérol (4/4/2).%2" Enfin,
une élévation de température entraine une augmentation de la fluidité des bicouches lipidiques
formées d’isomére E. Bien que 1’azobenzéne soit un composé présentant des réactions
d’isomérisation retour Z—E thermiques, aucune réaction n’est observée lors de cette étude.

Seule une irradiation a 465 nm entraine la transformation de I’isomére Z en isomeére E.

En 2016, Frank et al. ont utilisé des céramides portant un motif azobenzénique
photoisomérisable sur I’atome d’azote central du lipide afin de créer ou de refermer des pores
dans des membranes modéles.®?® Leur étude a permis de démontrer que ’isomérisation directe
E— Z, sous irradiation a 365 nm, favorise la fluidification de la membrane et entraine la

formation de domaines en phase liquide désordonné (Figure 1. 26).

Fluidification Rigidification

- NH

é 365 nm ég 470 nm
N —_— . —_—
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trans-ACe-1 cis-ACe-1 trans-ACe-1

Figure I. 26. Photoisomérisation de céramides portant un motif azobenzénique entrainant la fluidification ou la
rigidification de membranes

A P’inverse, la réaction inverse Z—E, sous irradiation a 470 nm, permet de rigidifier de
petits domaines a I’intérieur de la phase liquide désordonnée. Ces modifications structurelles
ont pu étre répétées sur plusieurs cycles d’irradiation. Ces résultats ont encouragé les auteurs a
utiliser ces composés au cours d’études in vivo dans le but d’induire 1’apoptose de cellules
cancéreuses. Toutefois, les azobenzénes ne sont pas les seuls motifs utilisés dans ce but. En
effet, en 2017, Garcia-LOpez et son équipe ont développé une famille de moteurs moléculaires

sur lesquels sont greffés différents motifs (fluorophores, peptides, chaines aliphatiques) utilisés
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dans le but de créer des pores dans les membranes. Au cours des expériences in vitro, le
processus de nécrose a pu éEtre observé, a défaut de I’apoptose, a la suite de la

photoisomérisation des moteurs moléculaires sous irradiation a 355 nm.*°

1IV.3.2. Transport d’anions transmembranaire

En biologie, le transport d’ions transmembranaire est un procédé fondamental assuré par
des canaux et des pompes ionigques de type machines moléculaires. Ces éléments peuvent étre
contr6lés par des stimuli externes tels que la lumiére. Le développement de transporteurs d’ions
synthétiques a suscité un intérét considérable, a la fois en tant qu'outils fondamentaux pour
I'étude du transport ionique transmembranaire qu’en tant qu’outils thérapeutiques potentiels

pour les maladies résultant d'une mauvaise régulation des canaux ioniques protéiques.

En 2022, Johnson et al. ont développé une série de transporteurs ioniques de la forme

photolipides azobenzéniques avec un bras télescopique photocontrolable (Figure I. 27).34
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Figure I. 27. Structure du photolipide azobenzénique utilisé pour le transport transmembranaire d'anions et
représentation du phénomeéne de transfert sous irradiation
Les transporteurs situés sur les cotés opposés d’une bicouche lipidique facilitent le
transport par transfert d’ions entre eux. Toutefois, celui-ci ne se produit qu’a 1’aide
d’azobenzénes de forme E, lorsque les bras moléculaires sont assez longs pour faire passer
I’anion entre les transporteurs. Sous la forme Z, les photolipides captent les anions présents a

I’interface extérieure (eau-membrane) et une irradiation a 405 nm permet la photoisomérisation
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Z—E. Cette derniére entraine alors une élongation du bras porteur de 1’anion et rend possible
la communication avec son homologue présent a I’opposé de la bicouche, qui devient a son tour
accepteur de I’anion qui peut étre libéré dans I’espace intracellulaire. L’isomérisation inverse
E—Z a lieu sous une irradiation a 530 nm. Bien que 1’efficacité du transport transmembranaire
soit dépendante de la longueur des phospholipides, du pourcentage molaire de transporteurs et
de cholestérol, I’extrémité thiourée du bras télescopique s’est montrée capable de chélater des
anions (I, Br, ClI" et OH"). De plus, la photoisomérisation Z—E multiplie par deux le taux
d’anions transportés a travers la membrane et par 4 la vitesse de transport. Par conséquent, ce

composé semble étre un excellent candidat pour des applications in vivo.

V.Conclusion et objectifs de la these

L’augmentation du nombre de personnes atteintes de cancer nécessite de poursuivre la
recherche et le développement de thérapies innovantes. La chimiothérapie, a 1’aide de
médicament, et [’excision de la tumeur par chirurgie sont les méthodes générales les plus
utilisées a ce jour. Toutefois, elles présentent de nombreux effets secondaires et limites tels que
les risques liés a la chirurgie (complications opératoires, séquelles post-opératoires, maladies
nosocomiales...) et des patients souffrants fortement affectés par des traitements anticancéreux
puissants. Pour pallier ces problemes, des thérapies ciblées utilisant des médicaments et autres
substances pour identifier, cibler et attaquer les cellules malades ont vu le jour. Parmi ces
méthodes, des thérapies basées sur 1’utilisation de la lumiére et de molécules photoréactives
sont apparues comme solutions potentielles en raison de leur multifonctionnalité et de leur

caractére non-invasif.

Les photoswitches moléculaires, composés changeant de géométrie et de propriétés
physicochimiques sous une irradiation lumineuse, se sont avérés étre d’excellents candidats
pour des applications en photothérapie. Classés en fonction du type de réaction engendrée apres
irradiation (isomérisation E/Z, ouverture-fermeture de cycles ou mécanismes mixtes), ces
composés présentent a la fois des structures étudiées en profondeur mais également tres utilisées
comme les azobenzénes, ainsi que des structures développées depuis quelques années comme
les DASA. Toutefois, I’ensemble de ces molécules présentent des absorptions
monophotoniques dans I’UV ou dans le visible (300-600 nm), ce qui est insuffisant pour une

utilisation en profondeur dans les tissus (de I’ordre d’une dizaine de millimétres).
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Dans le but de déplacer ces longueurs d’ondes d’absorption vers la fenétre thérapeutique
(650-900 nm), des techniques physiques et chimiques ont été développées. D’un co6té, la chimie
de synthése va permettre 1’ajout de groupements €lectrodonneurs et/ou électroattracteurs et
I’enrichissement ¢lectronique des photoswitches moléculaires, et de ’autre, des méthodes
physiques, telles que I’excitation a deux photons, permet d’irradier a des longueurs d’ondes
dans le proche infrarouge et I’infrarouge. Toutefois, ces modifications chimiques simples
entrainent souvent la diminution de la solubilité et de la biocompatibilité des photoswitches

moléculaires dans les milieux aqueux.

Afin de ne pas nuire a ces propriétés, de nombreuses solutions ont été trouvées, notamment
avec l’introduction de groupements hydrophiles polaires, chargés ou neutres, apportant aux
molécules un caractére amphiphile. Une autre solution est basée sur le greffage de ces composeés
photoréactifs sur des structures lipidiques (lipides vrais ou complexes). Par la suite, ces
structures peuvent étre utilisées au cours d’études thérapeutiques dans le but, par exemple, de
fluidifier une structure encapsulant un médicament anticancéreux ou de permettre un flux

d’ions a travers la membrane.

L’ensemble de ces ¢léments ont conduit a mettre en place les objectifs de ce travail de
theése, s’articulant autour de la synthése d’analogues biomimétiques de la cyclocurcumine,
présentant une structure viable pour une excitation a deux photons, ainsi qu’a 1’étude de leurs

réponses photoinduites, en solution et en milieu confiné dans des membranes modéles.

Dans un premier temps, 1’étude et la mise en place de différentes voies de synthéses
conduisant aux structures envisagées seront réalisées. Des modifications chimiques de
groupements donneurs et/ou accepteurs, 1’introduction de chaines carbonées hydrophobes, de
tétes polaires hydrophiles seront réalisés (Chapitre 2). Dans un second temps, leurs propriétés
optiques (absorption, émission, etc.) et de photoconversion (isomérisation et production de
chaleur) dans un milieu fluide (milieu aqueux ou solvants organiques) seront analysées, avant
de les comparer a celles de la cyclocurcumine (Chapitre 3). Par la suite, I’influence de ces
réponses photoinduites sera observeée en milieux confinés sur des membranes modeles

(bicouches lipidiques ou films de Langmuir) (Chapitre 4).
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CHAPITRE 2. SYNTHESE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

I. Introduction et objectifs

Dans le but de synthétiser des analogues biomimétiques de la cyclocurcumine répondant
aux conditions d’utilisation des photoswitches moléculaires et visant des applications
thérapeutiques in vivo, nous nous sommes tout d’abord intéressés aux propriétés d’absorption

a deux photons des molécules de référence : la curcumine et la cyclocurcumine (Figure I1. 1).

OMe OMe

Curcumine Cyclocurcumine
Figure 1. 1. Structures de la curcumine et de la cyclocurcumine

La curcumine, souvent isolé de rhizomes de Curcuma longa,3*1*? est un composé naturel
utilisé notamment en cuisine traditionnelle et pour des soins ayurvédiques. Reconnue et utilisée
pour ses propriétés pharmacologiques (antioxydant, anti-inflammatoire et antibactérien)34334
et thérapeutiques (utilisation en thérapie photodynamique),33% ses propriétés optiques
(absorption dans le visible, fluorescence dans le proche infrarouge et sensibilité a
I’environnement moléculaire) font de la curcumine une excellente sonde fluorescente pour
I’imagerie cellulaire. Ses propriétés optiques (brillance, longueurs d’onde d’absorption et
d’émission, rendements quantiques de fluorescence, etc.) seront présentées au début du chapitre

suivant.3#°

Les valeurs de section efficace d’absorption a deux photons de la curcumine en solution
(90 GM dans le THF pour une irradiation a 740 nm), appuient 1’utilisation de cette molécule
pour des applications in vivo.>*® Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celles d’autres
sondes fluorescentes : 37 GM pour la fluorescéine (780 nm), 140 GM pour la cyanine 3 (700
nm), 150 GM pour la rhodamine 6G (700 nm) et 590 GM pour le vert d’indocyanine (1552
nm), seul fluorophore proche infrarouge possédant une autorisation de mise sur le marché
(AMM) 358,352

Toutefois, la curcumine n’est pas la seule molécule intéressante extraite des rhizomes de
Curcuma longa. En effet, la cyclocurcumine, dérivé 2,3-dihydro-y-pyrone présent en faible

quantité dans les rhizomes, a démontré son efficacité pour de nombreuses propriétés
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pharmacologiques.*3-3% Néanmoins, les rendements quantiques de fluorescence, plus faibles
que ceux de la curcumine, ne font pas de la cyclocurcumine une sonde efficace pour des
applications in vivo.>* De plus, sa dégradation en curcumine a la suite de 1’ouverture du noyaux
dihydropyrone limite ses utilisations. Malgreé ces inconvénients et contrairement a la curcumine,
la cyclocurcumine s’avere étre un photoswitch moléculaire trés intéressant ou la double liaison
exocyclique peut étre isomérisée apres irradiation UV.% Des études théoriques, réalisées par
A. Monari et son équipe,®® et expérimentales, ont défini la cyclocurcumine comme étant un
photoswitch de type T possédant des taux d’isomérisation moyens en solvant (>40%). De plus,
les paramétres structurels de chaque isomére ont pu étre déterminés.®"3%° Ces résultats seront
présentés plus précisément au début du chapitre suivant. Aucune mesure expéerimentale de
section efficace d’absorption a deux photons de la CC n’est décrite jusqu’a aujourd’hui. C’est
pourquoi, afin d’obtenir des informations a ce sujet, des études théoriques ont été réalisées. Ces
derniéres ont mis en avant la forte diminution de la section efficace par rapport a la curcumine
(14 GM vs 90 GM, respectivement), ce qui limite fortement son utilisation et son isomérisation

sous irradiation proche infrarouge.®*®

Afin de pallier ces problemes et de combiner les avantages de ces deux molécules, une ou
plusieurs modifications structurelles de la CC ont été envisagées. L’ajout d’une double liaison
interne au noyau pyrone, conduisant a une y-pyrone, a pour objectifs d’améliorer la planéité de
la structure ainsi que d’introduire un second groupement donneur rendant la molécule plus
symétrique (Figure 1l. 2). En effet, en accord avec les principes d’augmentation de la section
efficace d’absorption a deux photons, les structures quadripolaires planes D-n-A-n-D devraient
absorber plus efficacement deux photons que leurs analogues dipolaires D-n-A. Ensuite, divers
groupements attracteurs (malonitrile) et/ou donneurs (éthers et amines) seront introduits afin de
déplacer les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission vers le rouge. L’effet de ces
fonctionnalisations sur les propriétés de photoisomérisation sera étudié et présenté au chapitre
suivant. Enfin, un bras PEG sera greffé sur le phénol libre afin d’obtenir des composés

amphiphiles, plus adaptés pour des études en vésicules ou en film de Langmuir.
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Cyclocurcumine Analogue y-pyrone cible

A = O, Malonitrile
D, = OH, OR, NMe,
D, = OH, PEG, Lipide

OMe OMe

Analogues y-pyrone modifiés

Figure 11. 2. Structures de la cyclocurcumine, de I'analogue pyrone cible et de divers analogues pyrones
modifiés
Dans ce premier chapitre, les résultats théoriques concernant la photoisomeérisation de
I’analogue pyrone de la cyclocurcumine ainsi que sa capacité a absorber deux photons seront
en premier lieu présentés. Ensuite, la rétrosynthése et la synthése de cet analogue seront
décrites. Enfin, la formation des composés portant les différents groupements donneurs et/ou

accepteurs sera analysée.

I1. Etudes théoriques de la TPA de I’analogue pyrone

La section efficace d’absorption a deux photons des composé€s organiques peut étre
facilement reliée a leur structure moléculaire. Les arrangements planaires et centrosymétriques,
ainsi que la présence d'états excités par transfert de charge, sont extrémement bénéfiques pour
augmenter cette section efficace. Plus précisément, les structures quadripolaires D-n-A-n-D,
comme ’analogue pyrone de la cyclocurcumine, sont les motifs moléculaires présentant des
sections efficaces ¢levées et exploitables. L’absorption a deux photons de ces structures est

donc plus efficace que celle de leurs analogues dipolaires D-n-A, comme la cyclocurcumine.®?

En examinant la structure moléculaire et la géométrie d'équilibre de la CC, la rupture de la
planéité, induite par la libre rotation du groupe phényl en position 2, peut étre considérée
comme une explication de la faible section efficace simulée du composé naturel. L ajout d’une
double liaison, menant a un noyau pyrone, conduit a une quasi-planéité du noyau organique,

comme démontré par I’optimisation de la géométrie de 1'isomére E thermodynamiquement

63



CHAPITRE 2. SYNTHESE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

favorisé de la y-pyrone, réalisée par DFT (Figure Il. 3-A). Cette geométrie est également
démontrée par la mesure de I'angle diedre entre le cycle phényle et la partie pyrone, qui atteint
la valeur de 160°, contrairement a l'arrangement presque perpendiculaire observé pour la CC

naturelle.
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Figure 1. 3. Géométrie de I'état fondamental a I'équilibre simulée au niveau DFT (A) et spectre d'absorption
TPA (B) de notre cible 2,6-disubstituée-y-pyrone 1

Pour justifier les différentes modifications structurelles a venir, seul le spectre simulé
d’absorption a deux photons de I’analogue pyrone dans l'eau, qui serait le solvant le plus
pertinent pour les applications biologiques, n’est présenté (Figure 1l. 3-B). La fonction CAM-
B3LYP, reproduisant le mieux les propriétés optiques de notre composé, a été retenue pour
modéliser le spectre de TPA. Ce spectre a été obtenu en convoluant les transitions verticales,
représentées par des barres verticales, avec des fonctions gaussiennes de largeur fixe a une
demi-longueur de 0,3 eV. La figure 11. 1-B montre que la TPA simulée prévoit que I'absorption
non linéaire vers I'état S1 (n-n*) aura lieu dans la région NIR, avec un maximum a 719 nm. De
plus, la bande correspondante, caractérisée par une section transversale de 159 GM, est bien
séparee de celle conduisant a I'absorption Sy (n-n*) présente a 600 nm. Cette valeur de section
efficace de TPA est dix fois supérieure a celle de la CC, dont le maximum est estime a
seulement 14 GM a 740 nm. 8

De maniére remarquable, I'absorption vers I'état S, a également conduit a une bande (600
nm) présentant une section transversale de 139 GM. L'absorption vers des états excités plus
¢levés conduit a I'apparition d’une bande dans la partie visible du spectre, bande qui sera moins

exploitable pour des applications in vivo malgré la section efficace élevée.
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Ainsi, les résultats de la modélisation moléculaire sont cohérents avec les regles

d’augmentation de la section efficace de TPA prévoyant une augmentation considérable des

propriétés optiques de I'analogue biomimétique cible. Cela appuie le choix de se tourner vers

ce type de molécule dont la méthodologie de synthese est présentée dans la partie suivante.

I11. Rétrosynthése de I’analogue pyrone de la cyclocurcumine

Dans un premier temps, la stratégie de synthése permettant 1’obtention de 1’analogue

pyrone de la cyclocurcumine 1 est étudiée. Ce composé permet de caractériser I’effet de la

double liaison sur ses propriétés optiques, qui seront comparées a celles de la CC dans le

chapitre suivant.

Les stratégies de synthése envisagées sont décrites sur le schéma rétrosynthétique ci-

dessous (Schéma ll. 1) :
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Schéma I1. 1. Différentes voies rétrosynthétiques envisagées pour la formation du composé y-pyrone

dissymétrique 1

Tout d’abord, une réaction d’aldolisation/crotonisation entre une vanilline B, alkylée ou

présentant un phénol protégé, et le groupement méthyle d’une y-pyrone A permet la formation

de la double liaison carbone-carbone photoisomérisable.
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L’obtention de I’intermédiaire y-pyrone, équivalent di-déshydrogéné du motif 2,4-dihydro-
y-pyrone présent dans la CC, est imaginée au travers de différentes voies de synthése. Dans la
littérature, diverses méthodes conduisant a la formation de ce motif, symétrique ou asymétrique

en positions 2 et 6, sont décrites (Schéma ll. 2) :

+ cyclocondensation des composés 1,3,5-tricarbonyles sous leur forme diénol catalysée

par un acide forte (acide chlorhydrique ou acide sulfurique),®¢03¢1

+ cyclisation d’une diynone catalysée par des acides de Bronsted, comme ’acide triflique

ou I’acide p-toluénesulfonique, ou par 1’or (Auw/TiO2, 'PrAUNTf), 3627365

+ via une voie originale utilisant un intermédiaire isoxazole,*¢
+ réaction d’hétéro Diels-Alder entre un céto-céténe et un alcyne,’
+ recyclisation d’o-pyrones,3%®
+ condensation/décarboxylation de B-cétoacides.36%37°
o O
R'/RJ\/U\OH
e} Condensation décarboxylative
de B-cétoacides
Z X OH O OH
R X Z R/R'
Cyclisation d'une
diynone X / Cyclocondensation
(0]
Rf(j\R/R'
o
N~ '
Ve 0.0
via un intermédiaire isoxazole Recyclisation des
a-Pyrones
Oxs
I SC«_CO,Me
OEt 07 R

Hétéro-Diels-Alder

Schéma 11. 2. Retrosynthéses possibles conduisant a la formation du motif pyrone substitué en positions 2 et 6
de maniere symétrique ou asymétrique
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Les stratégies impliquant un intermédiaire diynone, voie la plus explorée et référencée pour
former le motif y-pyrone, et celle impliquant un intermédiaire oxazole, & priori plus rapide et
offrant de meilleurs rendements que les autres méthodes, ont été mises en ceuvre. Ainsi, trois

voies d’accés aux composés A ont été explorées (Schéema ll. 1) :

+ la voie A, basée sur la formation d’un intermédiaire isoxazole a partir des groupements

nitro et alcynes terminaux des composés 2 et C.
+ la voie B, conduisant a une diynone a partir d’un alcyne vrai C et du butynal 3.

+ la voie C, permettant ’obtention de cette méme diynone, mais faisant réagir un dérivé
du bromoguaiacol D et deux réactifs commerciaux, 1’alcool propargylique et le bromure

de 1-propynylmagnésium.

IVV. Synthése du motif pyrone

Les différentes étapes de synthése et optimisations des conditions opératoires ont été
réalisées en commengant par la synthése du motif y-pyrone au travers des trois voies présentées

précédemment.

IV.1.Voie de synthése A

Dans la voie A (Schémas I1. 1 et 1l. 3), la synthese débute par la formation des composés 4
et 5 a la suite de la protection de la fonction phénol de la vanilline commerciale par des
groupements éthers, silylés (tert-butyldiméthylsilyle, TBDMS)** ou non (méthoxyméthane,
MOM),32 avec des rendements supérieurs a 97%. Ces groupements protecteurs ont été choisis
en fonction de leur stabilité tout au long de la synthese, puisqu’ils doivent €tre retirés lors de la

derniére étape conduisant au composé 1.
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N | =Z
/©/\O CBr,, P(O'Pr)s, DBU, NaOH,
—
RO MeCN, t.a., 4h RO

OMe OMe
TBDMSCI, 4-DMAP, NEt;, Vanilline: R =H 6: R=H, 88%
CH,Cly, t.a., 18h 7: R = TBDMS, 89%
4: R = TBDMS, 97% 8: R =MOM, 95%
MOMCI, DIPEA,
CHCly, 0°C, 1h 5: R = MOM, 99%
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MeCN, t.a., 18h
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CH,Cl, 0°C, 1h n-BuLl,
THF, -78°C, 3h
N Br
Br
RO
OMe
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10: R = TBDMS, 84%
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Schéma 11. 3. Différentes voies de synthése des composés acétyléniques 6-8

Ensuite, diverses méthodes de synthese aboutissant a la formation des composés
acétyléniques 6-8 ont été étudiées. La réaction one-pot transformant le groupement aldéhyde
de la vanille et de ses dérivés 4 et 5 en alcyne vrai, comme présentée par I’équipe de Doddi,*"
n’a pas abouti. En effet, seuls les alcynes bromés en position terminale ont été obtenus. Cette
méthode impliquait une oléfination de Ramirez modifiée (CBrs et triisopropyl phosphite
P(O'Pr)s), pour éviter 1’élimination d’oxyde de triphénylphosphine, suivie par la réaction de
Corey-Fuchs modifiée, ou le 1,8-diazabicyblo[5.4.0]-undec-7-¢éne (DBU) et I’hydroxyde de
sodium sont utilisés en tant que base.®**"® D’aprés les auteurs, NaOH a pour but d’accélérer
la cinétique de la réaction (4h pour la conversion totale du réactif de départ en présence de
NaOH, contre 16h en son absence). La DBU est, quant a elle, utilisée comme base, pour former
des alcynes bromés (Schéma Il. 4, Elimination), mais également en tant que nucléophile, afin
d’induire une inversion de polarité formant, par conséquent, un acétylure (Schéma II. 4,
Umpolung). La protonation de cette derniere espece conduira a 1’alcyne vrai souhaité (Schéma
[l. 4, Protonation). Néanmoins, le caractere nucléophile de la DBU reste discuté dans la

littérature, ce qui peut expliquer I’absence de réaction ou les faibles rendements obtenus.3">37
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H Br 4.0 éq. de DBU
N —
(\ > < R———H
N/ R Br

Elimination Protonation

DBU.HBr 8
R————Br R—0O©

Umpolung

Schéma 11. 4. Mécanisme proposé de la réactivité de la DBU lors de la transformation des dérives 1,1'-dibromés
en alcynes vrais, issus des travaux de Morri et al.3

Pour pallier ces faibles rendements, la synthese a été réalisée en deux étapes (Schéma Il. 3)
comportant (i) la formation des composés 1,1’-dibromoalcenes 9-11 avec de trés bons
rendements (>75%) selon I’oléfination de Ramirez et (i1) la transformation des dibromoalcénes
en alcynes vrais selon la réaction de Corey-Fuchs.®*%2 Alors que I'utilisation de la DBU n’a
conduit aux composés 6-8 qu’avec de tres faibles rendements (<10%), celle du n-BuLi a -78°C
(conditions dites standards) a permis d’isoler les alcynes vrais 6, 7 et 8 avec des rendements de
88, 89 et 95% respectivement. Les faibles rendements obtenus lors de 1’utilisation de la DBU

mettent en avant, une nouvelle fois, son faible caractére nucléophile.3’

En paralléle, le synthon 2 a été préparé en deux étapes selon des procédures décrites dans
la littérature (Schéma I1. 5). La premiere est une addition de Mickaél ou la méthylvinylcétone
réagit avec du nitrite de sodium dans des conditions acides (acide acétique) conduisant au
composé 12.377 La seconde est la protection de la fonction cétone (ou cétalisation) en dioxolane
a I’aide d’éthyléne glycol fournissant le synthon 2.8 Les rendements de ces deux étapes sont
inférieurs a 30%. En effet, lors de la premiere réaction, le produit secondaire 12, correspondant
a I’addition d’un groupement acétate en position 1,4 sur la méthylvinylcétone, est observé avec

un rendement de plus de 50%.
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APTS.H,0,

0 NaN02 AcOH Ethylene glycol O/ O\
)J\/ THF, ta., 18h )J\/\ )J\/\OAC Toluene, rflx, 18h ></\No2
28% 25%
12 12' 2

Schéma I1. 5. Synthese du synthon 2

Pour obtenir les intermédiaires isoxazoles 13-15, une réaction de cycloaddition 1,3-
dipolaire entre les acétylénes 6-8 et I’oxyde de nitrile généré in situ a partir de 2, est envisageée.
En effet, cette procédure est similaire a celle rapportée dans les études de Li et Lacasse.*® Selon
les auteurs, la présence de la chaine 2-oxoalkyle en position 3 de I’isoxazole permettrait la
formation d’un intermédiaire énamino-cétonique, apres réduction par Mo(CO)s. Par la suite, la
cyclisation de cet intermédiaire en milieu acide conduirait a I’obtention du composé 16. Pour
se faire, la conversion du composeé 2 en dérivé oxyde de nitrile a I’aide de phénylisocyanate est
réalisée in situ dans les conditions décrites par Mukaiyama, puis est mis en réaction avec les
acétylénes 6-8."° Malheureusement, les différents isoxazoles 13-15 n’ont pas pu étre isolés,
probablement du fait de I’instabilité du dérivé nitro 2 ou a sa non-transformation in situ en
I’intermédiaire oxyde de nitrile (Schéma Il. 6). Par conséquent, cette voie de synthése n’a pas

été approfondie.

Q /”\ e}
6-8
Ph—N=C=0
ol;\a/\NO2 AL e d Y /@N/O ., 091l OR
NEtj3, toluene
2 rfix, 5h M OMe
13: R=H
14: R = TBDMS
15: R = MOM
I Mo(CO)g
I CH3CN, H,0 (9:1)
0 \
@
H [\
] D g o \H2 0
o X
OH OR
OMe OMe
16 Enamino ketone

Schéma I1. 6. Premiére stratégie étudiée pour 1'obtention de la y-pyrone 16
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IV.2.Voie de synthese B

La seconde voie de synthése envisagée pour la formation de la y-pyrone 16 est une synthése
linéaire basée sur la cyclisation intramoléculaire d’une diynone (voie B, Schéma Il. 1). La
molécule cible est I’intermédiaire diynol 20, qui peut étre synthétisé a partir de 1’aldéhyde 3 et
de I’alcyne vrai de I’acétyléne 8 (Schéma Il. 7). Enfin, I’oxydation et la cyclisation du composé

20 conduira a la y-pyrone 16.

i. n-BuLi, THF
DHP, APTS.H,0 _EQ°
/OH 5 /OTHP 50°C, 2h /\OTHP

CH,Cly, ta., 1h ii. Mel, t.a., 18h
98% 17 95% 18
APTS.H,0
MeOH, ta., 18h
99%
OH
ZZ 8 . 0 MnO,, " OH
16 «— X -~ Z4
CH,Cly, ta., 18h,
MOMO 3 65% 19
OMe
20

Schéma I1. 7. Synthése linéaire envisagée pour I'obtention du composé 16

Cette synthése linéaire débute par la protection de 1’alcool propargylique commercial sous
forme de tétrahydropyrane avec du dihydropyrane (DHP) dans le dichlorométhane, en milieu
acide, pour fournir le composé 17 avec 98% de rendement.®8°38! [_’alcyne terminal est ensuite
alkylé en présence d’iodométhane et de n-BuLi (composé 18, 95%), puis 1’alcool est déprotégé
de maniére quantitative par hydrolyse acide pour conduire au 2-bytynol 19.382 Son oxydation
en présence d’un exces d’oxyde de manganése (MnQO2) permet I’obtention du 2-butynal 3 avec
un rendement modéré de 65%.32 MnO- a été choisi en tant qu’oxydant afin de ne former que
I’aldéhyde et de ne pas suroxyder 1’alcool, ce qui aurait entrainé la formation de 1’acide
carboxylique correspondant. Les tentatives de couplage entre 1’aldéhyde 3 et 1’alcyne vrai 8
pour donner le diynol 20 en présence de n-BuLi a -78°C ont malheureusement toutes échouées
a cause d’une probable instabilité du composé 3.3843% En effet, en plus de la polymérisation
partielle décrite comme inévitable dans la littérature,®® il s’oxyde facilement au contact de I’air
en acide carboxylique, et ce malgré diverses précautions (basse temperature, conditions
anhydres et oxygene libre). Par conséquent, cette stratégie est écartée, sans développement

ultérieur.
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IVV.3.Voie de synthese C

Comme pour la voie B, I’objectif de la voie C est ’obtention de la y-pyrone 16 apres
cyclisation d’une diynone, elle-méme issue du diynol 20 a travers une synthése linéaire. Seuls
les réactifs de départ sont différents entre ces deux voies de synthese (voie C, Schéma II. 1),
puisque la synthése du composé 20 est envisagée, ici, a partir d’un composé naturel commercial,

le guaiacol (Schéma lI. 8).

Br Alcool propargylique 4 OH
NBS PdCly(PPhj3),, Cul, PPhg
—_— —_—
HO MeCN, 0°C, 1h RO/©/ iPr,NH, rflx, 18h MOMO
OMe 92% OMe 92% OMe
MOMCI, DIPEA 21:R=H 23
CH,Cly, 0°C, 3h
97% 22: R = MOM
MnO,
CH,Cly, ta., 18h
93%
OH
4 \\ Bromure de // ~o
1-propynylmagnésium
-
THF, -20°C to t.a., 1h
MOMO 89% MOMO
OMe OMe
20 24
MnO,
CH,Cly, t.a., 18h
97%
O
0}
||
Z X TfOH o
B —
H,0, rflx, 4h HO
MOMO 79% OMe
OMe
25 16

Schéma 11. 8. Synthese linéaire conduisant a la formation de la y-pyrone 16

Aprés la bromation régiosélective du guaiacol a I’aide du N-bromosuccinimide (NBS) a
0°C (compose 21) et la protection de la fonction phénol sous forme d’éther (MOM), le composé
22 est obtenu avec un rendement global de 90% (Schéma 11. 8).387-%8° Ensuite, le couplage de
Sonogashira, mettant en jeu des catalyseurs a base de palladium et de cuivre, entre I’alcool
propargylique commercial et le composé 22, dans la diisopropylamine ('PR2NH) a reflux,
conduit & la formation du dérivé 23 avec un excellent rendement de 92%.3° L’oxydation de ce
dernier, en présence d’un excés de MnO3 dans le dichlorométhane anhydre, permet 1’obtention

de I’aldéhyde 24 trés stable, contrairement au composé 3.383:3%
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Remarque : au cours de I’oxydation de 24, un dimere de ce dernier est obtenu par une
réaction de type couplage pinacolique, suivie de I’oxydation du diol formé, si le solvant n’est
pas totalement anhydre.>23% Cette réaction s’effectue en milieu acide aqueux a 1’aide d’un
réducteur métallique (ici, Mn?") et d’électrons. Dans ces conditions, lors de la transformation
de 23 en 24 (Equations 1 & 3), MnO est réduit en Mn?*. Méme si I"utilisation de Mn?* pour ce
type de réaction n’est pas décrit dans la littérature, nous pensons qu’il joue deux roles dans la
réaction de couplage pinacolique. Tout d’abord, il intervient en tant que réducteur, cédant deux
électrons qui réagiront avec I’aldéhyde 24 (Equations 4 & 6). Ensuite, il joue le role de chélatant

facilitant le couplage homolytique en rapprochant deux radicaux.

R-CH,-OH = R-CHO + 2H" + 2¢ (Equation 1)

MnO; + 4H" + 2e" = Mn?* + 2H,0 (Equation 2)
R-CH2-OH + MnO2 + 2H" = R-CHO + Mn?" + 2H,0 (Equation 3)
2R-CHO + 2H* + 26" = R-CH(OH)-CH(OH)-R (Equation 4)
Mn?" + 2H,0 = MnO; + 4H" + 2¢° (Equation 5)

2R-CHO + Mn?* + 2H,0 = R-CH(OH)-CH(OH)-R + MnO; + 2H* (Equation 6)

En s’appuyant sur la littérature et sur nos hypotheses, un mecanisme réactionnel est
proposé (Schéma 11. 9).3923% A [a suite de la réaction d’oxydation de 23 en 24, deux électrons
vont réagir avec deux molécules 24 afin de conduire aux radicaux 24°. Le couplage
homolytique de ces espéces radicalaires conduit au diol 24’ aprés chélation de I’ion manganése
(IT) et hydrolyse acide. L’exces de MnO- utilis¢ dans la réaction entrainera I’oxydation des

alcools secondaires en cétones et, par conséquent, la formation de 24°°.

,Mn%+
\ H,O/M*
R
R= 9 & Mn02
MOMO —
oM Z
€ R O
24" 24'

Schéma 11. 9. Mécanisme proposé de la formation du dimere 24°°
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La synthése de 25 se poursuit par la formation du diynol 20 a partir de 1’ynal 24 selon une
réaction de Grignard, a I’aide du bromure de 1-propynylmagnésium, avec un rendement de 89%
(Schéma 11. 8).%%° L’oxydation de 20 a I’aide d’oxyde de manganése permet la formation de la
diynone 25.3553% Aycun dimére de la cétone 25 n’a été observé. Par la suite, cette derniére sera
cyclisée en y-pyrone 16 en milieu acide (acide triflique, TFOH) en présence d’eau.®®’ Le motif
pyrone est ainsi obtenu avec un bon rendement global de 52% sur 7 étapes et dont 1’analyse

compléte est en accord avec la structure attendue.

V.Synthese des familles de composés Kéto et Malo

Comme présenté dans la partie I1I, la synthése de I’analogue pyrone 1 de la cyclocurcumine
repose sur la formation d’une double liaison carbone-carbone a 1’aide d’une réaction
d’aldolisation/crotonisation entre la y-pyrone 16 et un dérivé de la vanilline. L utilisation
d’aldéhydes présentant différents groupements phénol alkylé ou aniline permettent la création
d’une famille de composés, appelée famille Kéto. Ces derniers sont constitués d’un groupement
électroattracteur oxo (carbonyle du noyau y-pyrone) et de groupements électrodonneurs variés
(-OH, -OR et -NR2). La famille Malo (groupement électroattracteur malonitrile) sera

directement dérivé de la famille Kéto (via conversion de la fonction carbonyle de la y-pyrone).

V.1. Synthése de I’analogue pyrone de la cyclocurcumine

L’analogue pyrone de la cyclocurcumine est obtenu par  réaction
d’aldolisation/crotonisation entre la vanilline 5 et le groupement méthyle de la y-pyrone 26,
toutes deux protégées sous forme d’éther (Schéma Il. 10). Afin d’optimiser les conditions de la
réaction, les effets de différents paramétres ont été étudiés : la nature de la base, le temps de

réaction et la température (Tableau I1. 1).3%83%
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fe) O
|| MOMCI, DIPEA ||
0 > O
CH,Cly, 0°C, 3h
HO 98% MOMO
OMe OMe
16 26
5, EtONa
EtOH, 40°C, 48h

38%

HCI 1M
-~
MeOH, rflx, 3h
91% MOMO

Schéma 11. 10. Synthése du composé final 1, analogue pyrone de la cyclocurcumine

L’utilisation de méthanolate de sodium ou d’hydroxyde de potassium ne permet pas de

former le composé souhaité 27. Alors que quelgues traces de 27 sont obtenues a 1’aide de la

premiére base, la seconde entraine la dégradation du motif pyrone 26 (Tableau Il. 1, Entrées 1

et 2). La seule base conduisant a la formation de la double liaison carbone-carbone est

I’éthanolate de sodium préparé in situ. En effet, lorsque la réaction est réalisée a 25°C pendant

18h, le produit souhaité 27 est isolé sous la forme d’un mélange E/Z équimolaire avec un

rendement de 20% (Tableau Il. 1, Entrée 3). De plus, I’augmentation associée du temps de

réaction et de la température entraine I’amélioration du rendement et de la stéréosélectivité de

la réaction, I’isomere E devenant la forme majoritaire (Tableau 1. 1, Entrée 4). Ces conditions

optimisées sont utilisées pour le couplage de la y-pyrone 26 a I’aldéhyde 5.

Tableau I1. 1. Influence de la nature de la base, du temps de réaction et de la température sur le rendement et la

stéréosélectivité de la réaction

) Base (nombre Temps de Rendement  Ratio molaire
Entrée o T (°C)
d’équivalent) réaction (h) (%) E/Z
1 NaOMe (1.2 éq) 18 25 Traces n.d.
2 KOH (1.2 éq) 18 25 Dégradation n.d.
3 NaOEt (1.2 éq) 18 25 20 1/1
4 NaOEt (1.2 éq) 48 40 38 95/5
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Le produit désiré 27, obtenu avec un rendement de 38%, est finalement déprotégé en milieu
acide dans le méthanol a reflux (Schéma II. 10). Cette réaction conduit de maniére quasi-
quantitative a la molécule cible 1, analogue pyrone de la cyclocurcumine.*® Des analyses RMN

et HRMS confirment la structure de ce compose final.

V.2. Syntheése de la famille de composés Kéto

Afin d’étudier les effets du caractéere donneur et de I’encombrement stérique de
groupements électrodonneurs sur les propriétés physicochimiques et de photoisomérisation des
composés finaux, différents analogues de la molécule 1 précédemment obtenue sont
synthétisés. Pour cela, plusieurs dérivées de la vanilline avec un groupement phénol alkylé ou
une aniline tertiaire sont employés. Ces composes seront placés en réaction avec le motif pyrone

16 en suivant la méme voie de synthése que celle utilisée pour la formation de 1’analogue 1.

Tout d’abord, les dérivés de la vanilline sont formés a partir de la vanilline elle-méme ou
du 4-fluoro-3-méthoxybenzaldéhyde, tous deux commerciaux (Schéma Il. 11). Le tableau II. 2
présente les différentes conditions utilisées pour obtenir les dérivés 28 a 32: le réactif
additionné, le solvant et la température. La base (K2COs) et le temps de réaction (18h) sont,

quant a eux, identiques pour I’ensemble des expériences.

N N
/@/\o Réactif, K,CO3 /@/\O
R Solvant, Température, 18h R

OMe OMe

R=OHouF 28: R=0Bu
29: R = OC,Ho5
30: R=OPr
31: R = Ocyclopentyl
32: R = NMe,

Schéma I1. 11. Synthese des dérivés de la vanilline avec des fonctions éther (28-31) ou amine tertiaire (32)

Tableau I1. 2. Parametres expérimentaux modifiés (réactif, solvant et température de réaction) pour I'obtention
des composés 28-32

Entrée X Réactif Solvant T (°C) Produit (%) Réf
1 OH 1-iodobutane Acétone 60 28 (94) 401
2 OH  1-bromododécane DMF 80 29 (100) 402
3 OH  2-bromopropane DMF 80 30 (95) 403
4 OH Bromocyclopentane DMF 65 31 (96) 404
5 F Diméthylamine ~ DMSO/H,O 100 32(92) 405
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Alors que le composé 28 est obtenu dans 1’acétone (Tableau 1. 2, Entrée 1), les trois autres
éthers 29-31 sont formés dans la DMF (Tableau Il. 2, Entrées 2 a 4). Enfin, le dernier produit
32 est synthétisé dans un mélange binaire DMSO/H>O afin de permettre une meilleure
solubilisation de I’ensemble des réactifs, la diméthylamine étant déja présente en solution a
hauteur de 40% volumique dans ’eau (Tableau Il. 2). Toutes les réactions conduisent aux

composés désirés avec d’excellents rendements (>92%).

La synthése de la famille de composés Kéto 39-44, analogues de 1, portant différents

groupements électrodonneurs (éther et amine) est représentée dans le schéma Il. 12.

(0]
| ] 0
(0) * R R —
MOMO OMe
OMe
26 DMB: R = OMe
D= EtONa
28: R = OBu EtOH, 40°C, 48h
29:R = OC12H25
30: R = O'Pr
31: R = Ocyclopentyl
32: R = NMe,
HCI 1M
MeOH, rfix, 3h
OMe OMe OMe OMe

39: R=OMe, 91% 33: R = OMe, 42%

40: R = OBu, 93% 34: R = OBu, 59%

41: R = OC12H25, 99% 35:R = OC12H25, 45%

42: R = O'Pr, 96% 36: R=0'Pr, 40%

43: R = Ocyclopentyl, 99% 37: R = Ocyclopentyl, 46%

44: R = NMe,, 83% 38: R = NMey, 46%

Schéma 11. 12. Synthése de la famille des composés Kéto 38-43

Pour les obtenir, les aldéhydes 28-32 et le 3,4-diméthoxybenzaldéhyde commercial (DMB)
sont placés en réaction avec le motif y-pyrone 26 dans les mémes conditions que précédemment
(Tableau Il. 1, Entrée 4). Au travers de ces réactions d’aldolisation/crotonisation, les composés
33-38 sont obtenus avec des rendements moyens, compris entre 40 et 60%. Leur déprotection

finale, quasi-quantitative en milieu acide, permet la formation des produits cibles 39-44.3%
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V.3. Syntheése de la famille de composés Malo

Dans le but de déplacer des longueurs d’ondes d’absorption et d’émission des composés
finaux vers le proche infrarouge, le remplacement du groupement électroattracteur oxo du cycle
y-pyrone par un malonitrile est réalisé. L’impact de ce changement sur les propriétés de

photoisomérisation sera également observe et décrit dans le chapitre suivant.

Les dérivés Malo sont directement obtenus a partir de la famille Kéto. Le taux de
conversion obtenu par photoisomérisation des molécules finales étant indépendant de
I’encombrement stérique du groupement électrodonneur, seuls les composés Kéto portant des
groupements hydroxy (-OH), éthers linéaires (-OBu et -OC12H2s) et amine (-NMe) seront
utilisés. Les différentes étapes de la formation de la famille Malo sont représentées dans le

schéma Il. 13.

Malononitrile

—_——
Ac,0, rflx, 2h
OM OM

e e OMe OMe

1: R=0H 45: R = OAc, 89%
40: R = OBu 46: R = OBu, 86%
41: R = OC12H25 47: R = OC12H25, 96%
44: R = NMe, 48: R = NMe,, 54%

Ko,CO3
MeOH, rflx, 2h

49: R = OH, 99%

50: R = OBu, 98%

51: R = OCy5H0s, 98%
52: R = NMe,, 98%

Schéma 11. 13. Synthése de la famille de composés Malo 49-52

Tout d’abord, les composés 45-48 sont obtenus par une réaction de condensation de
Knoevenagel entre leurs analogues Kéto (1, 40, 41 et 44) et le malonitrile dans 1’anhydride

acétique a reflux.406:407
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Remarque : au cours de cette réaction, la protection des groupements phénols en acétate a
été observée. Ceci peut étre expliqué par la décomposition a reflux de ’anhydride acétique,
utilise comme solvant, en acide acétique et en céténe (Schéma Il. 14-A).%%%42 Ces deux
composés sont donc en équilibre avec le solvant mais également entre leur forme acido-basique,
I’ion acétate et acylium. Ces ions conduisent a la protection de la fonction phénol. L’ion acétate

agit également en tant que base pour initier la réaction de Knoevenagel (Schéma Il. 14-B).

A)
H (0] OH le}
0 o) /\“ o ! I
)J\{_\il\ —_— )J\)”(;/H + j;\ —_— (8 + @j:\ <—>®(i')

0" "o H™ OH H™ OH CHs
Anhydride acétique Acide acétique Céténe lon acétate lon acylium
B)
O

(6) R
HO
OMe
39-40
=
R= NVN
OBu ou OC12H25

OMe H H

OMe

OMe OMe

45-46

Schéma I1. 14. Décomposition thermique de I'anhydride acétique (A) et mécanisme de la réaction de formation

(protection des fonctions phénols et réaction de Knoevenagel) des composés 46 et 47 (B)

Les rendements des différentes condensations de Knoevenagel sont excellents (>89%) a

I’exception du dérivé portant le motif diméthylamine (48, 54%).
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Remarque : dans le cas de 48, la formation d’un produit secondaire 48, ou un groupement
N-méthyle est substitué par un motif acyle, a été observée. En 1971, Mariella et Brown
décrivent pour la premicre fois ’acylation d’une amine tertiaire en présence d’anhydride
acétique a reflux.*>4% A partir de leur travaux, nous proposons le mécanisme réactionnel
suivant : (i) acylation de I’amine conduisant a un acyl ammonium ; (ii) N-déméthylation a I’aide

de I’ion acétate (Schéma I1. 15).41>4%7

48’

Schéma I1. 15. Mécanisme proposé pour la formation du produit secondaire 48’

La déprotection quantitative de 45-48 en milieu basique conduit a la formation des

composés souhaités 49-52.4%8 Leur structure est confirmée par des analyses RMN et HRMS.

V1. Synthese de composés Kéto et Malo amphiphiles

Puisque les molécules finales synthétisées présentent un fort caractére lipophile,
notamment si I’on considere les groupements ¢lectrodonneurs éthers linéaires plus ou moins
longs (-OBu et -OCi12H2s), leur hydrophilie et leur biocompatibilité, en vue d’application in
vivo, doivent étre améliorées. Pour se faire, deux stratégies sont envisagées et étudiées. La
premicre est I’introduction d’un bras de type polyéthyléne glycol (PEG) alors que la seconde
envisage le greffage des composés sur un phospholipide a 1’aide d’un linker de longueur

variable (Schéma Il. 16). Seuls les composés présentant les groupements donneurs éthers
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linéaires précédemment présentés issus des deux familles (Kéto et Malo) seront concernés par

ces études.

Greffage Greffage d'un

lipidique bras PEG
Lipide Analogue CC ) +——— ( Analogue CC ) ———— (Analogue CC PEG

Schéma 11. 16. Stratégies de synthése de molécules amphiphiles

VI1.1. Synthese et introduction d’un bras de type PEG pour la formation

de composeés Kéto amphiphiles

Les polyméres de type PEG, composés approuvés par la FDA (Food and Drug
Administration), sont considérés comme 1’'un des polymeéres les plus utilisés pour des
applications en nanomédecine. Dans le but d’augmenter la balance hydrophile/lipophile (HLB)
des molécules, nous avons estimé qu’un bras hexaéthyléne glycol devrait étre greffé a nos
différents composés. De plus, le bras PEG permettra une meilleure organisation des molécules
dans les modeles de membranes lipidiques qui seront présentés dans le chapitre 4 (monocouches
et bicouches lipidiques).

La synthese du bras PEG débute par la monotosylation de 1’hexaéthyléne glycol
commercial en présence de chlorure de tosyle, d’iodure de potassium et d’oxyde d’argent (I)
dans le dichlorométhane a froid (Schéma 1l. 17).419420 Cette réaction conduit de maniére
quantitative au composé 53. Ensuite, le bras PEG monotosylé est introduit sur les molécules.
Pour se faire, deux voies ont été étudiées. La premiére consiste a greffer le bras PEG monotosylé
aux molécules finales 40 et 41. Toutefois, des difficultés pour séparer le produit final des deux
réactifs initiaux ont été rencontrées, entrainant une importante perte de produit. Par conséquent,
la seconde voie de synthése a été privilégiée. Elle consiste a greffer le bras PEG monotosylé,
non pas aux molécules finales, mais au motif y-pyrone 16. Cette réaction a été realisée dans la
DMF en présence de KoCOs et a conduit au composé 54 avec un rendement de 94% (Schéma
II. 17).421%22 Tes réactions d’aldolisation/crotonisation dans les conditions décrites
précédemment, entre le composé 54 et les aldéhydes 28 ou 29, permettent la formation des

molécules Kéto amphiphiles 55 et 56 avec des rendements de 51 et 44%, respectivement.
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o TsCl, Ag;0, Kl o
HO A OH —_— > HO A OTs

CH,Cly, 0°C, 1h
99%
53

16, K,CO3
DMF, 80°C, 18h
94%
(0]
28 ou 29, EtONa | |
-
EtOH, 40°C, 48h o
(0]
H (6]
6 OMe

55: R = OBu, 51% 54
56: R = OC12H25, 44%

Schéma I1. 17. Synthese des composés Kéto amphiphiles 55 et 56

V1.2. Synthese et introduction d’un bras de type PEG pour la formation

de composés Malo amphiphiles

La syntheése des composés Malo amphiphiles n’a pas pu étre conduite dans les mémes
conditions que celles employées pour former les amphiphiles 55 et 56. En effet, les conditions
extrémement rudes de la réaction de Knoevenagel (anhydride acétique a reflux et formation
d’acide acétique dans le milieu durant la réaction) semblent entrainer la séparation du bras PEG
du reste de la molécule. De plus, les composés Malo présentent une plus forte hydrophobicité
que leurs analogues Kéto, du fait de la présence du groupement malonitrile. De ce fait, le
greffage du bras PEG devrait atténuer cette hydrophobicité et permettre une bonne séparation
des produits, c’est-a-dire les composés Malo amphiphiles, et les réactifs, a savoir les composes
Malo non-amphiphiles. Par conséquent, le greffage du bras PEG monotosylé est effectué sur
les composés Malo finaux 50 et 51 (Schéma I1. 18).421422 1 a réaction est réalisée dans ’acétone
a reflux en présence de Ko.COs et permet la formation des composés Malo amphiphiles 57 et 58

avec de bons rendements (83 et 76%, respectivement).
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53, K,CO3

Acétone, rflx, 18h

OMe OMe
50: R = OBu 57: R = OBu, 83%
51: R = OC12H25 58: R = OC12H25, 76%

Schéma 11. 18. Synthéses des composés Malo amphiphiles 57 et 58

V1.3. Prémices de synthése d’un photolipide

La seconde stratégie employée pour augmenter la solubilité et la biocompatibilité des
molécules synthétisées, issues des familles Keto et Malo, consiste a les greffer a un lipide. Les
résultats préliminaires obtenus sont présentés ci-dessous. Pour cette synthese, des linkers
portant des groupements protecteurs variés  (tert-butoxycarbonyle: Boc ou
fluorénylméthoxycarbonyle : Fmoc), ont été utilisés (Schéma I1. 19). Les éléments greffés étant
tres volumineux, il apparait que les éloigner du lipide a I’aide d’un linker faciliterait la

formation des photolipides finaux.

RV AV A\
/O /O /O
O=R-0O" O=P-0O" O=R-0O"
\ \ \
0O e} [¢)
anQ LanQ ~mQH
(0] o}
o ( )n:1,20u3 O ( )n:1,20u3 O
O NH 0 NH o)
O:Ig Déprotection et GP
g couplgge Estérification
peptidique d'un linker
Photolipide 16:0 Lyso PC + linker protégé 16:0 Lyso PC

Schéma 11. 19. Rétrosynthése envisagée des photolipides (A : Groupement accepteur, D : Groupement donneur,
GP : Groupement protecteur)
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La structure lipidique servant de base pour la synthese des photolipides est un dérivé du
DPPC : le 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine (16:0 Lyso PC). 1l s’agit d’un
phospholipide ne présentant aucun acide gras porté par 1’alcool secondaire du glycérol central,
choisi afin que les photolipides synthétisés présentent une structure similaire a celle du DPPC,

élément constituant les systemes auto-assemblés étudiés dans le chapitre 4.

La premiére étape de la syntheése consiste a greffer, par une réaction d’estérification, un
linker présentant une fonction amine protégée (Schéma Il. 20). Puis, la déprotection suivie d’un
couplage peptidique avec les molécules d’intérét (MI), conduit aux composés cibles,316:423-427
De cette manicre, le motif photoisomérisable n’intervient qu’a la derniére étape de la synthése

et le risque d’isomérisation par la lumiére UV extérieure est limité.

Le premier linker étudié présente un groupement protecteur Fmoc. Sa mise en réaction, en
présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC), de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) et de 16:0
Lyso PC dans le chloroforme a température ambiante, n’a conduit uniquement qu’a
I’élimination du groupement Fmoc (Tableau II. 3, Entrée 1).#?¢%2" L’impact de la diminution
du nombre d’équivalent de DMAP, limitant idéalement toute réaction entre la base et le
groupement Fmoc, a également été étudié. Quel que soit le nombre d’équivalent de DMAP,
I’amine a systématiquement été¢ déprotégé et le couplage n’a pas été observé (Tableau II. 3,
Entrés 2 et 3). Afin de pallier ce probleme, d’autres bases ont été utilisées comme la
diisopropyléthylamine (DIPEA), I’imidazole ou la pyridine. Toutefois, le résultat obtenu est
identique et aucun couplage n’a eu lieu (Tableau II. 3, Entrées 4 a 6). Ceci s’explique par la
fragilité importante du groupement Fmoc en milieu basique. Par conséquent, le groupement

protecteur du linker a été modifié.

Les réactions ont été réalisées dans les mémes conditions que précédemment (DCC,
DMAP, 16:0 Lyso PC) a I’aide d’un linker protégé par un groupement Boc tres stable en milieu
basique.364% Malheureusement, le résultat reste inchangé méme si ’amine n’a pas été
déprotégée (Tableau Il. 3, Entrée 7). A la suite de ce résultat, un changement d’agent de
couplage (A.C.) et [I’utilisation du 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
chlorhydrate (EDC.HCI) a été décidé. Les couplages avec ce nouvel agent seront

prochainement étudiés (Tableau Il. 3, Entrée 8).
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16:0 Lyso PC

HO,

o
+
HN,
GP

A.C., base
—_—

CHCl3, t.a.

GP : Boc ou Fmoc

Linkers protégés

GP : Boc ou Fmoc

16:0 Lyso PC + linker protégé

Schéma 11. 20. Estérification de linkers protégés sur le 16:0 Lyso PC

Tableau I1. 3. Conditions opératoires et conclusions (déprotection, rendement) des réactions d'estérification
entre les linkers protégés et le 16:0 Lyso PC

Entrée  GP A.C.(néq.) Base (n éq.) Déprotection Rendement (%)
1 Fmoc DCC (2 éq.) DMAP (3 ¢éq.) Oui -
2 Fmoc DCC (2éq.) DMAP (2 éq.) Oui -
3 Fmoc DCC (2éq.) DMAP (1 éq.) Oui -
4 Fmoc DCC (2éq.) DIPEA (3 éq.) Oui -
5 Fmoc DCC (2¢éq.) Imidazole (3 €q.) Oui -
6 Fmoc DCC (2¢éq.) Pyridine (3 éq.) Oui -
7 Boc DCC (2¢éq.) DMAP (3 éq.) Non -
8 Boc EDC.HCI (2 éq.) DMAP (3 éq.) Non A venir

Apreés obtention du composé lipide-linker protége, la déprotection de I’amine terminale du

linker en milieu acide (HCI 4M dans le dioxane) est envisagée. La fonction phénol des

molécules finales 39-40 et 49-50 sera fonctionnalisee par un second linker présentant une

fonction ester en bout de chaine,*?842° ester qui sera hydrolysé en présence de TFA pour former
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I’acide carboxylique correspondant. Enfin, un couplage peptidique entre les deux linkers

permettra 1’obtention des photolipides cibles (Schéma II. 21).

o]
BF\)k t
o’B
Y \ /
—_— — —N®
K,CO3, Acétone, RO
rfix, 18h Y o
OMe OMe (0] 0 o
/
0=R-0
A =0 ou C(CN), R = Bu o]
D = OBu ou OCy3Ha5 TFA, CHoCl,
ta., 3h 0
R=H
(o]
O (OUn=1a3
o) NH
\ / \ / EDC.HCI, HOBt,
—N&® —N@® NEts, CHCly, o
8 8 ta., 18h O  OMe
A
0=R-0 O=R-0O
o] o]
0 0 ()
o 2:0
O (Wn=1a3 O (Un=1a3 \
o NH HCI (4M dans le dioxane), o NH,
GP Dioxane O
T N
ta., 1h
D OMe
Photolipide
16:0 Lyso PC + linker protégé 16:0 Lyso PC + linker déprotégé

Schéma 11. 21. Perspectives des syntheses des photolipides cibles.

V1I.Conclusion

Au cours de ce chapitre, ’impact de 1’ajout d’une double liaison au sein du motif pyrone
sur les propriétés optiques de TPA de la molécule cible a tout d’abord été démontré de manicre
théorique. La planéité, la conjugaison et la symétrie de la molécule cible sont améliorées par
rapport aux molécules de référence, la curcumine et la cyclocurcumine. Par conséquent, sa
section efficace d’absorption a deux photons se retrouve augmentée par rapport a celle de la
cyclocurcumine (159 GM vs 14 GM, respectivement). Ceci a permis de valider la modification

structurelle envisagée.
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Ensuite, une voie de synthése du motif y-pyrone 16 reposant sur la cyclisation d’une
diynone en milieu acide a été développée. Cette derniere a été synthétisée de maniére linéaire
a partir d’un composé naturel, le guaiacol. Finalement, le composé 16 a été obtenu avec un bon

rendement global de 52 % sur 7 étapes.

La réaction d’aldolisation/crotonisation en milieu basique (éthanolate de sodium préparé
in situ) entre la y-pyrone 16 et un aldéhyde protégé s’est avérée étre 1’élément clé de la
formation de la double liaison isomérisable. A la suite d’une déprotection en milieu acide,
I’analogue pyrone cible 1 de la cyclocurcumine a été obtenu majoritairement sous sa forme E.
L’utilisation de dérivés de la vanilline portant des groupements donneurs variés (éthers ou
amines) a permis la construction d’une famille de dérivés, tous analogues de la CC, nommée

famille Kéto.

Afin de déplacer les longueurs d’ondes d’absorption et d’émission des composés finaux
vers le rouge, le groupement attracteur oxo de certains composés de la famille Kéto a été
remplacé par un groupement malonitrile par une réaction de Knoevenagel et a permis

I’obtention des composés de la famille Malo.

Enfin, la fonctionnalisation du groupement phénol libre des composés Kéto et Malo portant
un groupement donneur éther linéaire (-OBu ou -OC12H25) a I’aide d’un bras PEG ou d’un
lipide permettant I’obtention de molécules amphiphiles a été étudiée. Alors que le greffage de
I’hexaéthyléne glycol a pu étre éffectué de manicére trés aisée, celui d’un lipide a 1’aide d’un
linker est apparu bien plus complexe. En effet, quel que soit le groupement protecteur du linker
(Fmoc ou Boc) et la base utilisée lors de la réaction de greffage, aucun lipide greffé n’a été
obtenu avec la DCC comme agent de couplage. Un changement de ce dernier a été décidé
(EDC.HCI) et les tests de couplage sont prévus, tout comme la suite de la synthése conduisant

au photolipide.
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CHAPITRE 3. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU LIBRE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

I. Introduction et objectifs

Avant de déterminer les propriétés physicochimiques et les réponses photoinduites de
I’ensemble des composés issus des familles Kéto et Malo, il est important de faire un rappel sur
celles de la cyclocurcumine, le composé naturel a la base du design des structures
photoactivables envisagées. Ces propriétés seront comparées entre elles, permettant de mettre
en avant I’impact de I’ajout de la double liaison au sein du noyau pyrone et de la modification

des groupements donneurs et accepteurs sur ces dites propriétés.

I.1. Rappels des propriétés de la cyclocurcumine
1.1.1. Propriétés physicochimiques

Comme pour toute molécule, les propriétés physicochimiques de la cyclocurcumine, et
notamment ses propriétés optiques, sont gouvernées par la viscosité et la polarité du solvant
dans lequel les analyses sont effectuées mais également, dans son cas, par la configuration de
I’isomére majoritaire. La cyclocurcumine sous sa forme thermodynamiquement stable, ¢’est-a-
dire sa forme E, est considérée. Dans ce cas, les spectres d’absorption expérimentaux présentent
une bande d’absorption maximale a 350-375 nm (Figure I11. 1-A).%73% Cette longueur d’onde
peut étre déplacée de maniere bathochrome avec 1’augmentation de la polarité du solvant (380-
385 nm). A la suite d’une irradiation a 370 nm, la cyclocurcumine se désexcite par émission de
fluorescence. Alors que les spectres d’émission présentent de larges bandes d’émission
maximale a environ 430 nm dans les solvants apolaires, ces maxima avoisinent les 480-520 nm
dans des solvants plus polaires et plus visqueux (Figure I1l. 1-B). Sous une excitation de 370
nm, le rendement quantique de fluorescence de la cyclocurcumine en solution ne dépasse pas
les 13% dans la majorité des solvants, a I’exception du glycérol, ou une valeur de 23% est

obtenue.

Ces faibles rendements quantiques de fluorescence dans les solvants polaires suggérent que
la cyclocurcumine se désexcite autrement que de maniere radiative. En effet, des études
théoriques et expérimentale ont mis en évidence une compétition entre deux voies de
désexcitation possibles en fonction de la polarit¢ du solvant: la fluorescence et la

photoisomérisation.
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Figure I11. 1. Spectres d'absorption (A) et d'émission (B) de la cyclocurcumine dans des solvants de polarités
différentes, d'aprés Akdikary et al.3%

1.1.2. Photoisomérisation

La cyclocurcumine est caractérisée par un motif dihydropyranone o,B-insaturée
isomérisable sous irradiation UV. Cette structure cyclique limite tout phénomene de

tautomérisation dicéto/céto-énol, comme dans le cas de la curcumine (Schéma Ill. 1-A).

O OH

— 7]
OH

OH TA , polarite \ HO

OMe OMe

Dicétone Céto-énol

B
hv(365-375 nm)
D ——
-
A
OMe
Isomére E Isomére Z

Schéma I11. 1. Tautométisation dicéto/céto-énol de la curcumine (A) et photoisomérisation réversible E/Z de la
cyclocurcumine : isomérisation directe E—Z sous irradiation & 365 nm et isomérisation retour Z—E thermique
dans I’obscurité (B)
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Diverses études ont démontré la photoisomeérisation E—Z de la cyclocurcumine sous une
irradiation a 365-375 nm (Schéma I11. 1-B).2*"3%° Lors de cette réaction, une diminution de la
bande d’absorption maximale est observée par analyses UV-Vis (Figure I11. 2-A). La formation
de I’isomére Z est justifiée par 1’apparition de signaux en HPLC (Figure Ill. 2-B) et RMN.
Aprés I’obtention de 1’état photostationnaire (EPS), le taux de conversion de E en Z a été estimeé
a 44%.%° L’isomérisation retour Z—E est observée lorsque la solution est placée dans
I’obscurité et éventuellement chauffée (Schéma 1ll. 1). Alors que I’élévation de température
induit I’augmentation de la cinétique de la réaction de photoisomérisation retour, elle provoque

également la dégradation de la cyclocurcumine en curcumine.
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Figure I11. 2. Spectres UV-Vis (A) et chromatographes HPLC (B) d'une solution de cyclocurcumine dans
1'é¢thanol avant (noir) et aprés (rouge et vert) irradiation a 365 nm, d’aprés Angelini et al.®>°
Enfin, des études théoriques ont permis de déterminer certains parametres structuraux de
chaque isomere. Alors que le composé E présente une structure relativement plane avec un
angle dieédre estimé a 180°, la forme Z est beaucoup plus torsadée et ’angle diedre n’est que de
7° (Schéma Ill. 2).

hv (365-375 nm)

Isomeére E Isomeére Z

Schéma I11. 2. Evolution de I'angle diédre en fonction de Iisomére de la cyclocurcumine
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1.2. Objectifs

Les objectifs de ce chapitre sont multiples. Tout d’abord, les propriétés optiques des
molécules synthétisées seront caractérisées afin de déterminer 1’impact de I’ajout de la double
liaison au sein du noyau pyrone. L’efficacité des réactions de photoisomérisation sera évaluée
au travers d’études RMN et UV. Alors que les premiéres permettront d’évaluer le ratio E/Z a
I’état initial et a I’état photostationnaire, les secondes apporteront des informations sur les
cinétiques photoinduites et/ou thermiques ainsi que sur la résistance a la fatigue. Ces mesures
permettront de déterminer les parameétres optiques caractéristiques des isomeres Z et les
rendements quantiques de photoisomérisation. D’autres phénoménes photoinduits pourront
également étre caractérisés en cas d’absence de photoisomérisation. Enfin, I’ensemble de ces

résultats sera comparé a ceux de la cyclocurcumine, présentés ci-dessus.

I1.Propriétés optiques des composés Kéto et Malo

I1.1. Simulation des spectres d’absorption et d’émission de ’analogue 1

La simulation des spectres d’absorption et d’émission des composés synthétisés a été

réalisée par A. Monari et son équipe, selon la méthode décrite dans la partie expérimentale.

Dans le cas du composé 1 dans le vide, une absorption maximale est observée a environ
310 nm, alors que le spectre d'émission présente une bande a 375 nm (Figure Ill. 3-A).
L'importante asymétrie de la bande d'absorption due au couplage vibronique et la bande
d'émission large sans épaulement sont également a noter. Une forte similitude est observée entre
les spectres d'absorption et d'émission théoriques et expérimentaux. La comparaison sera

présentée dans la section suivante.

A la suite de la simulation des spectres d'absorption et d'émission en phase gazeuse, le
solvatochromisme a été étudié en incluant les effets du solvant de maniére implicite via un
milieu diélectrique (Figure I11. 3-B). Un léger décalage bathochrome de 1’absorption maximale
a été observé lorsque la polarité du solvant augmente. De plus, le spectre d’absorption de la
molécule dans le chloroforme présente un épaulement notable a 345 nm, longueur d’onde
supérieure a celle permettant d’obtenir I’absorbance maximale. Ce phénomene peut étre
engendré par un mélange des états les plus bas (n-n*) et (n-n*), tous deux dépendant fortement

de la géométrie spécifique de la molécule.
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Figure I11. 3. Spectre d'absorption et d'émission de I'analogue 1 en phase gazeuse (A) et spectre d'absorption de
I'analogue 1 dans différents solvants (B)

Une seconde analyse portée sur la nature des états excités en considérant les orbitales
naturelles de transition (natural transition orbitals, NTO) a été réalisee en phase gazeuse. Trois
transitions principales ont été identifiées mais seulement deux s’avérent jouer un réle dans la
photoisomérisation de la molécule. Alors que 1’état de nature n-n* le plus bas présente une
énergie de 3,96 eV et une force d’oscillateur inférieure a 0,02 ua, celles de 1’état m-n* le plus
bas s’averent étre 1égérement modifiées (3,89 eV pour une force de 1,037 ua) (Figure III. 4).
Ce dernier correspond a un état centré sur la double liaison isomérisable. Enfin, une troisieme
contribution de nature w-7*, impliquant la pyrone C=C couplée au chromophore principal en
raison de la conjugaison étendue, a été envisagée. Toutefois, cette transition apparait comme

plus énergétique que la premiére le long de I'ensemble de la coordonnée de torsion de la double

n-n*

liaison. Ceci permet de négliger sa participation dans le processus de photoisomérisation.
3 89eV
f=1.037

-n*
3 96 eV
f=0.012

Figure I11. 4. Orbitales naturelles de transitions des deux premiers états excités du composé 1 en phase gazeuse

Les spectres d’absorption et d’émission des différents composés Kéto et Malo ont
également été déterminés expérimentalement, comparés aux résultats théoriques et sont

présentés dans la partie 11.2.
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11.2. Spectres d’absorption et d’émission expérimentaux

Les propriétés photochromiques de I’ensemble des composés Kéto et Malo ont été étudiées

dans des solvants protiques et aprotiques de polarités variées. Les spectres d’absorption et

d’émission a I’état fondamental sont présentés dans les figures I11. 5 et I11. 6, et correspondent

principalement a 1’isomeére E, comme le montrent les analyses RMN présentées dans la partie

[11.2. Sur les graphiques ci-dessous, seuls les spectres d’absorption et d’émission dans cing

solvants (chloroforme, acétonitrile, DMSO, éthanol et eau) sont représentés pour plus de

lisibilité. Les spectres des composés 1, 39-43 et 55-56, dans I’ensemble des solvants, sont

similaires. Ils présentent trois bandes d’absorption larges centrées sur les longueurs d’onde

suivantes : 280-290, 310-325 et 355-375 nm (Figures I1l. 5-A a C et Annexe 1).
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Figure I11. 5. Spectres d'absorption (lignes pleines) et d'émission (lignes en pointillés) des composés Kéto 1 (A),
40 (B), 41 (C) et 44 (D) dans différents solvants
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Chacune de ces bandes représente une partie bien spécifique de la structure des molécules
(Figure 111. 6). En effet, les bandes d'absorption d'énergie la plus élevée et la plus basse sont
attribuées a la transition n-n* de la fraction phényl-pyrone (D:-n-A) et de la fraction styryl-
pyrone (A-n-D>), respectivement. La bande d'absorption d'énergie intermédiaire est, quant a
elle, attribuée a la transition n-m*. Enfin, les valeurs liées a la fraction styryl-pyrone sont
similaires a celles rapportées pour la cyclocurcumine, avec une bande d'absorption principale a
environ 370 nm et un épaulement a environ 330 nm.**° En effet, 1’ajout de la double liaison
dans le cycle y-pyrone n'induit aucune extension du systéme = sur la fraction styryl-pyrone (A-

n-D2) mais plut6t une extension de la planéité d'une extrémité a I'autre de la molécule.

D 1 'T['A'TC'DZ

OMe OMe

D, = OH ou PEG
D, = OH ou OR (éther)

Figure I11. 6. Représentation des structures D;i-n-A-n-D, des composés Kéto 1, 39-43 et 55-56

Un déplacement bathochrome de ces bandes est observé pour le composé 44 portant un
groupement donneur diméthylamine (310-320 et 380-395 nm, Figure I11. 5-D). Ce déplacement
peut étre expliqué par le caractére donneur plus prononcé de I’amine par rapport aux fonctions
hydroxyle ou éther. Ces résultats sont également observés pour les composés Malo 49-52 et 57-
58, en raison de la permutation du groupement attracteur oxo par un groupement malonitrile,
ce qui induit une ¢élongation de la conjugaison au sein de la molécule. Les bandes d’absorption
se retrouvent donc centrées aux alentours de 290 et 410-440 nm dans I’ensemble des solvants
(Figure I11. 7 et Annexe 2).
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Figure I11. 7. Spectres d'absorption (lignes pleines) et d'émission (lignes en pointillés) des composés Malo 49
(A), 50 (B), 51 (C) et 52 (D) dans différents solvants

Un solvatochromisme globalement positif, ¢’est-a-dire un déplacement bathochrome des

bandes d’absorption en fonction de la polarité croissante des solvants utilisés, est observé pour

I’ensemble des molécules. Ceci est di a une stabilisation plus importante de I'état excité (n-n*)

en raison de son moment dipolaire plus éleve.

Les spectres de fluorescence sont obtenus sous excitation a la longueur d’onde d’absorption

maximale (Figures 111. 5 et I11. 7). Quel que soit le solvant, un large spectre de fluorescence,

dont la longueur d’onde d’émission maximale est d’autant plus déplacée vers le rouge que la

polarité du solvant augmente, est observe. Cela indique que le moment dipolaire des composés

a I'état excité est nettement plus grand que celui a 1’état fondamental, ce qui est en accord avec

les diagrammes de Lippert-Mataga (Figure 11I. 8).
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Figure I11. 8. Diagrammes de Lippert-Mataga des composés 1 (A) et 44 (B)

En effet, ces derniers représentent le déplacement de Stokes en fonction du facteur de
polarisabilité du solvant, Af, et de la différence de moment dipolaire des composés entre leur
état fondamental et leur état excité (Equation 1).

2(ue—ns)’ .
MVstokes = Vabs — Vem = :C—a_,f Af + constante (Equation 1)

Dans cette équation, vy, €t v,,, sont les nombres d’onde aux absorptions et émissions
maximales, u, et u 7 sont les moments dipolaires de la molécule a I’€tat fondamental et a 1’état
excité, h est la constante de Planck et c est la célérité de la lumiére. Enfin, a est le rayon de la
cavité d’Onsager, c’est-a-dire la cavité dans laquelle la molécule réside, puisque dans ce

modele, le fluorophore est assimilé a une sphére de rayon a. De plus, Af tient compte de la

permittivité diélectrique (¢) et de I’indice de réfraction (n) du solvant (Equation 2)

e-1 n?-1

2e+1  2n2+1

Af = (Equation 2)

Ainsi, le tracé de Avg;,kes €N fonction de Af doit aboutir a une droite dont la pente p a

pour expression (Equation 3) :

2
_ 2(pe—uy)
hca3

(Equation 3)

Aprés avoir calculé les valeurs théoriques de us et résolu cette derniére équation, les valeurs

expérimentales de ue sont obtenues (Tableau I11. 1). Dans chaque cas et comme attendu, ue est
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supérieur a us expliquant, par la méme occasion, le déplacement bathochrome des longueurs
d’onde d’émission en fonction de la polarité¢ du solvant. Par exemple, 1’analogue pyrone 1
présente des moments dipolaires a 1’état fondamental et a 1’état excité de 2,06 D et 11,10 D,
respectivement (Tableau I1l. 1, Entrée 1). La méme tendance est observée pour les molécules
40, 49, 50 et 52, ce qui permet de faire I’hypothese que cette différence de moments dipolaires
est observee pour tous les composés portant des groupements donneurs hydroxyle et éther
(Tableau IIl. 1, Entrées 2 et 4-6). Seul le composé 44 ne présente pas un comportement
homogene dans 1’ensemble des solvants (Tableau III. 1, Entrée 3). En effet, contrairement au
composé 1 (Figure I11. 8-A), le tracé du digramme de Lippet-Mataga dévie de la linéarité et
deux pentes différentes sont obtenues en fonction de la polarité des solvants (325 cm™ et 11913
cm™ pour les solvants apolaires et polaires, respectivement, Figure I11. 8-B). Ceci pourrait étre
expliqué par la présence d’interactions spécifiques avec les solvants polaires comme des
liaisons hydrogeénes.*3

Tableau I11. 1. Moments dipolaires a I'état fondamental et a I'état excité des composés Kéto (1, 40 et 44) et
Malo (49, 50 et 52)

Entrée Composé p (cm™) a(A) e - pi (D) ni (D) e (D)
1 1 7064 4,88 9,04 2,06 11,10
2 40 8938 521 11,21 521 16,42
3* 44 325/11913 5,06 2,05/12,39 11,73 13,78/24,12
4 49 4279 5,09 7,50 8,74 16,24
5 50 7095 5.41 10,57 10,44 21,01
6 52 6437 5,25 6,96 12,93 19,89

* Présence de deux valeurs pour p, pe — s, i €t pe car dépendant de la polarité du solvant : apolaire/polaire.

L’ensemble des données physicochimiques dans les cing solvants étudiés est présenté dans
le Tableau Ill. 2. Les longueurs d'onde d'absorption et d'émission maximales (Aaps €t Aem,
respectivement) sont données en nm. Les coefficients d'extinction molaires &, en Mt-cm™, sont
indiqués entre parentheses, tout comme les rendements quantiques de fluorescence ®r. Les
données des molécules non répertoriées ici sont présentées en annexe (Annexes 3a5), de méme
que les valeurs obtenues dans les autres solvants organiques utilisés : toluéne, dichlorométhane,

THF, methanol, 1-octanol et éthylene glycol.
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Tableau I11. 2. Propriétés optiques des composés Kéto (1, 40, 41 et 44) et Malo (49-52)

) ) o Solvants
Entrée Composé  Propriétés
CHCls MeCN DMSO EtOH
. . Aabs (6:10%) 358 (27) 354 (31,7) 367 (27,9) 374 (27.2)
Aem (PF) 441 (0,02) 455 (0,01) 472(0,02) 501 (0,02)
Aabs (6:10%) 363 (34,6) 356 (31,2) 364 (31) 368 (29,5)
2 40
hem (@)  451(0,02) 457 (0,01) 459 (0,01) 485 (0,01)
3 i Aabs (6:10%) 362 (35,3) 356 (32,2) 364 (31) 370 (27,5)
Aem (®f) 448 (0,02) 457 (0,01) 456 (0,01) 483 (0,01)
. " Aabs (6:10%) 388 (29) 384 (29) 394 (28,3) 391 (25,9)
Aem (OF) 534 (0,09) 555 (0,08) 553 (0,11) 584 (0,09)
; 19 Aabs (6:10%) 411 (55,1) 407 (53,4) 430 (54,9) 413 (52,2)
Aem (PF) 548 (0,01) 521 (0,02) 575(0,01) 557 (0,01)
5 50 Aabs (6:10%) 413 (51,1) 408 (49,9) 417 (51,3) 410 (50,7)
Aem (OF) 519 (0,01) 548 (0,03) 560 (0,02) 546 (0,01)
. 51 Aabs (6:10%) 412 (47,3) 408 (46,1) 416 (46,4) 411 (47)
Aem (OF) 512 (0,01) 543 (0,02) 556 (0,01) 540 (0,01)
g 5 Aabs (6:10%) 424 (58,6) 420 (57,7) 432(58,9) 423 (57,2)
Aem (OF) 617 (0,11) 677 (0,04) 684 (0,08) 661 (0,06)

Outre le déplacement bathochrome des longueurs d’onde d’absorption et d’émission en
fonction de I’augmentation du caractere donneur ou attracteur des substituants (Tableau III. 2),
il est important de remarquer la relative constance des coefficients d’extinction molaire des
composés issus d’une méme famille. En effet, ’ensemble de ces valeurs est compris entre
27000 et 35000 Mt-cm™ pour les composés Kéto (Tableau I11. 2, Entrées 1 & 4) et entre 47000
et 55000 Mt-cm™ pour les composés Malo (Tableau I11. 2, Entrées 5 a 8). A cause de la forte
hydrophobicité des composés ci-dessus, seuls deux d’entre eux (composés 1 et 40) ont été
¢tudiés dans 1’eau. Les longueurs d’onde d’absorption et d’émission maximales sont de 1’ordre
de 370 et 510 nm, respectivement. Toutefois, malgré une étape de sonication et 1’utilisation de
1% volumique de DMSO dans la solution, les composés etudiés ne sont pas totalement
solubilisés. C’est pourquoi les coefficients d’extinction molaire, d’une valeur de 14600 et
16000 M1-cm, respectivement, sont certainement sous-estimés.

Enfin, les rendements quantiques de fluorescence de 1’ensemble des composés porteurs
d’un groupement donneur hydroxyle ou éther sont inférieurs a 0,03 (Tableau Ill. 2, Entrées 1 a

3et5a 7). Ces valeurs sont beaucoup plus faibles que celles de la cyclocurcumine, qui a un
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rendement quantique de fluorescence de 0,09 dans le chloroforme et de 0,03 dans I'acétonitrile.
De plus, tout comme les coefficients d’extinction molaire des deux composés étudiés dans
I’eau, un certain recul doit étre pris par rapport a leur rendement quantique de fluorescence,
tous deux inférieurs a 0,01. Une élévation de ces valeurs dans les solvants organiques (jusqu’a
0,11) est observée pour les composes portant un groupement donneur diméthylamine
(composeés 44 et 52), ce qui est cohérent avec I’augmentation du caractére donneur (Tableau
I11. 2, Entrées 4 et 8). Toutefois, elles restent bien inférieures a celles de molécules présentant
des structures similaires, comme le 4-dicyanométhylene-2-méthyl-6-(p-diméthylamino-styryl)-
4H-pyran (DCM). Ce fluorophore, trés utilisé dans de nombreux domaines d’application
comme la chimie et la biologie, présente des rendements quantiques de fluorescence d’une
valeur de 0,08 et 0,80 dans le toluéne et le DMSO, respectivement.*3?

La diminution de la fluorescence des composés ci-dessus, par rapport a la cyclocurcumine
ou autres dérivés dont la structure se rapproche de celle des composes étudiés, peut étre induite
par l'augmentation des processus de désexcitation non radiative, tels que I'isomérisation de la
double liaison styryl. Ce processus est d’autant plus favorisé que la conversion interne de la
molécule est faible. Pour approfondir cette hypothése, la photoisomérisation est caractérisée a
I’aide d’expériences combinées d'absorption en régime permanent et de RMN, puis présentée

dans la partie suivante.

I11. Réponses photoinduites des composes Kéto

La photoisomérisation des composés Kéto est un processus réversible durant lequel
I’isomérisation directe E—Z est induite par une irradiation a une longueur d’onde proche de
celle de I’absorption maximale. Lors de ces études, une longueur d’onde de 375 nm est utilisée
(Schéma I11. 3). L’isomérisation retour, ou switch back, définie quant a elle, la transformation
de I’isomére Z en isomeére E. Cette réaction peut étre réalisée par voie photonique (300 nm) ou
par voie thermique, dans I’obscurité. Afin d’évaluer ’efficacité de ces réactions au travers des
differents parametres présentés dans le chapitre 1, une étude théorique de celle-ci, des mesures
UV/Vis résolues dans le temps permettant le suivi de I’intensité de la bande a 375 nm, ainsi que

des analyses RMN permettant, par exemple, la détermination du ratio E/Z ont été réalisées.
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375 nm, k375,

B ——————
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300 nm, k3" ¢
ouT, kg

Isomére E Isomére Z

D, = OH, Hexaéthyléne glycol
D, = OH, OMe, OBu, O'Pr, Ocp, Oc,H,5, NMe,

Schéma I11. 3. Photoisomérisation réversible E/Z des composé Kéto : isomérisation directe E—Z sous
irradiation a 375 nm et isomérisation retour Z—E sous irradiation a 300 nm ou thermique dans 1’obscurité

I11.1. Etude théorique de la photoisomérisation de I’analogue 1

Afin d’anticiper les résultats expérimentaux de photoisomérisation des composés Kéto, la
topologie des surfaces d’énergie potentielle (SEP) autour de 1’angle de torsion, formé par les
deux groupements portés par la double liaison C=C, a été étudiée en phase gazeuse et dans
différents solvants. Pour ce faire, une modeélisation moléculaire a été utilisée afin de rationaliser
les processus d'absorption et de relaxation énergétique ultérieure. Ces derniers conduisent a
I’identification des caractéristiques critiques le long des SEP et aux propriétés photochimiques
globales.

Le processus d'isomérisation a été suivi le long des états n-n* et n-n* les plus bas et les
plus représentatifs de la molécule, pouvant étre facilement peuplés par absorption de photons.
Quel que soit le milieu, il apparait que seule une barriere d’environ 0,1 eV limite la relaxation
le long de I’état m-m*. Par conséquent, cette voie de désexcitation conduit presque parfaitement
a I’intersection conique, région de croisement entre 1’état excité et 1’état fondamental ou I’angle
de torsion a été évalué a 140°, puis a I’isomérisation. De plus, ce processus semble cohérent
avec un processus rapide se produisant a I’échelle de temps des picosecondes. A 1’inverse, 1'état
n-t* semble plus déstabilis¢ que celui de la CC. Ce phénomene est trés encourageant car il

favorise la population de 1'état m-m*, caractérisé par une isomérisation plus facile.

Contrairement a la CC, la polarité des solvants ne semble pas avoir d’impact sur la
photoisomérisation des composés Kéto puisque la population de 1’état n-n* s’effectue toujours
de maniere tres favorable. De ce fait, la photoisomérisation semble étre favorisée a défaut de la

désexcitation par émission de fluorescence.

103



CHAPITRE 3. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU LIBRE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

Aux vues des résultats précédents de rendements quantiques de fluorescence, les réactions
de photoisomérisation des composés Kéto dans leur ensemble devraient montrer une efficacité
tres élevée. Afin de valider cette hypothése, la photoisomérisation des composés Kéto est

étudiée.

I11.2.Ratio E/Z a I’état initial et aux états photostationnaires

Afin de quantifier la conversion des réactions de photoisomerisation et de déterminer le
ratio E/Z a chaque instant, des analyses RMN sont réalisées a 1’état initial (EI), avant irradiation,
et a I’état photostationnaire (EPS), aprés irradiation. Comme le taux de conversion peut étre
dépendant de la polarité et de la viscosité du solvant, les analyses sont effectuées dans quatre
solvants deutérés différents : chloroforme-d, acétonitrile-ds, DMSO-des et éthanol-ds. La
détermination du ratio E/Z est permise grace a I’intégration de certains signaux RMN, comme
les signaux éthyléniques, facilement identifiables par les différentes constantes de couplages de
chaque isomere (Ju,n = 12-18 Hz pour I’isomere E et Jun = 0-12 Hz pour I’isomére Z). De
maniére générale, I’intensité des pics du fragment styryl E diminue sous irradiation & 375 nm
alors qu’elle augmente sous excitation a 300 nm. Toutefois, leur intégration n’est pas idéale
compte tenu des recouvrements avec d’autres signaux de la molécule. En revanche, les protons
appartenant aux deux groupes méthoxy sont parfaitement résolus, facilement intégrables et ne
présentent aucune superposition possible puisqu’environ 0,3 ppm séparent les pics de

I’isoméres E et ceux de 1’isomere Z.

Le premier composé analysé est 1’analogue pyrone 1 de la cyclocurcumine. Seuls les
spectres RMN dans le DMSO-ds et 1’éthanol-de sont présentés car la molécule n’est pas soluble
a forte concentration dans les deux autres solvants (Figure I1l. 9). A titre d’exemple, dans le
DMSO-ds, les protons éthyléniques de 1’isomére E sont situés a 7,52 (HE) et 7,01 ppm (HE),
alors que ceux de I’isomeére Z sont assignés a 6,94 (H[?) et 6,32 (HZ) ppm. Les signaux des

groupes méthoxy sont, quant a eux, localisés a 3,94 et 3,89 ppm pour I’isomére E et a 3,62 et
3,56 ppm pour I’isomeére Z. Aprés intégration de ces signaux a 1’état fondamental et a 1’état
photostationnaire, il apparait que les rapports E/Z de la molécule 1 évoluent de 100/0 a 47/53
dans le DMSO-ds et de 92/8 a 25/75 dans 1’éthanol-ds. De plus, il est intéressant de noter que
la photoisomérisation retour Z—E sous irradiation a 300 nm n’est pas totale puisque le ratio
E/Z obtenu dans les deux solvants n’est que de 64/36. Dans les deux cas, la photoconversion
non totale peut étre expliquée par une superposition des spectres d’absorption de I’isomere E et

de I’isomere Z a 300 et 375 nm. Avec des taux de conversion compris entre 50 et 70%,
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contrairement aux 40% de la cyclocurcumine, les réactions de photoisomérisation de 1I’analogue
pyrone 1 semblent étre plus efficaces que celles de la molécule de référence. Toutefois,
plusieurs autres critéres, tels que le rendement quantique de photoisomérisation, la cinétique

thermique et la résistance a la fatigue restent a étudier.
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Figure I11. 9. Zooms des spectres RMN *H du composé 1 dans I'éthanol-ds et le DMSO-d; a I'état initial (El,
ligne noire) et & I'état photostationnaire aprés irradiation a 375 nm (EPS, ligne bleue)
Les analyses RMN des autres composés Kéto ont permis d’étudier I’impact du caractére
donneur et de I’encombrement stérique des groupements électrodonneurs sur les taux de

conversion des réactions de photoisomérisation.

A D’état initial, le ratio E/Z est indépendant de la nature du solvant et du groupement
donneur de la molécule puisque tous les composes sont preésents a plus de 95% sous forme E
(Tableau I11. 3 et Annexe 6).

Apres irradiation a 375 nm, il apparait que la longueur de la chaine alkyle n’impacte en
rien le taux de conversion. Toutefois, ce dernier semble tres dépendant du caractére donneur et

de la nature du solvant. En effet, pour un solvant donnég, les composes Kéto portant des
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groupements donneurs hydroxyles (1) ou éthers (40-41) présentent des taux de conversion
similaires (80% de conversion dans le chloroforme-d et I’acétonitrile-dz, 50% dans le DMSO-
de) (Tableau I1. 3, Entrées 1 a 3 et Figure I11. 10-A). Une diminution significative de I’efficacité
de photoisomérisation est observée dans le cas de 1’éthanol-de, en fonction de 1’augmentation
de la longueur de la chaine carbonée du groupement donneur et, par conséquent, de
I’hydrophobicité de la molécule. En effet, alors que le taux de conversion du composé 1 est de
plus de 70%, ceux de 40 et 41 ne sont que de 65% et 50%, respectivement (Tableau Ill. 3,
Entrées 1 a 3). Ceci peut étre expliqué par la solubilisation limitée des composés et leurs
éventuelles auto-agrégations.

Tableau I11. 3. Ratios E/Z des composés 1, 40-41, 44 et 55-56 dans différents solvants a 1’état initial (EI) et
apres irradiation a 375 nm (EPS1) et a 300 nm (EPS2)

Entrée Composé Solvant E/Z (EI) E/Z (EPS1) E/Z (EPS2)
Chloroforme-d n.d. n.d. n.d.
1 1 Acétonitrile-ds n.d. n.d. n.d.
DMSO-ds 100/0 47/53 64/36
Ethanol-ds 92/8 25/75 64/36
Chloroforme-d 98/2 25/75 70/30
5 40 Acétonitrile-ds 97/3 16/84 47/53
DMSO-ds 95/5 50/50 85/15
Ethanol-ds 95/5 35/65 60/40
Chloroforme-d 98/2 20/80 54/46
3 41 Acétonitrile-ds 97/3 20/80 60/40
DMSO-ds 96/4 50/50 85/15
Ethanol-ds 97/3 47/53 80/20
Chloroforme-d 93/7 20/80 50/50
4 55 Acétonitrile-ds 93/7 18/82 47/53
DMSO-ds 95/5 19/81 48/52
Ethanol-ds 94/6 18/82 48/52
Chloroforme-d 94/6 23/77 52/48
5 56 Acétonitrile-ds 93/7 26/74 49/51
DMSO-ds 94/6 22/78 49/51
Ethanol-ds 93/7 30/70 55/45
Chloroforme-d 96/4 25/75 Degrad.
6 44 Acétonitrile-ds 97/3 47/53 85/15
DMSO-ds 97/3 63/37 83/17
Ethanol-ds 95/5 84/16 95/5

Pour pallier ces problémes, I’ajout d’un bras PEG a éeté envisagé. Ce dernier semble
améliorer la réaction de photoisomerisation directe puisque la conversion des composés
amphiphiles est supérieure a celle de leurs analogues non amphiphiles (Tableau Ill. 3, Entrées

4 et 5). Alors que tous les composés sont convertis a hauteur de 75-80% dans le chloroforme-d

106



CHAPITRE 3. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU LIBRE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

et I’acétonitrile-ds, une nette augmentation de la conversion des composés amphiphiles dans le
DMSO-ds (81% vs 50%, pour 40 et 55 respectivement) est mise en évidence. Enfin, le
groupement hexaéthyléne glycol semble améliorer la solubilisation des composés dans
I’éthanol-de puisque les taux de conversion des composés 55 et 56 sont 20% supérieurs a ceux
des composés 40 et 41. Toutefois, I’impact de la longueur de la chaine carbonée sur le taux de
conversion est de nouveau observé (82% et 70% d’isomere Z des composés 55 et 56 obtenus

apres irradiation a 375 nm).

Enfin, un composé portant un groupement donneur plus fort que 1’hydroxyle ou I’éther a
été étudié. Le composé 44, portant une fonction diméthylamine, présente des taux de conversion
tres dépendant de la nature du solvant (Tableau Ill. 3, Entrée 6). Alors que 75% d’isomeére Z
sont obtenus dans le chloroforme-d aprés irradiation a 375 nm, seulement 37% et 16% sont
formés dans le DMSO-ds et 1’éthanol-de, respectivement (Figure 111. 10-B). Le fort systéme
donneur-accepteur au sein du composé 44 a probablement conduit a un état de transfert de
charge intramoléculaire qui inhibe les autres réactions photoinduites.***%* De plus, la
diméthylamine est capable de créer des liaisons hydrogenes avec les protons labiles des
solvants, limitant par conséquent 1’apport du doublet non liant de I’amine dans le mécanisme

de photoisomérisation, et donc la conversion de la réaction.
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Figure I11. 10. Zooms des spectres RMN *H des composés 40 (A) et 44 (B) dans le chloroforme-d et le DMSO-
ds a I'état initial (EI, ligne noire) et a I'état photostationnaire apres irradiation a 375 nm (EPS, ligne bleue)

La réaction de photoisomérisation retour, sous une irradiation a 300 nm, n’a pas permis de
reformer en totalité I’isomere E de départ, et ce, pour I’ensemble des composés. Par exemple,
le composé 40 n’est présent qu’a 70, 85 et 60% sous sa forme E dans le chloroforme-d, le
DMSO-ds et I’éthanol-de, respectivement (Tableau I11. 3, Entrée 2). De méme, les pourcentages

de 41 ne s’¢élévent qu’a 54, 85 et 80% dans les mémes solvants (Tableau Ill. 3, Entrée 3).

L’ajout d’un bras PEG semble diminuer les ratios E/Z apres irradiation & 300 nm. En effet,
les deux composés amphiphiles 55 et 56 présentent un mélange 50/50 des deux isomeres E et

Z dans tous les solvants étudiés (Tableau I11. 3, Entrées 4 et 5).

Enfin, il est intéressant de noter la degradation compléte du composé 44 dans le
chloroforme-d (Tableau Ill. 3, Entrée 6). Ce résultat peut étre expliqué par la dégradation du
solvant sous irradiation & 300 nm en acide chlorhydrique.**>4% En effet, 1’analyse par
spectrométrie de masse du composé obtenu apres irradiation, couplée a une analyse UV-Vis, a
révélé 1’addition d’une molécule de HCI sur la double liaison éthylénique du composé initial.
Toutefois, I’isomére E est recupére a plus de 85% dans les autres solvants lors de cette réaction.

A cause des problemes de dégradation rencontrés lors de la photoisomérisation retour, le
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composé 44, portant un groupement donneur amine, sera écarté et seuls les composes portant
des groupements éthers seront utilisés pour les études de photoisomérisation en membranes

modeéles.

Des études de photoisomérisation thermique ont été réalisées afin d’étudier la résistance
thermique des composés synthétisés. Les tubes RMN, précédemment irradiés a 375 nm et
analysés, sont laissés dans I’appareil dans 1’obscurité a différentes températures et des spectres
RMN sont enregistrés de maniére réguliere pendant 24h. Alors que le composeé 1 présente une
isomérisation thermique notable dont la vitesse est dépendante de la température, les autres
molécules ne montrent aucun signe d’évolution. Enfin, aucune dégradation thermique n’est
observée malgré 1’utilisation de températures trés élevées (80°C) contrairement a la
cyclocurcumine. Ces résultats sont approfondis et complétés a ’aide d’analyses UV-Vis

permettant 1’étude des cinétiques de photoisomérisation et thermiques.

111.3.Cinétiques de photoisomérisation et cinétiques thermiques

Les études de cinétique des réactions de photoisomérisation directe et retour ainsi que
celles des cinétiques thermiques ont été réalisées a I’aide d’analyses UV-Vis. Les constantes de
cinétiques des différentes réactions ont été déterminées dans les quatre mémes solvants
organiques que précédemment, a [’exception qu’ils ne sont pas deutérés. Les différents états
photostationnaires sont atteints en quelques minutes d’irradiation malgré la tres faible puissance
de la LED utilisée comme source lumineuse. La figure 11l. 11 montre I’évolution temporelle
générale du spectre d’absorption du composé 1 dans le chloroforme sous irradiation & 375 nm
(Figure 111. 11-A) et sous irradiation a 300 nm (Figure 1l1. 11-B). Cette évolution est observée
pour tous les composés Kéto dans I’ensemble des solvants. Lors de la photoisomérisation
directe, la diminution de I’intensité de la bande a 375 nm diminue au cours du temps jusqu’a
atteindre un état photostationnaire (EPS1). Ensuite, le mélange correspondant a I’EPS1 est
irradié¢ a 300 nm, provoquant ainsi I’augmentation de I’intensité de la bande a 375 nm jusqu’a

atteindre un second état photostationnaire (EPS2).
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Figure I11. 11. Evolutions spectrales de la réaction de photoisomérisation directe E—Z du composé 1, de I’EI &
I’EPS1, sous irradiation a 375 nm (A) et de la réaction de photoisomérisation retour Z—E, de ’EPS1 a ’EPS2,
sous irradiation a 300 nm (B), dans le DMSO

Les profils cinétiques des réactions de photoisomérisation directe et inverse, obtenus en
tracant 1’évolution de I’intensité d’absorbance a Amax en fonction du temps, ont permis de
déterminer différents paramétres cinétiques, comme les constantes de vitesse et les temps de

demi-vie (Figure III. 12). L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau I11. 4 et 1’annexe
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Figure I11. 12. Variation d'absorption & Amax au cours des réactions de photoisomérisation directe E—Z sous
irradiation a 375 nm (A) et retour Z—E sous irradiation @ 300 nm (B) du composé 1 en fonction du temps
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Tableau I11. 4. Constantes de cinétique et temps de demi-vie des réactions de photoisomérisation des composés
Kéto

, , k375108 117 K30%-103 1) kpLp10°

Entrée Composé Solvant (5Y) © (5Y) © (s) ti2 (s)
CHCI3 30 23 127 55 1,6/39 120/5,0
1 1 MeCN 18 39 124 5,6 <1/2,7 >168/71
DMSO 12 58 182 3,8 <1/15 >168/13

EtOH 16 43 145 4,8 4,4/5,3 44/36

CHCI3 27 26 200 3,5 0/0 0/0

5 40 MeCN 18 39 150 4,6 0/0 0/0

DMSO 6 116 106 6,5 0/0 0/0

EtOH 10 69 224 3,1 0/0 0/0

CHCI3 38 18 211 3,3 0/0 0/0

3 41 MeCN 22 32 177 3,9 0/0 0/0

DMSO 10 69 149 6,4 0/0 0/0

EtOH 6 116 222 3,1 0/0 0/0

CHCI3 25 28 189 3,7 0/0 0/0

4 55 MeCN 47 15 183 3,8 0/0 0/0

DMSO 44 16 135 51 0/0 0/0

EtOH 48 14 217 3,2 0/0 0/0

CHCI3 42 17 239 2,9 0/0 0/0

5 56 MeCN 41 17 216 3,2 0/0 0/0

DMSO 45 15 165 4,2 0/0 0/0

EtOH 47 15 236 2,9 0/0 0/0

CHCl3 29 24 Degrad.  n.d. 0/0 0/0

5 44 MeCN 13 53 185 3,7 0/0 0/0

DMSO 10 69 117 5,9 0/0 0/0

EtOH 5 139 192 3,6 0/0 0/0

Les constantes de vitesse de la photoisomérisation directe E—~Z du composé 1 présentent
une forte dépendance a la polarité et a la viscosité du solvant. Avec des valeurs allant de 30-10°
% s dans le chloroforme a 16-18:10% s dans 1’éthanol et 1’acétonitrile, la diminution des
constantes de cinétique est observée lorsque la polarité du solvant augmente (Tableau Il1l. 4,
Entrée 1). La valeur la plus faible est obtenue dans le DMSO, solvant présentant la plus forte
viscosité parmi les quatre étudiés (n = 1,99 cP), avec k372, = 12-10% s1. Les mémes tendances
sont observées pour les composés 40 et 41, avec des valeurs 3 a 6 fois plus élevées dans le
chloroforme que dans I’éthanol et le DMSO (Tableau I11. 4, Entrées 2 et 3). L’ajout d’un bras
PEG a permis d’accélérer les réactions de photoisomérisation puisque toutes les constantes de
vitesse sont de ’ordre de 45-107 s, ne montrant plus aucune dépendance a la polarité et a la
viscosité du solvant (Tableau I11. 4, Entrées 4 et 5). Ceci peut étre expliqué par une meilleure
solubilisation des composés grace au bras PEG, limitant par conséquent les phénoménes d’auto-

agrégation qui peuvent ralentir la photoisomérisation. Enfin, la modification du groupement
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donneur n’impacte pas les constantes de vitesse puisqu’elles sont similaires a celles du composé

1 (Tableau lIll. 4, Entrée 6).

Les photoisomérisations retour Z—E sous irradiation a 300 nm sont effectuées plus
rapidement que les réactions directes. Cependant, les cinétiques des réactions directe et inverse
ne peuvent pas étre compares puisque la puissance de la LED a 300 nm est plus forte que celle
de la LED a 375 nm. Les constantes de vitesse minimales sont toutes obtenues dans le DMSO,
a I’exception du composé 1, ou il s’agit de la valeur la plus élevée (k3°% = 182-10 1), mettant
en avant une nouvelle fois le fort impact de la viscosité du solvant. Aucune tendance n’est
observée dans les autres solvants. Du fait de sa dégradation sous irradiation a 300 nm dans le
chloroforme, la constante de vitesse du composé 44 n’a pu étre déterminée (Tableau Ill. 4,
Entrée 6).

Enfin, seul le composé 1 s’apparente a un photoswitch T. En effet, lorsque les solutions
irradiées a 375 nm sont placées dans 1’obscurité a différentes températures, une isomérisation
retour est observée (Tableau IlI. 4, Entrée 1). La réaction est extrémement lente a 25°C, avec

r - <1-10° s, puis est accélérée par I’augmentation de température a 40°C (k2% = 14,7-10°
% s1). Aucune dégradation n’est observée au cours de ce processus thermique. Toutefois, ces
valeurs sont négligeables par rapport aux constantes obtenues sous irradiation et a celles
observées pour la cyclocurcumine (k2% = 1,8:10° st et k2", . = 6,8-10° s, & 25°C et 41°C,
respectivement). Aucune isomérisation n’a été détectée pour les autres composés apres deux
ans de mise en température dans I’obscurité (Tableau Il1. 4, Entrées 2 a 6). Cette isomérisation
thermique négligeable est d’une importance capitale pour permettre un fort contrdle temporel

du photoswitch, uniquement isomérisé sous irradiation.

Bien que la photoisomérisation ait été démontrée, il est intéressant de s’attarder sur sa
répétabilité au cours du temps. Pour se faire, des expériences de photoisomérisation répétée ont

été effectuées démontrant la résistance a la fatigue des réactions de photoisomérisation.
I11.4.Résistance a la fatigue

La résistance a la fatigue est un paramétre trés utilisé afin de caractériser un photoswitch
moléculaire. En effet, il sera d’autant plus efficace que le nombre de cycle E-Z est important,
ce qui peut étre souhaite pour des applications in vivo par exemple. Afin d’étudier la résistance
a la fatigue des composes Kéto, des études UV-Vis sont réalisées. Les solutions initiales,

comportant presque exclusivement des molécules sous leur forme E, sont irradiées de maniere
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cycligue (375 nm - 300 nm) jusqu’a atteindre les états photostationnaires respectifs.
L’absorption a Amax est relevée a 1’état initial et entre chaque irradiation, puis représentée en

fonction du nombre de cycle.

La figure I11. 13 représente 1I’évolution de I’absorbance & Amax du composé 1 au cours des
cycles d’irradiation. Tous les composés présentent une résistance a la fatigue élevée avec une
photoisomérisation parfaitement réversible pendant 10 cycles d’irradiation consécutifs et une
absence de dégradation (a ’exception du composé 44). Cela fait de ces composés de parfaits

candidats pour des études en membranes modeles ou in vivo.
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Figure I11. 13. Variation d'absorption & Amax au cours des irradiations successives a 375 et 300 nm

I11.5.Rendements quantiques de photoisomeérisation

Le dernier parameétre étudi€, permettant I’évaluation de 1’efficacité des réactions de
photoisomérisation, est le rendement quantique de photoisomérisation. Pour le déterminer,
diverses analyses RMN et UV-Vis des composés Kéto sont réalisées. Tout comme lors de
I’évaluation du rendement quantique de fluorescence, 1’utilisation d’une référence, ici 1’ortho
nitrobenzaldéhyde (0-NB), est nécessaire afin de quantifier le flux de photons produit par la

LED 375 nm au cours des différentes expériences. Enfin, un modele mathématique reposant
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sur des équations de flux de matiére, exposees ci-dessous, conduit aux valeurs de rendements

quantiques de photoisomérisation. 3743

I11.5.1. Modéle mathématique

Comme présenté précédemment, I’irradiation continue a 375 nm des échantillons
contenant les composés essentiellement sous leur forme E conduit a un état photostationnaire,
noté EPS1. Entre les deux états stationnaires, le systeme passe par un état de non-équilibre ou
les taux d’isomérisation E—Z dépassent les taux d’isomérisation Z—E, entrainant la diminution
de la concentration en isomére E et 1’augmentation de celle en isomére Z. Toutefois, les
isomérisations photoinduites ne sont pas les seuls processus intervenant au cours des réactions.
En effet, il faut tenir compte des isomérisations thermiques. Les lois de vitesse qui en résultent

sont présentées ci-dessous ;437438

dc dc : .
d_tz = - d_tE = GpLy AE5Qiprs ) + kpogocp — (Pgop 1875 (Aaps t) + kzop.cz)  (Equation 4)

ou et &, sont les rendements quantiques de photoisomérisation E—Z et Z—E,
respectivement, 1S est le nombre de moles de photons absorbés par le composé en fonction
du temps a la longueur d’irradiation Air, kg_; €t k,_g sont les constantes de cinétique des
réactions d’isomérisation E—Z et Z—E, respectivement, et ¢ est la concentration de chaque

COMPpOsé.

Puisque les réactions d’isomérisation thermique présentent des constantes de vitesse
extrémement faibles dans tous les solvants, elles sont considérées comme négligeable sur
I’échelle de temps des mesures de photocinétique. Par conséquent, 1’équation précédente peut
étre simplifiée :

dCz dCg

= ~a = Pez 15 Qi) = Pz5.177 (Aaps, ) (Equation 5)

Les nombres de moles de photons absorbés par le composé en fonction du temps a la

longueur d’irradiation Airr SONt €XPrimes :

1— 10-Abs(ippd) ) _
I§% (Aaps, ) = [W] Jo(Airr) g (A ) Leg () (Equation 6)
1— 10~Abs(Ajpp.t) , .
1% (Aaps, ) = [m] Jo(Airr)ez(Aigr) ez (2) (Equation 7)
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Avec Abs(Zirr, t), I’absorbance de 1’échantillon a la longueur d’onde d’irradiation Airr & UN
temps t donné et I (A;,.) I’intensité d’irradiation incidente exprimée en peinstein-L s, En ne
considérant que le début de la réaction de photoisomérisation E—Z ou le taux de conversion
est faible, I’impact de la réaction retour Z—E peut étre négligé, simplifiant par conséquent
I’équation 5 en :

acz dCg

“ E = Io(Aiy)- Prrz - (1 — 105ELCED) (Equation 8)

L’intensité lumineuse absorbée au cours des réactions de photoisomérisation a Airr peut étre
déterminée expérimentalement a 1’aide de 1’appareillage décrit dans la partic « Matériel et

méthodes » ou a I’aide de 1’équation 9 :
Iabs(lirr) = lo(Airr) = Ir(Airr) (Equation 9)

ou I7(Ajy) est I’intensité lumineuse transmise non absorbée par 1’échantillon. Dans les
conditions expérimentales choisies, c’est-a-dire avec de faibles intensités d’irradiation, on
suppose que I’absorption lumineuse est totale. De ce fait, le terme (1) est négligeable.
Comme présenté précédemment, 1’0-nitrobenzaldéhyde (0-NB) est utilisé comme référence et
actinométre chimique dans le but de déterminer I(4;-) & 375 nm.

L’o-nitrobenzaldéhyde est transformé en acide o-nitrobenzoique sous irradiation a 405 nm.
L’intensité d’irradiation a 405 nm est exprimée :

k

2.303¢0-NB 405P0-NB 4051

Io 405 0-nB = (Equation 10)

avec €,_npaos le coefficient d’extinction molaire de 1’0-NB a 405 nm, ®,_yngaos l€
rendement quantique de photoisomérisation de 1’0-NB a 405 nm, | est la largeur de la cuve, en
quartz, utilisée lors de ’expérience et k est le coefficient directeur de la courbe de cinétique du

premier ordre de la phototransformation de 1’0-NB obtenu en tragant :

In ([o—nitrobenzaldehyde]t)
[o—nitrobenzaldehyde]

= —kt (Equation 11)

Enfin, I’intensité lumineuse incidente I (A;--) @ 375 nm est obtenue a 1’aide de 1’équation

12:

Io(Aipy) = 1 Uo@irr)w Ephoton s0s (Equation 12)

0405 0—-NB- .
(Ioa0s)w  Ephoton Ay
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OU Eppoton 2,,, €St 1’énergie d’un photon a la longueur d’onde d’irradiation correspondante.
De plus, Io(Airr) €t I, 405 o—np SONt exprimés en peinstein-L st alors que (Io(A;))w €t

(Iy 405)w sont en watt.

La détermination de 19PS(4;,,) et la résolution graphique de 1’équation 8 conduisent a
I’obtention des rendements quantiques de photoisomérisation ®g_, , alors que ®,_,; est obtenu
a 1’¢état photostationnaire EPS1. En effet, a cet instant, aucune variation de concentration en
isomeres E et Z n’est observée, simplifiant par la méme occasion 1’équation 5 en :

c Pp_zE - i
zpss ., PE-ZEEA (Equation 13)
CEpss PzEEZA

Enfin, les parameétres physicochimiques des isoméres Z ont été déterminés afin d’étre
utilisés lors des calculs des rendements quantiques de photoisomérisation. L’ensemble des

valeurs numériques est présenté ci-dessous.

111.5.2. Détermination des spectres d’absorption des isoméres Z

La détermination des rendements quantiques de photoisomérisation, et plus précisément
@, , nécessite I'utilisation des coefficients d’extinction molaire des isomeéres Z a 375 nm,
obtenus a partir de leur spectre d’absorption. Toutefois, comme les conversions des réactions
de photoisomérisation directe E—Z ne sont pas totales, il est impossible d’obtenir les spectres
des isomeéres Z sous irradiation uniquement. 1l est cependant possible de les déterminer en
combinant les spectres d’absorption des isomeres E, a 1’état initial (EI) et a 1’état
photostationnaire (EPS1), ainsi que le taux de conversion de E en Z a ’EPS1 (oz), obtenu par
RMN au travers de 1’équation 14 :

Az (D) = Ag(D) + w (Equation 14)

Z

Les spectres d’absorption des isoméres Z des composés 40 et 44 dans le chloroforme sont
présentés en figure 111. 14 et révelent, comme attendu, une absorption plus faible a 375 nm que
leur homologue E. L’ensemble des valeurs de coefficient d’extinction molaire des isomeéres Z
sont rapportes dans le tableau I1l. 5. L’intensité d’absorption est d’autant plus faible que le
caractére donneur du groupement correspondant, porté par les composés Kéto, est faible
(Tableau Ill. 5, Entrées 1 a 8). En effet, les valeurs obtenues pour le composé 44 dans le
chloroforme, 1’acétonitrile et I’éthanol, sont environ deux fois plus élevées que celles des autres

composés alors qu’aucune tendance n’est observée dans le DMSO (Tableau I1l. 5, Entrée 9).

116



CHAPITRE 3. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU LIBRE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

1.40

1.20
< A
1.00 4
4 A
[
g 2 0.80
g =
< =
= =}
o [72]
= 2060
0.40
0.20 1
0.00 . . ; :
270 320 370 420 470
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure I11. 14. Spectres d'absorption des composés 40 (A) et 44 (B) dans le chloroforme a I'EI (ligne pleine), a
I’EPS1 (ligne en pointillés) et de I’isomeére Z (ligne en tirets)

Tableau I11. 5. Coefficients d'extinction molaire des isoméres Z des composés Kéto a 375 nm

Entrée Composé Chloroforme Acétonitrile DMSO Ethanol
1 1 n.d. n.d. 4250 10300
2 39 10300 4000 9200 11600
3 40 9100 4200 9300 10400
4 41 8200 4300 8600 7800
5 42 8400 5500 9800 11900
6 43 8300 7000 10000 11100
7 55 7000 6600 7200 10700
8 56 7600 4200 6900 5700
9 44 13800 12900 11200 17500

111.5.3.  Mesures des rendements quantiques de photoisomérisation

En utilisant les équations précédentes (Equations 9 & 12), ’intensité lumineuse incidente
absorbée, 1475(2;,,.), a été évaluée a 6 peinstein-L s, Aprés avoir reporté cette valeur dans
I’équation 8 et un utilisant un fit graphique, 1’ensemble des valeurs de rendements quantiques

de photoisomérisation a été obtenu et est présenté dans le tableau IlI. 6.

Tableau I11. 6. Rendements quantiques de photoisomérisation des composés Kéto (Pe_.z/Pz—g)

Entrée Composé Chloroforme Acétonitrile DMSO Ethanol
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1 1 n.d./n.d. n.d./n.d. 0,08/0,47  0,10/0,08
2 39 0,09/0,04 0,13/0,13 0,05/0,13  0,08/0,09
3 40 0,17/0,19 0,12/0,15 0,05/0,13  0,07/0,17
4 41 0,25/0,23 0,16/0,23 0,08/0,25  0,06/0,19
5 42 0,11/0,08 0,14/0,11 0,05/0,13  0,08/0,09
6 43 0,12/0,13 0,14/0,12 0,05/0,11  0,08/0,11
7 55 0,15/0,17 0,18/0,21 0,19/0,22  0,17/0,19
8 56 0,19/0,24 0,22/0,25 0,20/0,27  0,19/0,24
9 44 0,20/0,13 0,09/0,17 0,07/0,25  0,04/0,25

Toutes les valeurs présentées ci-dessus s’avérent étre plus faibles que celles présentees
dans la littérature pour des composes similaires comme les stilbénes (®j_,, =0.2-0.6, ®,_ 5 =
0.3-0.5)1 ou les azobenzénes (P, = 0.1-0.5, ®,_; = 0.2-0.6).”2”® De plus, aucune
comparaison ne peut étre réalisée avec la cyclocurcumine puisqu’aucune valeur n’est

référencée.

De maniére générale, les rendements quantiques de photoisomérisation retour, ®,_,z, sont
entre 1,5 et 5 fois plus élevés que ceux de I’isomérisation directe, ®y_,,. Ces derniers
apparaissent également comme étant dépendant de la polarité du solvant. En effet, les valeurs
d._,, sont 2 a 5 fois supérieures dans le chloroforme que dans 1’éthanol. Inversement, pour un
composé portant un groupement donneur éther, ®,_, ne semble pas dépendre de la polarité du
solvant (Tableau III. 6, Entrées 1 a 6). De plus, 1’ajout du bras PEG induit une légere
augmentation des rendements quantiques de photoisomérisation (Tableau I1l. 6, Entrées 7 et 8).
Enfin, le composé 44 présente des rendements quantiques de photoisomérisation directe
évoluant de maniere inverse avec la polarité du solvant (Tableau Ill. 6, Entrée 9). Ceci peut
étre, une nouvelle fois, expliqué par le transfert de charge intramoléculaire et 1’absence de
liaison hydrogéne entre 1’atome d’azote et le solvant dans le chloroforme, au contraire de

I’éthanol, ce qui ne freine pas I’isomérisation.

Finalement, I’efficacité des réactions de photoisomérisation des composés Kéto, basée
entre autres sur des taux de conversion élevés, 1’absence d’isomérisation thermique et une
excellente résistance a la fatigue, a été demontree. Méme si les rendements quantiques de
photoisomérisation sont plus faibles que ceux de composés similaires, cela n’altére en rien
I’intérét porté a ces analogues pyrones de la cyclocurcumine. Toutefois, il a été observe que la
présence d’un groupement donneur fort sur la molécule en question pouvait diminuer
I’efficacit¢ de sa photoisomérisation au profit d’un transfert de charge intramoléculaire
important et donc d’une fluorescence plus élevée. Dans cette continuité, 1’effet d’un

groupement accepteur fort est évalué au travers des réponses photoinduites des composés Malo.
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IV. Réponses photoinduites des composés Malo

Les composés Malo ont été irradiés a leurs longueurs d’onde d’absorption maximale dans
I’ensemble des solvants. Il est intéressant de noter qu’aucun isomérisation n’a été observée, ni
par RMN ni par spectroscopie UV-Vis. La désexcitation de ces composeés, via des canaux de
relaxation competitifs, a alors été considérée. En effet, apres irradiation, une élévation de la
température de la solution a été observée. C’est pourquoi une étude théorique a, dans un premier
temps, €té réalisée afin d’étudier la compétition de ces deux différentes voies de désexcitation.
Ensuite, afin de définir les composés Malo comme de bons agents de PTT, I’efficacité de

conversion et la résistance a la fatigue photothermiques ont été étudiées.

IV.1.Etude théorique de la compétition des réponses photoinduites :

photoisomérisation vs photothermie

Afin d’étudier la compétition entre ces deux voies de désexcitation, des études théoriques
portant sur les orbitales naturelles de transition pour les états excites de plus basse énergie ont
été réalisées en phase gazeuse. Ces dernieres montrent un comportement différent selon la
présence du groupement attracteur oxo ou malonitrile. En effet, le composé 44 montre un
spectre de basse énergie dominé par une transition n-z* et une transition 7-7* (Figure Il1. 15-
A). Ce schéma est absolument cohérent avec le comportement de 1’analogue 1 (Figure Ill. 4).
De plus, comme présenté ci-dessous, la réorganisation de la densité électronique impliquant la
population d'orbitales antiliantes et la double liaison carbone-carbone aliphatique est également
cohérente avec une possible photoisomérisation.

A Tinverse, la présence du malonitrile sur le composé¢ 52 modifie significativement le
paysage des états excités (Figure I11. 15-B). Alors que le premier est maintenant décrit comme
un état m-n* impliquant les groupes C(CN) et la double liaison isomérisable, le deuxiéme
accumule la densité électronique sur le cycle phényle directement relié au noyau pyrone. Enfin,
le troisieme apparait comme étant plus localisé sur le groupement malonitrile. Cette premiére
analyse qualitative permet de démontrer un comportement photochimique différent. Toutefois,
une seconde étude, plus approfondie, basée sur I’exploration des surfaces d’énergie potentielle

significatives, a été réalisée.
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Figure I11. 15. Orbitales naturelles de transition caractéristiques des états excités de plus basse énergie des
composeés 44 (A) et 52 (B)
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Figure I11. 16. Identification des degrés de libertés les plus importants des composés 44 et 52 (A). Les degrés de
libertés favorables et défavorables sont représentés en vert et en rouge, respectivement. Surfaces d’énergie
potentielle pour la photoisomérisation du composé 49 via la voie n-n* (B) et n-n* (C)

Etant donné la rotation & 1’état excité de la liaison C-C correspondante & la double liaison
portant le groupement malonitrile, un nouveau degré de liberté doit &tre considéré en plus de la

rotation a 1’état excité de la liaison C-C correspondante a la liaison éthylénique (Figure I11. 16-
A).
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Tout d’abord, il a été observé que la présence d’un groupement donneur fort, tel qu'une
amine, ne modifie que tres légerement la topologie des SEP. En effet, les résultats obtenus pour

le composé 44 sont similaires a ceux de ’analogue 1 (Figures Il1. 16-B et C).

D'autre part, les SEP de 49 et 52 sont étonnamment différentes (Figure I11. 17). En effet,
I'isomérisation de la liaison éthylénique, bien que toujours possible et impliquant une
intersection conique S1/SO est maintenant accompagnée d'une barriére beaucoup plus élevée
énergéetiqguement, qui bloque cette voie. A l'inverse, une voie presque sans barriére, traversant
la SEP de I’isomérisation de la liaison C=C et menant a une seconde intersection conique S1/S0,
impliquant la rotation autour du plan du malonitrile, est observée. Par conséquent, 1’ajout du
groupement malonitrile offre une nouvelle voie de désexcitation impliquant I'activation de la
rotation des groupes périphériques CN. Cette derniére semble donc cohérente avec les effets
photothermiques observés. Enfin, il est intéressant de noter que, comme précédemment, le
groupement donneur ne présente aucune influence sur les propriétés physicochimiques des

composés Malo.

—=— S, Isomeriz.
—e— 8§, Isomeriz.
{ —*— S, CN Isom.
S, CN Isom.

—=— 8§, Isomeriz.
—e—§, Isomeriz.
—+— 5, CN Isom.
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Figure I11. 17. Surfaces d'énergie potentielle montrant la compétition entre la photoisomérisation et I'activation
de la rotation du groupement malonitrile pour les composés 49 (A) et 52 (B)

IV.2. Evolution de la température sous irradiation

L’existence de mouvements intramoléculaires activés par la lumicre, tels que la rotation,
la vibration et la torsion, favorise une désexcitation non radiative efficace par dégagement de
chaleur. Comme présenté précédemment, la rotation autour de la liaison C-C formée sous

irradiation et portant le groupement malonitrile est privilegiée a celle isomérisée chez les
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composés Kéto. A la suite de ces résultats, les propriétés photothermiques des composés Malo
ont été étudices par le biais de I’efficacité de conversion photothermique (n). Pour cela, ils ont
été solubilisés dans du DMSO a différentes concentrations, puis 1’évolution temporelle de la
température des solutions, sous irradiation laser a 470 nm, et les spectres d’absorption des
composés au début de chaque cycle thermique ont été enregistrés. Aux vues des resultats, il
apparait clairement que la température maximale atteinte est d’autant plus élevée que le
caractere donneur du groupement porté par les composés est prononcé. En effet, pour une
concentration de 40 uM et une irradiance de 0,68 W-cm?, les composés 50-51 et 57-58, portant
un groupement donneur éther, présentent des températures maximales comprises entre 43 et
50°C apres 400 s d’irradiation a 470 nm (Figure I1l. 18-A). Alors que celle de 49, composé
avec un groupement hydroxyle, atteint les 53°C, 1’¢lévation de température maximale est
observée pour le composé 52, avec des valeurs évoluant de 25°C a 72°C. Afin d’exclure toute
réaction photothermique de la part du solvant, le DMSO a lui aussi été irradié dans les mémes

conditions que précédemment, et une augmentation de température de 1’ordre de 1,5°C est
observée.
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Figure 111. 18. Evolution de la température des solutions des composés 49-52 et 57-58 (A) et du DCM
commercial (B) au cours d'un cycle on/off d'irradiation a 470 nm (DMSO, 40 uM, 0.68 W.cm?)
Puisque aucune molécule présentant de structure similaire a celle des composés synthétisés
n’est référencée dans la littérature pour ses propriétés photothermiques, nous avons décidé
d’étudier celles du DCM commercial dans les mémes conditions de concentration et
d’irradiance (Figure I1l. 19). Le temps d’irradiation de ce composé n’a été que de 300 s

puisqu’au-dela une diminution de la température a été observée. Ceci peut étre expliqué par une
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dégradation ou une transformation chimique du compose, méme si sa nature reste a ce jour non
déterminée. Dans ces conditions opératoires, 1’élévation de température du DCM a été évaluée
a un peu moins de 30°C, ce qui est bien plus faible que les 55°C du composé 52 (Figure I11. 18-
B). Une hypothése explicative serait que le noyau aromatique qui différencie les deux structures
participe a la conversion de 1’énergie en chaleur par une rotation autour de la liaison C-C qui le

relie a la pyrone.

52 DCM

Figure I11. 19. Structures du composé 52 et du DCM commercial

D’autres études ont permis de mettre en évidence la dépendance de la température a la
concentration de la solution et a I’irradiance du laser. En effet, dans les mémes conditions
expérimentales que précédemment, 1’augmentation de 5 a 40 uM entraine des évolutions de
température de 6,8 a 27°C (Figure 111. 20-A) et de 10,9 a 45,5°C (Figure I11. 20-B), par rapport
a la température ambiante, pour les composés 49-51 et 57-58, d’une part, ainsi que pour la
molécule 52, respectivement. De plus, 1’élévation de température est presque doublée lorsque
la puissance du laser est multipliée par deux. Alors que le composé 50 présente des
accroissements de température de 25°C a 53°C pour une irradiance de 0,68 W-cm™ et 1,36
W-cm™2, respectivement, ceux du composé 52 sont évalués a 45°C et 88°C pour les mémes
irradiances (Figures I11. 20-C et I11. 20-D).

L’ensemble de ces expériences ont permis de déterminer ’efficacité de conversion

photothermique, parametre caractéristique des molécules photothermiques.
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Figure 111. 20. Evolution de la température des solutions de 50 (A) et 52 (B) a différentes concentrations au
cours d'un cycle on/off d'irradiation a 470 nm. Evolution de la température des solutions de 50 (C) et 52 (D) a 40
UM durant un cycle on/off d'irradiation a différentes irradiances

IV.3. Efficacité de conversion photothermique

Un bon agent PTT est une molécule convertissant 1’énergie absorbée en chaleur, possédant
une conversion photothermique élevée ainsi qu'une bonne résistance a la fatigue. Ces propriétés

sont notamment recherchées pour des applications en thérapie photothermique.

Puisque les courbes ci-dessus mettent en avant la capacité de ces composés a se désexciter
en produisant de la chaleur, il est possible de déterminer la conversion photothermique des

composés Malo. Pour ce faire, I’équation 15 est utilisée :
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— hS(TMax—Tsurr)—Qpis - .
- 1(1-10-4470) (Equation 15)

avec h le coefficient de transfert thermique, S (0,36 cm?) la surface du puit contenant la
solution, Twmax - Tsurr la différence de température des solutions des composés Malo entre la
température maximale obtenue et la température ambiante, | la puissance du laser irradiant la
surface du puit contenant la solution, As70 I’absorbance des solutions a 470 nm et Qpis la

dissipation de la chaleur a la suite de 1’absorption de lumiére par le DMSO et le contenant.

La valeur hS est obtenue a 1’aide 1’équation 16 :

T, = %SCDM” (Equation 16)

oU 7s est la constante de temps du refroidissement du systéme apres arrét de ’irradiation,
Mpwmso et Cowmso sont la masse (0,22 g) et la capacité thermique molaire du DMSO (1912 J-°C
L.kg) utilisé comme solvant, respectivement. Qpis (3,2 mW) a été évalué en utilisant la méme

méthode que précédemment sur le DMSO indépendamment de tous composés Malo.

La détermination de zs est réalisée graphiquement en tragant 1’évolution linéaire du temps
en fonction du logarithme du rapport de 1’élévation de la température sur la différence de
température maximale au cours de ’expérience (Equation 17). Les graphiques sur lesquels les
valeurs de ts, égales & 199,3 s et 184,1 s sont obtenues pour les composes 50 et 52,
respectivement (Figures I11. 21-A et 111. 21-B).

T-Tg . .
t=f (_ ln( = )) (Equation 17)
Tmax—Tsurr
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Figure I11. 21. Evolution linéaire du temps en fonction de la température conduisant aux constantes de temps s
du refroidissement du systeme pour les composés 50 et 52
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Afin de déterminer la conversion photothermique, une concentration de 20 UM et une
irradiance de 0,68 W-cm™ ont été utilisées. Dans ces conditions, les valeurs obtenues sont
comprises entre 25 et 34% pour les composés 49-51 et 57-58 et de 50% pour la molécule 52
(Tableau Il1. 7, Entrées 1 a 6), alors que celle du DCM commercial est évaluée a 28% (Tableau
I1l. 7, Entrée 7). Ainsi, si les valeurs des dérivés portant un groupement donneur éther sont
similaires a celle du DCM, il apparait que pour un groupement diméthylamine commun, la
conversion photothermique du DCM est moins efficace que celle du composeé 52.

Tableau I11. 7. Conversions photothermiques des composés Malo et du DCM commercial

Entrée  Composé  Aso  Tmax—Tsurr °C)  71s(s)  hS(MW-°C?1) n (%)

1 49 0,371 19,5 172,2 2,45 32
2 50 0,335 17 199,3 2,11 25
3 51 0,282 15,9 177,7 2,37 30
4 52 0,36 31,5 184,1 2,27 50
5 57 0,266 14,4 196,5 2,14 25
6 58 0,263 13,9 186,6 2,25 25
7 DCM 0,439 20,7 184,9 2,27 28

Bien que la réponse photothermique ait ét¢ démontrée, il est intéressant de s’attarder sur sa
répétabilité au cours du temps. Pour se faire, des expériences de production de chaleur sous

irradiation répétée ont été effectuée démontrant leur résistance a la fatigue photothermique.

IV.4.Résistance a la fatigue photothermique

Outre Pefficacité de conversion photothermique, un autre paramétre qui permet de définir
un composé comme €tant un bon agent PTT est la résistance a la fatigue. En effet, I’utilisation
d’une molécule dont la production de chaleur est constante dans le temps sera privilégiée a celle
d’un composé qui se dégrade facilement et dont 1’¢lévation de température diminue fortement

au cours des cycles d’irradiation, surtout pour des applications thérapeutiques.

Pour étudier cette propriété, les solutions utilisées pour la caractérisation de 1’efficacité de
conversion photothermique ont été irradiées dans les mémes conditions que précédemment et
une mesure d’absorption a été réalisée entre chaque cycle, le tout sur 5 cycles. D’apres la figure
[11. 22-A, les composés Malo présentent une bonne stabilité puisque 1’élévation de température
au cours des cycles d’irradiation reste pratiquement constante, avec une diminution totale de
seulement 2 a 4°C. Les analyses UV-Vis révélent une modification chimique lente des

composés Malo, ce qui n’est pas le cas du DCM (Figure I11. 22-B). En effet, ce dernier présente

126



CHAPITRE 3. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU LIBRE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

une stabilité beaucoup plus faible, avec une perte de 10°C entre le premier et le deuxieme cycle,

suivi d’une diminution continue au cours des cycles suivants, jusqu’a atteindre 30°C au

cinquiéme (Figure 111. 22-C). De plus, I’intensité de la bande d’absorbance maximale du DCM,

située a environ 485 nm dans le DMSO, diminue de plus de 90% (Figure I1l. 22-D). Dans les

deux cas, les évolutions observées sur les spectres d’absorption peuvent étre expliquées par

I’isomérisation de ce composé, comme référencé dans la littérature.**®
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Figure 111. 22. Résistance photothermique des composés 50 et 52 (A) ainsi que du DCM commercial (B) sur 5
cycles on/off d’irradiation a 470 nm (DMSO, 20uM, 0,68 W.cm™). Spectres d’absorption du composé 50 (C) et
du DCM (D) entre chaque cycle d’irradiation

Afin de démontrer cette hypothése, des analyses RMN avant et aprés irradiation sur le

composé 50 et le DCM ont été réalisées apres les avoir solubilisés dans du DMSO-ds. Méme si
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un changement visuel de la couleur de la solution a été observé, les analyses RMN du DCM
n’ont pu démontrer de maniere significative la nature de la modification chimique envisagée.
De plus, des problémes de concentration et d’irradiance ont été rencontrés lors des expériences
sur le composeé 50. Puisque les analyses RMN nécessitent des concentrations en composés Malo
plus élevées que pour les analyses UV-Vis, I’irradiation de ces solutions a entrainé une
¢lévation de température telle que le DMSO s’est évaporé. Pour pallier ce probléme,
I’irradiance du laser a été fortement diminuée (0,2 W-cm2), mais la réaction photothermique
s’en est retrouvée extrémement ralentie. Plusieurs jours d’irradiation auraient été nécessaires
afin d’atteindre le taux de conversion maximal, ce qui n’a malheureusement pas été possible

expérimentalement.

V.Conclusion

Au cours de ce chapitre, 1’étude des différentes propriétés optiques caractérisant les
analogues de la cyclocurcumine, issus des deux familles Kéto et Malo a été réalisée. Les deux
séries de molécules présentent la méme dépendance a la polarité et a la viscosité du solvant,
mais également au caractére donneur du groupement en question, induisant un déplacement
bathochrome des longueurs d’onde d’absorption et d’émission. Inversement, I’introduction
d’un bras PEG n’impacte en rien les propriétés des composés qui le portent. Alors que les
composes Kéto présentent une absorption et une émission maximale comprises entre 350-390
et 440-590 nm, respectivement, celles des composés Malo s’averent étre déplacées vers le
rouge, soit 410-435 et 520-690 nm, respectivement. Les rendements quantiques de fluorescence
de ces composés sont extrémement faibles (<0,03), étant méme plus faibles que ceux de la
cyclocurcumine. Seuls les composés portant un groupement donneur amine démontrent des
propriétés de fluorescence acceptables, avec des rendements évalués a environ 0,10. Aux vues
de ces résultats, I’hypothése que les composés se désexcitaient via un processus non radiatif tel

que I’isomérisation de la double liaison styryl a été émise.

Des analyses RMN et UV-Vis dans le temps ont permis de démontrer 1’isomérisation des
composés Kéto sous irradiation. De plus, I’efficacité des réactions de photoisomérisation a été
caractérisée par des taux de conversion élevés (>80%), I’absence d’isomérisation thermique et
de dégradations notables a I’exception du composé 44, ainsi qu'une excellente résistance a la
fatigue. Méme si les rendements quantiques de photoisomerisation sont plus faibles que ceux
de composés similaires, comme les stilbénes (0,05-0,20 vs 0,20-0,60), cela n’altére en rien

I’intérét porté a ces analogues pyrones de la cyclocurcumine. Toutefois, il a été observé que la
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présence de groupement donneur fort pouvait nuire a sa photoisomérisation au profit d’un
transfert de charge intramoléculaire important et donc d’une fluorescence plus élevée. Par
conséquent, la désexcitation par fluorescence et celle par photoisomérisation apparaissent
comme peu compatibles. Aux vues de ces résultats, I’efficacité de photoisomérisation des

composés Kéto apparait comme plus importante que celle de la CC.

Contrairement a la photoisomérisation attendue, 1’irradiation des composés Malo a permis
de mettre en avant leurs propriétés photothermiques avec une élévation importante de la
température, comprise entre 20 et 50°C. Cette augmentation apparait comme dépendante du
groupement donneur porté par la molécule et de la structure globale de cette derniere. De plus,
la proportionnalité de la production de chaleur a la concentration de la solution et de I’irradiance
utilisée a été démontrée. Avec des efficacités de conversion photothermique comprises entre
25 et 34% pour les composes 49-51 et 57-58, allant méme jusqu’a 50% pour la molécule 52, et
une résistance photothermique élevée, les composés Malo sont présentés comme étant de
meilleurs agents PTT que le DCM, composé commercial présentant une structure similaire. Les
modifications observées sur les spectres d’absorption au cours des cycles d’irradiation laissent
penser a une dégradation eventuelle ou a une photoisomérisation des composés Malo, non

démontrée jusqu’a aujourd’hui.
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I. Introduction et objectifs

La membrane cellulaire joue un réle clé dans la super-résistance des bactéries aux
antibiotiques et dans le cas de cellules cancéreuses, peut induire une résistance aux ligands de
mort cellulaire. En raison de sa nature hautement conservee, la membrane est difficilement
modifiable par de simples mutations génétiques mais elle peut 1’étre par des perturbations a
action irréversible comme une forte élévation de température (PTT), la création de pores
(photoswitches et moteurs moléculaires) ou la formation de ROS toxiques (PDT).

Les résultats précédents concernant 1’efficacité des réactions de photoisomérisation d’une
part et des réactions photothermiques d’autre part, nous ont encourage a envisager 1’utilisation
de ces composés dans diverses études thérapeutiques. Nous nous sommes plus précisément
concentrés sur la perturbation de la fluidité membranaire (pour de potentielles applications
anticancéreuses et/ou antibactériennes comme présentées dans le chapitre 1), étudiée a I’aide
de deux modeles de membrane biologique : les liposomes et les monocouches lipidiques, ou

films de Langmuir.

Les effets de réponses photoinduites sur membranes modéles sont divers et variés. En effet,
une isomérisation pourra conduire a la compression des constituants membranaires ou a la
création de pores alors qu’une réaction photothermique engendrera la fluidisation de la
membrane. Toutefois, 1’efficacité des réponses photoinduites peut étre influencée par différents
parameétres, tels que la stabilité des membranes formées (interactions entre les constituants qui
la composent) ou le confinement du milieu. En effet, I’isomérisation et la production de chaleur
sont définies ou engendrées par la rotation ou la vibration d’un groupement (ou d’une partie)
de la molécule irradiée. Cependant, confiner cette derniére revient a limiter sa mobilité et donc
I’efficacité des réactions et leurs effets potentiels. En conséquence, cette étude préliminaire sur
des membranes modéles est une étape essentielle pour évaluer le comportement et 1’effet
perturbateur des composés synthétisés en milieu confiné. Ainsi les résultats obtenus permettront

d’envisager une étude sur cellules (in vitro) ou une modification des structures le cas échéant.

Dans ce contexte, la premicre étude porte sur 1’évaluation de 1’efficacité d’internalisation
des composés au sein de bicouches lipidiques et sur la caractérisation des liposomes obtenus.
Ensuite, aprés avoir réalisé une étude théorique sur les interactions entre le composé 40 et les
lipides membranaires, les réponses photoinduites (photoisomérisation et photothermie) seront
caractérisees et leurs efficacités seront éprouvées sur les deux modeles de membranes.

L’irradiation de liposomes permettra I’étude des cinétiques d’isomérisation et 1’évaluation de

133



CHAPITRE 4. ETUDE DES PROPRIETES OPTIQUES ET DES REPONSES PHOTOINDUITES EN
MILIEU CONFINE D’ANALOGUES BIOMIMETIQUES DE LA CYCLOCURCUMINE

la production de chaleur alors que celle des films de Langmuir contribuera au suivi de la

variation de fluidité membranaire.

I.1. Internalisation des composés et caractérisations des liposomes

L’encapsulation ou I’internalisation de composés, ou principes actifs, est souvent
considérée comme une étape clé pour la vectorisation de ces derniers en milieu biologique dans
un but thérapeutique. La stabilité des liposomes est particulierement dépendante de la nature et
des propriétés physicochimiques de ses propres constituants. C’est pourquoi, avant d’étudier
I’efficacité des processus d’internalisation et d’encapsulation, des généralités sur les

phospholipides et les liposomes sont présentées.

1.2. Généralites sur les liposomes

Les liposomes sont des structures uni ou multilamellaires pouvant étre constituées d’un ou
plusieurs types de phospholipides, mais également d’autres composés amphiphiles comme le
cholestérol. Ces structures complexes sont caractérisées par diverses propriétés, telles que leur

structure et leur taille.

1.2.1. Structure et taille d’un liposome

Grace a leur caractere amphiphile et leur géométrie, les phospholipides s’organisent
principalement sous forme de bicouche dont le modéle le plus simple est le liposome
unilamellaire. En fonction de la méthode de préparation, la taille et la structure interne des
liposomes peuvent varier, menant & des organisations différentes. En effet, les vesicules
multilamellaires (multilamellar vesicles ou MLV) sont constituées de plusieurs bicouches
concentriques, plus communément appelées structure en oignon,*® entourant un méme
compartiment aqueux. A I’inverse, les liposomes formés d’une seule bicouche concentrique

sont appelés vésicules unilamellaires. Ces derniéres peuvent étre classées selon leur taille ;441442

+ les petites dont la taille varie de 20 a 100 nm (small unilamellar vesicles ou SUV),

+ les grandes avec une taille comprise entre 100 nm et 1 um (large unilammellar

vesicles ou LUV),

+ les géantes présentant une taille supérieure a 1 um (giant unilamellar vesicles ou
GUV).
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Les bicouches lipidiques peuvent adopter différents états physiques, appelés phases
lipidiques, qui varient, entre autres, en fonction de la température du milieu et de la température

de transition de phase des phospholipides (Figure 1V. 1).
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Figure 1V. 1. Représentation schématique d'un liposome unilamellaire avec des zooms représentant une phase
fluide désordonnée (ou L) et une phase gel ordonnée (ou L)

1.2.2. Température de transition de phase des phospholipides

Lorsque les vésicules sont composées d’un seul type de lipide, I’augmentation de la
température du systeme (Ts) conduit a une transition de phase et a une réorganisation réversible
des lipides. Ces derniers passent alors d’une phase gel ordonnée (Lg) a une phase fluide
désordonnée (L) (Figure IV. 1). La température a laquelle apparait cette transition est appelée

température de transition de phase, ou Tnm.

+ Lorsque Ts < Tm, les chaines carbonées des lipides sont ordonnées, étirées au

maximum, paralléles entre elles et peu mobiles.

+ Lorsque Ts= Tm, la mobilité moléculaire et la probabilité d’une isomérisation trans-

gauche augmentent.
+ Lorsque Ts> Tm, les chaines carbonées des lipides sont totalement désordonnées.

Enfin, la température de transition de phase varie en fonction de la longueur et du nombre

de saturation des chaines des lipides. En effet, plus ces derniéres sont longues, non ramifiees et
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insaturées, plus Tm sera élevée. C’est pourquoi le DOPC, phospholipide insaturé, présente une
température de transition de phase de -17°C, alors que celle du DPPC, phospholipide saturé,
est de I’ordre de 41°C.

1.2.3. Fluidité membranaire

Les liposomes sont des structures dynamiques en solution. En effet, les phospholipides
peuvent diffuser librement dans la membrane, tourner librement autour de leur axe
perpendiculaire au plan de la membrane ou diffuser latéralement. Ils sont, de plus, capables de
passer d’une monocouche a une autre par des mouvements de diffusion transversale, aussi
appelés mouvements de « flip-flop ». Grace a I’action des flipases, ce processus est plus
fréquent et plus rapide dans les membranes biologique que dans les liposomes synthétiques.
Enfin, des échanges de phospholipides entre liposomes sont également observables.*4®
L’ensemble de ces aptitudes et de ces mouvements intramembranaires définit la fluidité

membranaire.

Cette derniere apparait comme étant fortement dépendante de la température du systeme.
En effet, la phase gel se caractérise par une diminution de la fluidité a I’inverse de la phase
fluide désordonnée. Par conséquent, une température supérieure a la Tm entrainerait a la fois
une augmentation de la fluidité mais également de la perméabilité membranaire, qui a terme,
pourrait provoquer un relargage prématuré d’un principe actif ou la mort cellulaire.**® La
fluidit¢ membranaire peut également étre modifiée par l'utilisation de fluidifiants ou de

« tampons » de fluidité.

1.2.4. Addition de « tampons » de fluidité

La variation du ratio entre lipides saturés et insaturés ainsi que 1’ajout de molécules pouvant
s’intercaler entre les chaines grasses ou entre les tétes polaires sont présentées comme les deux

grandes méthodes utilisées pour modifier la fluidité membranaire.

Les molécules intercalées ne sont pas nécessairement de nature lipidique méme s’il reste
plutdt commun d’utiliser le cholestérol. Ce dernier, trés utilis€ dans les suspensions
liposomales, permet a la fois d’augmenter ou de diminuer la fluidité selon la nature des
phospholipides qui constituent la membrane. Pour se faire, il s’intercale en exposant son
groupement hydroxyle vers la phase aqueuse et sa partie apolaire parallélement aux chaines

hydrocarbonées.*** De ce fait, il améliore I’empilement des lipides en phase fluide, augmentant
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par conséquent la rigidité de cette derniere. Inversement, il fluidifie la membrane en limitant

’empilement des lipides en phase gel.**

1.3. Internalisation des composés Kéto et Malo

Afin de placer une molécule au cceur d’une bicouche lipidique, deux méthodes différentes
sont souvent utilisées et décrites dans la littérature. Alors que la premicre repose sur I’idée
qu’une molécule fortement hydrophobe préférera s’internaliser dans la partie lipophile d’une
membrane plutdt que de rester dans le milieu aqueux environnant, la seconde utilise le principe

de I’internalisation lors de la formation de membrane modele (Figure V. 2).
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Figure 1V. 2. Différentes voies d'internalisation des composés dans des liposomes

Pour cette étude, les composés présentant des groupements donneurs éthers avec des
chaines carbonées linéaires et des groupements hexaéthyléne glycol (Figure 1V. 3) ont été
sélectionnés. Les molécules ne portant pas le bras PEG seront également étudiées. Ces
différents composés ont été choisi du fait de leur caractére amphiphile et de leur structure, se

rapprochant de ceux des phospholipides utilisés par la suite.
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40: A=0,D,=0H,D,=0Bu

41 : A= O, D1 = OH, DZ = OC12H25
50 : A = C(CN),, D4 = OH, D, = OBu
51: A =C(CN),, D4 = OH, D, = OC,H55
55: A = O, D; = Hexaéthyléne glycol, D, = OBu
56 : A = O, D; = Hexaéthyléne glycol, D, = OC45H»5
57 : A = C(CN),, Dy = Hexaéthylene glycol, D, = OBu
A =0 ou C(CN), 58 : A = C(CN),, Dy = Hexaéthylene glycol, D, = OC45H5

D, = OH ou Hexaéthyléne glycol
Dz = OBu ou OC12H25

Figure 1V. 3. Structures des composés internalisés dans les membranes modéles

1.3.1. Internalisation par affinité avec les liposomes

Une premiere voie permettant I’internalisation au sein des bicouches liposomales consiste
en 1’ajout d’une solution de switches (a une concentration proche de leur concentration de
saturation) a une dispersion de liposomes préalablement formés. Les composés présentant un
caractere hydrophobe fort devraient, par affinité, facilement s’intégrer, dans les milieux
lipophiles, comme décrit dans les travaux de Giuseppone et al.*¢ Il en est de méme pour les
structures amphiphiles méme si leur internalisation entrera en compétition avec leur auto-

arrangement sous forme de micelles.

Pour se faire, des liposomes composés de DPPC et de DSPE-PEG(2000), selon un ratio
molaire DPPC/DSPE-PEG(2000) 9:1 et une concentration finale en DPPC de 0,5 mg-mL™?, ont
été formés en accord avec le protocole décrit dans la partie « Matériel et méthodes ». Les
molécules d’intérét (MI), c’est-a-dire les composés Kéto et Malo étudiés, sont solubilisés dans
du DMSO a une concentration de 100 mM. Ensuite, 2 uL de chaque solution ont été ajoutés a
2998 uL de milieu liposomal ou d’eau déionisée (conduisant & une concentration finale en MI
de 70 uM). Les mélanges ainsi obtenus ont été analyses par spectroscopie UV-Vis, a différents
intervalles de temps (Oh, 1h, 3h, 6h et 24h) et a température ambiante, afin de suivre la cinétique

d’internalisation des MI.

La figure IV. 2 représente 1’évolution, en fonction du temps, de I’absorption des mélanges
précédents dans lesquels les composés 40 (Figure IV. 4-A) et 50 (Figure I1V. 4-B) ont été
injectés. Premiérement, une légére augmentation de I’absorption maximale (<0,03) a été
observée en fonction de la composition de la phase aqueuse (présence ou absence de liposomes)
pour I’ensemble des MI. Deuxiémement, la méme observation a été réalisée par rapport aux

spectres enregistrés aux différents temps d’analyse. Par conséquent, en plus de sembler peu
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efficaces, les internalisations des MI dans des liposomes, sur 24h, apparaissent comme

extrémement lentes, ce qui nous a conduit a abandonner cette méthode.

1.40
] A —40 sans liposomes 1 B —50 sans liposomes
] —40 + liposomes (0h) 2.00 1 —50 + liposomes (0h)
20 A ena
120 1 —40 + liposomes (1h) 50 lfpmsomes (1h)
. . ——50 + liposomes (3h)
——40 + liposomes (3h) 50 + liposomes (6h)
100 407+ liposomes (6h) 1.50 —50 + liposomes (24h)
—40 + liposomes (24h)
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Figure 1V. 4. Spectres d'absorption des composes 40 (A) et 50 (B) (70 M) en milieu agueux, en présence
(rouge) ou absence (bleu) de liposomes

1.3.2. Internalisation pendant la formation des liposomes

La seconde stratégie envisagée pour encapsuler les différents composés dans les liposomes
est basée sur ’hydratation et la sonication d’un film lipidique mince, ce dernier étant obtenu
aprés évaporation d’un mélange DPPC/DSPE-PEG(2000)/MI dans le chloroforme. Le

protocole détaillé est décrit dans la partie « Matériels et méthodes ».

Afin de prouver I’encapsulation des différents composés dans les liposomes, il faut tout
d’abord s’assurer de leur insolubilité dans des milieux aqueux. Pour cela, des solutions initiales
de MI a une concentration de 1,72 mM dans du chloroforme sont réalisées puis un volume
précis (dépendant de la concentration finale souhaitée) de chacune d’elles est évaporé, hydraté
(10 mL d’eau déionisée a 60°C) puis ultrasoniqué pendant 30 minutes. Apres un retour a
température ambiante pendant une nuit, les surnageants des solutions aqueuses de M1 obtenues,
présentant différentes concentrations comprises entre 10 et 150 uM, sont analysées par
spectroscopie UV-Vis. Ensuite, leur lyophilisation et leur solubilisation dans de 1’éthanol
conduisent, apres de nouvelles mesures d’absorbance, a la concentration maximale de produit

solubilisé.

Les spectres UV-Vis des composés Kéto solubilisés dans I’eau, comme ici la molécule 40,

présentent une large bande d’absorption centrée sur 371 nm (Figure IV. 5-A). Un léger décalage
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hypsochrome de cette bande est mis en avant lorsque le produit est solubilisé dans 1’éthanol
aprés lyophilisation (Amax = 368 nm, Figure 1V. 5-B). Ces résultats sont également observés
pour les composés Malo avec un pic large centré aux environs des 410-420 nm (Figures V. 5-

Cet IV. 5-D).
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Figure 1V. 5. Spectres d'absorption des composés 40 (A, B) et 50 (C, D) dans I'eau (A, C), puis aprés
lyophilisation et solubilisation dans I'éthanol (B, D) & différentes concentrations
Aux vues de I’évolution de ces spectres, la solubilisation en milieu aqueux semble atteindre
un plateau lorsque la concentration théorique en Ml est supérieure a 70 uM (Figure V. 6). En
effet, ’absorbance maximale obtenue est de 1’ordre de 0,01 pour les quatre composés Malo
ainsi que pour les Kéto non amphiphiles (40 et 41). D’autre part, les molécules 55 et 56
semblent étre les plus solubles dans 1’eau, avec des absorbances mesurées de 0,07 et 0,04,
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respectivement. A 1’aide des coefficients d’absorption molaire déterminés dans le chapitre
précédent et de I’évolution de 1’absorption dans 1’éthanol, les concentrations maximales des
produits solubilisés ont été déterminées. Ces derniéres sont eévaluées a 2 et 1 uM pour les
composés Kéto amphiphiles 55 et 56, respectivement, alors que celles des autres composes sont
inférieures & 500 nM. De ce fait, ces concentrations et ces absorbances ont été considérées

comme négligeables pour 1’étude envisageée.
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Figure IV. 6. Evolution de l'absorption a Amax des MI (Kéto : 371 nm ; Malo : 415 nm) en fonction de leur
concentration théorique en solution aqueuse
Du fait d’une solubilisation trés faible, les solutions aqueuses de 55 et 56, d’une
concentration de 136 pM, se sont avérées étre troubles. Une analyse DLS a permis de mettre
en avant la formation d’objets d’une taille d’environ 70 nm a partir de 56, alors qu’aucune
mesure ou observation n’a été possible dans le cas de 55. Des analyses SAXS sont en cours afin
de caractériser les agrégats formés. Enfin, il est intéressant de noter I’instabilité de ces objets

dans le temps puisqu’apres une semaine a 4°C, ils ont atteint des tailles d’environ 1 pm.

Puisque les MI ne s’avérent étre que trés particllement solubles en milieu aqueux, des
différences significatives d’absorbance maximale, dans le cas ou ils sont encapsulés dans les
liposomes, sont attendues. Ces derniers présentent un ratio molaire DPPC/DSPE-PEG(2000)
de 95/5 et une concentration massique finale en DPPC dans I’eau de 0,5 mg-mL™. Plusieurs
ratios molaires DPPC/MI, compris entre 100/0 et 80/20 et conduisant aux mémes

concentrations finales en MI dans 1’eau que précédemment (entre 10 et 150 uM), sont étudiés.
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Ces différents mélanges sont analysés par spectroscopie UV-Vis en prenant une solution de

liposomes vides comme blanc.
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Figure 1V. 7. Evolution des spectres d'absorption des composés 40 (A) et 49 (B) ainsi que de I’absorbance a Amax
des composés Kéto (C) et Malo (D) en fonction de leur pourcentage molaire théorique dans les liposomes

Les spectres d’absorption des différents mélanges obtenus présentent les mémes bandes

caractéristiques que ceux des MI obtenus en milieu aqueux. Toutefois, pour un pourcentage

molaire théorique de MI donné, 'intensité d’absorption maximale s’aveére étre 50 fois

supérieure (Figures IV. 7-A et IV. 7-B). Pour les composés Kéto, une large bande d’absorption

centrée sur 365-372 nm (Figure 1V. 7-A), dont I’intensité augmente de maniere linéaire, est

observée, démontrant ainsi une efficacité d’encapsulation constante en fonction du pourcentage

molaire théorique initial (Figure IV. 7-C). A I’inverse, on peut remarquer que 1’encapsulation
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des composés Malo n’est pas constante, puisque 1’absorbance au Amax (Comprise entre 404 et
420 nm, Figure IV. 7-B), n’augmente pas linéairement pour des pourcentages molaires
supérieurs a 10% (Figure 1V. 7-D). Malgré cela, I’encapsulation des différents composés
semble efficace. Par conséquent, cette méthode est retenue comme méthode de choix pour

I’encapsulation des MI.

1.4. Détermination de la taille des liposomes chargés en Ml

La taille des liposomes obtenus précédemment a été mesurée par une technique basée sur
la mesure de I’intensité de la lumicre diffusée, appelée DLS. Cette méthode révele 1’obtention
d’une population monodisperse de liposomes (PolyDispersitylndex, PDI < 0,3) centrées sur des
tailles comprises entre 50 et 270 nm en fonction du pourcentage molaire théorique et de la
structure de la M1 (Figure 1V. 8).

En effet, ’internalisation de composés Kéto non amphiphiles (40 et 41) provoque
I’augmentation de la taille des liposomes, évoluant de 85 nm (liposomes vides) a 95 nm (5% de
40), pour finalement atteindre un plateau a 165 et 120 nm pour des pourcentages molaires de
40 et 41, respectivement, compris entre 10 et 20% (Figure V. 8-A). Inversement, la taille des
particules reste constante a 85 nm pour le composé 55 a 20% et diminue a 54 nm pour le
composé 56 a cette méme concentration. Ceci peut étre expliqué par le positionnement et les
interactions de la molécule au sein de la membrane, tous deux induits par le groupement PEG
et la chaine alkyle. En effet, la molécule 56 présente le caractére amphiphile le plus fort (motif
hydrophile PEG et chaine alkyle en Cy2), et est donc, susceptible d’interagir le plus fortement
avec les lipides des liposomes.
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Figure IV. 8. Evolution de la taille des liposomes en fonction du pourcentage molaire en composés Kéto (A) et
Malo (B) déterminée par DLS

Contrairement aux tendances observées lors de I’encapsulation des composés Kéto, 1a taille
des liposomes augmente de maniére continue avec le pourcentage molaire de composé Malo
(Figure V. 8-B). En effet, elle évolue de 85 nm, pour des liposomes vides, a plus de 190 nm,
pour I’ensemble des composés. De plus, il est important de noter que pour une téte polaire
donnée (phénol ou PEG), I’¢longation de la chaine alkyle induit la diminution de la taille des
particules. Ce phénomeéne peut étre expliqué de la méme maniere que dans le cas des composes
Kéto.

La taille des liposomes chargés étant dépendante de la nature et de la concentration des
composeés internalisés, les interactions de ces familles avec les lipides membranaires doivent
étre différentes. Afin de vérifier cette hypothése, une premiere étude portant sur la

caractérisation de ’efficacité (EE) et du taux (TE) d’encapsulation a été réalisée.

1.5. Efficacité et taux d’encapsulation

Les valeurs de EE et de TE ont été déterminées par la solubilisation des liposomes et de
leur contenu dans un solvant dans lequel les propriétés physicochimiques des MI étaient
connues. La concentration de MI encapsulée a été obtenue par des mesures de spectroscopie
UV-Vis.

Plus concrétement, 200 pL du surnageant de chaque solution liposomale précédemment

étudiée sont mélangés a 1,8 mL d’éthanol. Pour simplifier les calculs, I’hypothése que les
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coefficients d’extinction molaire de chaque composé solubilisé dans 100% d’éthanol ou dans
un mélange éthanol/eau 9:1 volumique étaient similaires a été émise. Les résultats, obtenus

grace aux équations 1 et 2, sont présentés dans les tableaux 1V. 1 et IV. 2.

EE (%) = % x 100 (Equation 1)
TE (%) = MLencapsulée 4 (Equation 2)

CLipide totale

Dans un premier temps, I’EE des composés Kéto s’avere étre relativement constante
malgré 1’augmentation des pourcentages molaires de ces derniers. En effet, les valeurs
moyennes d’EE ont été évaluées a 60-62% pour les composes 40, 55 et 56 (Tableau IV. 1,
Entrées 1, 3 et 4), alors que celle de 41 est de I’ordre de 92% (Tableau IV. 1, Entrée 2). Comme
attendu, les TE augmentent linéairement, de 2 a 10%, avec le pourcentage molaire théorique de
composés Kéto (Tableau V. 1, Entrées 1, 3 et 4). Seul le composé 41 présente un TE maximal
de 18% (Tableau IV. 1, Entrée 2). Aux vues de I’ensemble de ces résultats, le composé
présentant 1’internalisation la plus efficace est le composé 41, ce qui peut étre expliqué par son
comportement trés hydrophobe et sa grande affinité avec les milieux lipophiles.

Tableau IV. 1. Evolution de I'EE et du TE des composés Kéto en fonction de leur pourcentage molaire
théorique

Pourcentage molaire théorique

Entrée  Composé Propriétés
2,5 5 7,5 10 15 20

] 10 EE (%) 63 58 64 66 60 57
TE (%) 2 3 5 7 8 10
, M EE (%) 86 93 98 93 92 97
TE (%) 2 4 6 8 13 18
Z s EE (%) 71 68 72 64 70 6L
TE (%) 2 3 5 6 7 9
) 5 EE (%) 65 61 71 66 59 57
TE (%) 2 3 5 6 8 10

Dans un second temps, il est important de noter que les composés Malo ne se comportent
pas de laméme maniére que leurs analogues Kéto. En effet, les composés 50, 57 et 58 présentent
des valeurs d’EE constantes (62, 76 et 77%, respectivement) lorsque les pourcentages molaires
theéoriques de ces derniers sont inférieurs ou egaux a 10% (Tableau IV. 2, Entrées 1, 3 et 4).
Une forte diminution de I’EE est observée au-dela. En effet, a 20% molaire, les EE ne sont plus
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que de 47, 50 et 28%, respectivement. Toutefois, cette tendance n’est pas observée pour le
compose 51 puisque son EE est évaluée a 87% en moyenne sur I’ensemble des pourcentages
molaires (Tableau IV. 2, Entrée 2). De maniére logique, 1’évolution du TE est similaire a celle
de I’EE. En effet, les valeurs obtenues pour le composé 51 augmentent de maniere linéaire, de
2 a 15%, avec le pourcentage molaire théorique (Tableau IV. 2, Entrée 2). Cette méme
observation est réalisée pour les autres composés mais uniquement lorsque les pourcentages
molaires sont compris entre 2,5 et 10%, ou le TE évolue de 2 a 6-9% (Tableau IV. 2, Entrées
1,3et4).

Tableau IV. 2. Evolution de I'EE et du TE des composés Malo en fonction de leur pourcentage molaire
théorique

Pourcentage molaire théorique

" . Prooriéts
ntrée  Composé roprietes 25 5 10 15 20

) 50 EE (%) 60 61 63 52 47
TE (%) 2 4 6 7 8
, 51 EE (%) 80 89 8 92 84
TE (%) 2 5 8 13 15
5 . EE (%) 73 77 80 62 50
TE (%) 2 4 7 8 9
, 8 EE (%) 8L 74 76 41 28
TE (%) 2 4 6 6 5

Afin de concentrer 1’étude des différentes réponses photoinduites en fonction de la
structure des composeés irradiés, le pourcentage molaire théorique des Ml sera fixé, par la suite,
a 10%. Ceci permet de se soustraire a d’éventuelles diminutions d’EE et de TE, tout en étudiant

des structures liposomales présentant les tailles maximales.

1.6. Coefficients d’extinction molaire des composés Kéto en liposomes

Puisque I’EE des composés Kéto a été déterminée, il est possible de calculer la
concentration réelle internalisée/encapsulée, et par conséquent, d’en déduire leur coefficient
d’extinction molaire a Amax €n milieu confiné. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-
dessous (Tableau 1V. 3).
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Tableau IV. 3. Coefficients d'extinction molaire des composés Kéto et Malo encapsulés en liposomes

Composé Kéto ¢ (M™*-cm?) | Composé Malo £ (M1-cm™)
40 24800 50 38800
41 16900 51 29700
55 22200 57 33500
56 25000 58 30400

Pour une méme famille de composés, les valeurs apparaissent toutes du méme ordre de
grandeur. En effet, les coefficients des composés Kéto sont compris entre 17000 et 25000 M~
L.em, alors que ceux des composés Malo varient de 30000 a 39000 M-cm™. De plus, ils sont
tous 40% plus faibles que ceux obtenus lorsque les composés sont solubilisés dans le
chloroforme. Malgré cela, les résultats obtenus confirment une nouvelle fois 1’efficacité de la
méthode d’encapsulation de ces composés dans des liposomes. Ces derniers vont donc

maintenant étre irradiés et leur réponse photoinduite sera étudiée et présentée.

I1.Etudes des réponses photoinduites sur des liposomes

Dans la perspective d'une thérapie assistée par la lumiére basee sur la modification des
propriétés de la membrane lipidique par des photoswitches moléculaires, il est essentiel de
caractériser les interactions du composé avec la bicouche lipidique et les différents effets
provoqués par la présence des deux isomeres en son sein. Dans ce contexte, des études
théoriques, concentrées sur les interactions entre les lipides et des photoswitches moléculaires
(CC, 1 et 40), ont été réalisees en collaboration avec A. Monari. Ensuite, des solutions
liposomales contenant 10% molaire de composés Kéto seront irradiées et leurs réponses

photoinduites seront étudiées. L’effet du confinement de ces molécules sera mis en avant.

I1.1. Etudes théoriques des interactions entre des lipides et des

photoswitches moléculaires

Afin d’étudier les interactions entre les différents constituants de la membrane, et plus
précisément, entre les photoswitches moléculaires et les lipides, un modéle de bicouche
lipidique, constitué DPPC entouré d'une couche d'eau et d'ions afin de mimer les conditions
physiologiques, a eté réalisé. Dans un premier temps, la cyclocurcumine naturelle et I’analogue
pyrone 1 ont été étudiés. Apres les avoir placés au sein de la phase aqueuse du modeéle, des

simulations classiques de dynamique moléculaire (DM) a I'équilibre ont été réalisées. Bien
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gu'une interaction de courte durée entre les photoswitches et la région des tétes polaires
lipidiques soit observée, aucune pénétration spontanée de la membrane lipidique ou formation
d'agrégat stable a l'interface eau/membrane n’a pu étre appréciée sur le temps d’étude couvert
par les simulations, et ce, quel que soit I’isomére utilisé. Il se peut que la durée nécessaire pour
observer ce phénomeéne de pénétration de la membrane soit plus long que celle couverte par les

simulations DM a I'équilibre.
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Figure 1V. 9. Profil d'énergie libre de pénétration de la membrane de la CC (A) et de I'analogue y-pyrone 1 (B)

Pour pallier ce probleme, un échantillonnage amélioré des isomeres E et Z de la CC et du
compose 1 interagissant avec une bicouche de DPPC a été réalisé. Pour se faire, une technique
récemment développée, nommée metaeABF, a été utilisée pour obtenir le profil d'énergie libre
(PEL) lié & la pénétration des photoswitches au sein de la bicouche lipidique.**"## La distance

entre les centres des composés et de la bicouche lipidique a été choisi comme variable d’étude.

Aux vues des énergies libres de pénétration de la membrane (Figure IV. 9-A), les isomeres
E et Z de la CC ne semblent pas pouvoir s’y insérer. Alors qu'un minimum d'énergie libre,
d’environ 2 kcal-mol, est observé a l'interface eau-téte polaire pour les deux isoméres, le PEL
de la CC sous forme E augmente réguliérement pour atteindre les 27 kcal-mol™ au centre de la
bicouche lipidique. Seul un plateau, correspondant a une légere stabilisation au niveau de la
région téte polaire/cceur hydrophobe, peut étre observé a une distance d'environ 15-20 A du
centre. L'isomere Z présente, quant a lui, un profil globalement similaire a celui de 1’isomére E.
Toutefois, la barriere d'énergie libre de pénétration de la membrane est réduite a environ 15
kcal-mol™? et un minimum apparait & la région téte polaire/cceur hydrophobe indiquant un état

métastable.
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L’analogue 1 présente un comportement légérement différent, comme présenté sur la figure
IV. 9-B. Dans les deux cas, la conformation globale d'énergie libre minimale est toujours
atteinte lorsque le compose réside dans la phase aqueuse. Alors que la pénétration de la
membrane par lI'isomére Z semble encore défavorable, avec un PEL imitant celui de la CC, celle
de l'isomere E s’avére étre plus favorable. En effet, un minimum légérement plus profond,
d’environ 2-3 kcal-mol™, peut étre observé au niveau des tétes polaires, indiquant, une nouvelle
fois, la formation d’un état métastable. Bien que les structures des deux composés précédents
soient similaires, il est important de noter que les états métastables sont formés par le méme
isomeére. Tout comme dans le cas de la CC, I'état lié a la membrane devrait étre de courte durée

aux vues des barrieres d'énergie libre relativement faibles.

Afin de pallier ce probléme, une solution, basée sur la fonctionnalisation du composé 1 a
I’aide d’un groupe latéral hydrophobe, tel que le n-butyle (40), a été envisagée puisque cette
modification structurelle bouleverse totalement le PEL, en particulier pour l'isomere E (Figure
IV. 10-A). En effet, cet isomére présente un minimum d'énergie libre assez profond, a
I’interface téte polaire/coeur hydrophobe, atteint en franchissant une barriére relativement faible
d'environ 2-3 kcal-mol™. Bien qu’une pénétration compléte de la membrane ne puisse pas étre
prévue, en raison de la barriere d'énergie libre élevée pour le franchissement de la membrane,
dépassant 12 kcal-mol, le composé 40 apparait comme un candidat prometteur afin de modifier

les parametres physiques de la membrane.
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Figure IV. 10. Profil d'énergie libre de pénétration de la membrane du composé 40 (A) et représentation des
interactions de l'isomére E avec les tétes polaires des lipides au sein d'une membrane (B)

La formation de systemes DPPC/40 compacts ainsi que le positionnement précis du

photoswitch dans la membrane sont favorisés par différentes interactions entre les deux
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constituants (Figure IV. 10-B). Alors que la premiére est une interaction entre la partie butyle
de 40 avec le cceur hydrophobe de la membrane, la seconde est caractérisée par la formation
d'un réseau favorable de liaisons hydrogéne avec les groupes polaires (Figure IV. 11-A). En
effet, le groupe hydroxyle porté par 40 interagit avec les atomes d’oxygene les plus proches des
esters lipidiques. 1l est important de noter que, sur I'évolution temporelle des distances entre les
deux parties, ces derniéres restent stables malgré la présence d'autres interactions avec des
lipides vicinaux (Figure IV. 11-B). Enfin, certaines molécules d'eau semblent former des
liaisons hydrogéne auxiliaires avec 1’atome d’oxygéne carbonylique du noyau pyrone, ce qui

contribue a la stabilité globale du systeme.

Distance O-H (A)
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Figure IV. 11. Interactions entre le composé 40 et le DPPC (A) et évolution des distances Oxygene(ester)-
Hydrogéne correspondantes en fonction du temps (B)
A l'inverse, le PEL de I’isomére Z du composé 40 est similaire a celui de 1’analogue 1.

Seuls des états liés métastables de courte durée peuvent étre mis en évidence.

Aux vues de I’ensemble de ces résultats, 1’utilisation de photoswitches moléculaires de
type y-pyrone, amphiphiles ou non et portant des chaines grasses, apparait comme un moyen
efficace de perturber sélectivement les propriétés des membranes lipidiques et biologiques.
Alors que I’isomere E est plus stable dans la partie lipophile que dans la phase aqueuse,
I’isomére Z est a la fois expulsé de la membrane et repoussée par celle-ci, une fois a 1I’extérieur.
Afin de mettre ces phénomenes en évidence, les réponses photoinduites des composés Kéto,
encapsulés dans des liposomes, ainsi que les interactions entre ces deux constituants ont été

¢tudiées. L impact du confinement de ces molécules a notamment été mis en avant.
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11.2. Photoisomérisation des composés Kéto

Afin d’¢étudier I’influence du confinement sur les réactions d’isomérisation des composés
Kéto, des solutions liposomales contenant chacune 10% molaire de photoswitch moléculaires
ont été irradiées a 375 nm puis a 300 nm. Ces expériences ont été réalisées dans les mémes
conditions opératoires, notamment de puissance d’irradiation (28 et 350 mW, respectivement),
que précedemment. Comme dans le cas des photoisomérisations en solvant organique,
I’évolution de I’absorption sous irradiation a été enregistrée en fonction du temps. Cela
permettra de déterminer les paramétres cinétiques des deux réactions (isomérisations directe et

inverse) pour chaque compose.

La premicre observation effectuée, au cours du suivi temporel de 1’absorption des réactions
d’isomérisation directe, E—Z, de 1’ensemble des composés, est le ralentissement de ces
derniéres di au confinement des MI dans des liposomes. Alors que I’EPS1 en solvant organique
est obtenu en quelques minutes, celui en milieu confiné est atteint en plusieurs heures. De plus,
les constantes de vitesse des réactions de photoisomérisation directe chutent de 27-103 s et
42-107 st pour les composés 40 et 56, respectivement, dans le chloroforme, a 0,2-10° s et

2,8-:102 s en milieu liposomal (Tableau V. 4, Entrées 1 et 4).

Il est intéressant de noter que les constantes de vitesse de photoisomérisation directe en
milieu confiné varient en fonction de la structure des composés. Plus la molécule présente un
caractére amphiphile et plus la cinétique de la réaction d’isomérisation E—Z est rapide. En
effet, les constantes de vitesse de photoisomérisation directe augmentent de 0,2-107 s pour la
molécule 40 4 2,8-107 s pour 58, en passant par 0,7-10° s lors de ’ajout d’une chaine grasse
a 12 atomes de carbone (composé 41), et par 1,5-10° s en fonctionnalisant le groupement
hydroxyle par un bras PEG (composé 57) (Tableau IV. 4, Entrées 2 et 3). Ceci est en accord
avec les résultats théoriques portant sur le positionnement et les interactions des molécules

amphiphiles avec les lipides dans les membranes.

Tableau IV. 4. Constantes de vitesse de photoisomérisation directe des composés Kéto en milieu liposomal et
variations de la taille des liposomes avant et aprés irradiation & 375 nm

Entrée Composé k375,103 (s1) Taille avantirr. (nm) Taille aprés irr. (nm)

1 40 0,2 165 95
2 41 0,7 120 90
3 55 1,5 87 82
4 56 2,8 68 79
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Au cours d’une irradiation prolongée a 375 nm, deux phénomeénes participent a la
diminution de I’absorption totale de la solution liposomale contenant le composé 40 (Figure
IV. 12). Alors que le premier correspond a I’isomérisation des photoswitches moléculaires
(Figure 1V. 12-B, courbe bleue), le second est attribué a la libération lente de 1’isomére Z dans
I’eau. En effet, I’absorption totale de la solution continue de diminuer d’une maniére qui
rappelle un effet de dilution, jusqu’a atteindre un plateau apres plusieurs jours (Figures V. 12-
Acet V. 12-B, courbe rouge). La constante de vitesse de ’expulsion de I’isomére Z est évaluée
40,01-103 s%, ce qui est cohérent avec la formation d’un état métastable. De plus, la taille des
liposomes diminue fortement sous irradiation, de 165 a 95 nm (Tableau IV. 4, Entrée 1). Toutes
ces observations sont en accord avec les résultats théoriques portant sur I’expulsion de I’isomeére

Z, mais aussi de la formation d’un milieu moins encombrant entre les photoswitches et les

lipides.
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Figure 1V. 12. Evolution des spectres d'absorption du composé 40 de I'El & I'EPS1 sous irradiation & 375 nm (28
mW) en liposomes (A) et variation correspondante de I'absorbance a 375 nm en fonction du temps (B)
Afin de justifier ’attribution du premier phénomene a I’isomérisation des composés Kéto,

la méme expérience a été réalisée avec une puissance d’irradiation beaucoup plus élevée (1,5

W). L’EPS| est atteint en quelques dizaines de minutes, sans expulsion notable du photoswitch.

Cette derniére se produit bien plus tard (Figure IV. 13-A).
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Figure 1V. 13. Variation de I'absorbance a 375 nm au cours de la photoisomérisation directe des composés Kéto
encapsulés dans des liposomes sous irradiation & 375 nm : composé 40 (1,5 W) (A) et composés 41, 55 et 56
sous (28 mw) (B)

Bien que ces deux phénomeénes n’apparaissent pas clairement sur les cinétiques de
photoisomérisation directe des composes 41, 55 et 56, les variations de taille des liposomes
avant et aprés irradiation a 375 nm (Tableau IV. 4, Entrées 2 a 4) ainsi que 1’évolution des
spectres UV-Vis laissent supposer leur coexistence (Figure 1V. 13-B). En effet, ces derniers
présentent les mémes tendances que celui du composé 40 avec notamment les mémes rappels
de I’effet de dilution. De plus, les tailles de particules évoluent de 120, 87 et 67 nm pour 41, 55
et 56, respectivement, a 90, 82 et 79 nm. Les valeurs obtenues apres irradiation sont trés proches
de la taille des liposomes vides. Du fait de ces résultats similaires, il semblerait que les quatre
composés étudiés présentent le méme comportement sous irradiation dans une bicouche

lipidique.

11.3. Photothermie des composés Malo

Les réponses photoinduites des composés Malo, s’exprimant sous forme de production de
chaleur, ont, elles aussi, été étudiées afin de démontrer 1’influence du confinement sur leur
efficacité. Tout comme lors des études en solvants organiques, les solutions liposomales
contenant 10% molaire de composés Malo ont été irradiées a 470 nm pendant 300 s et leur
température a été enregistrée afin de déterminer I’efficacité de conversion photothermique et la

résistance a la fatigue de chaque composé.
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Figure V. 14. Evolution de la température des solutions liposomales contenant 10% molaire de composés Malo
au cours d’un cycle on/off d'irradiation a 470 nm (0.68 W.cm™ (A) et 1,36 W.cm (B))

Comme le présente la figure 1V. 14, la production de chaleur est similaire pour 1’ensemble
des composes, avec des températures maximales allant de 34 a 36°C. Ceci peut étre expliqué
par la présence de groupements donneurs, issus de la méme famille, sur les composés ce qui
leur procurent des absorbances du méme ordre de grandeur (Figure V. 7). Contrairement aux
expériences en milieu libre, I’augmentation de la production de chaleur se fait de fagcon non
proportionnelle par rapport a ’irradiance du laser. En effet, I’élévation de température de la
solution liposomale contenant le composé 50 est évaluée a 10 et 14°C, pour des irradiances
respectives de 0,68 et 1,36 W.cm™. Cette tendance est également observée pour les autres
composés. Enfin, les températures maximales obtenues sont bien plus faibles que celles en
milieu libre (DMSO) pour une concentration et une irradiance données. En effet, le composé
50 présente une concentration de 43 uM (calculée a I’aide de I’EE) ce qui peut étre comparé a
I’expérience ou ce dernier est solubilisé dans le DMSO a hauteur de 40uM. Dans le premier
cas, I’¢élévation de température est évaluée a 10°C, alors que dans le second, elle est de 25°C.
Ce résultat démontre I’influence du confinement qui limite la rotation de certains groupements

du compose et par conséquent, la production de chaleur.

Les efficacités de conversion photothermique des composés Malo en liposomes ont été
déterminées a deux irradiances différentes (0,68 et 1,36 W.cm). Les valeurs sont présentées
dans le tableau IV. 5.
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Tableau IV. 5. Efficacité de conversion photothermique des composés Malo en liposomes en fonction de
I'irradiance du laser (0,68 et 1,36 W.cm)

Irradiance hS n

Entrée Composé '\ oy AT Tiax — Tsurr (°C) 75 () (MW-CY) (%)

1 50 0,68 0,556 10,2 243,2 3,44 8
1,36 0.556 15,1 229,1 3,65 14
5 51 0,68 0,593 9,8 215 3,89 9
1,36 0,593 15 264,7 3,16 12
3 57 0,68 0,495 11,2 215,6 3,88 12
1,36 0,495 16,7 240,3 3,48 16
4 58 0,68 0.488 10,9 209,5 3,99 20
1,36 0,488 13,4 276,2 3,03 21

Aux vues de ces résultats, et contrairement a ceux obtenus en solution, 1’efficacité de
conversion photothermique augmente avec I’irradiance. De plus, il apparait que plus la
molécule présente un caractere amphiphile plus son efficacité de conversion photothermique
est élevée, et ce, pour les deux irradiances utilisées. En effet, alors que les efficacités du
composé 50 sont évaluées a 8 et 14% pour des irradiances de 0,68 et 1,36 W-cm (Tableau IV.
5, Entrée 1), respectivement, celles du composé 58 sont d’environ 20-21% pour les mémes
irradiances (Tableau IV. 5, Entrée 4). Tout comme les températures maximales atteintes, les
valeurs d’efficacité de conversion photothermique obtenues en liposomes sont inférieures a
celles obtenues précédemment dans le DMSO, démontrant par conséquent, I’influence de

I’encombrement du milieu.

Les températures maximales des solutions sous irradiation étant proches de la température
de transition de phase du DPPC, qui est de 41°C, les comportements et caractéristiques des
liposomes au cours de plusieurs cycles d’irradiation on/off a 470 nm semblent particulierement
intéressants. Ces derniers ont également été utilisés afin de déterminer I’impact du confinement
sur la résistance a la fatigue photothermique des composés Malo. Enfin, afin d’exclure
I’instabilité¢ des membranes sous irradiation, les mémes analyses ont été réalisées sur la solution

de liposomes vides.

Pour étudier la résistance a la fatigue photothermique, les solutions liposomales contenant
10% molaire de composés Malo ont été irradiées pendant 300 s & 470 nm (1,36 W-cm?) et une
mesure d’absorption est réalisée entre chaque cycle, le tout sur 5 cycles. Les résultats sont
strictement différents de ceux obtenus en milieu libre dans le DMSO. En effet, les composés

Malo, en liposomes, présentent une forte instabilité puisque 1’¢lévation de température lors du
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premier cycle est de 14°C alors que celle obtenue lors du dernier cycle n’est plus que de 4°C,

avec une perte de 7°C lors du premier cycle (Figure 1V. 15-A). Les spectres UV-Vis révelent

une forte modification chimique des composés internalisés puisque I’intensité d’absorption a

470 nm diminue, apres le premier et le second cycle d’irradiation, de plus de 80% et 90%,

respectivement (Figure 1V. 15-B). De plus, la bande d’absorption maximale est déplacée de

manicre hypsochrome, de 420 a 370 nm. Ces résultats sont similaires pour I’ensemble des

composes Malo (Figures IV. 15-C et 1V. 15-D). Ceci peut étre expliqué par la dégradation

photochimique du groupement malonitrile en milieu aqueux en diamide ou en diacide,

groupements attracteurs plus faibles que le malonitrile.
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Figure V. 15. Résistance photothermique de la solution liposomale contenant 10% molaire de composé 50 sur 5
cycles on/off d’irradiation & 470 nm (1,36 W.cm™) (A). Spectres d’absorption de cette méme solution contenant
le composé 50 entre chaque cycle d’irradiation (B). Variations d’élévation de température des solutions de
liposomes contenant les composés Malo et vides sur 5 cycles on/off d’irradiation a 470 nm (1,36 W.cm™) (C).

Variations d’absorption a 470 nm des mémes solutions entre chaque cycle d’irradiation (D)
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La détermination de la variation de tailles des liposomes en fonction des cycles
photothermiques a été réalisee sur des volumes de 200 pL de solution liposomale. Ces derniéres
ont été irradiées entre une et cinq fois, puis diluées dans 800 pL d’eau déionisée. Enfin, ces
solutions ont été analysées par DLS afin d’obtenir la taille des particules. Comme le présente
la figure IV. 16, les liposomes, contenant le composé 50, diminuent fortement en taille plus le
nombre de cycle augmente. En effet, ils varient de 165 nm initialement a environ 110-120 nm
apres le premier cycle d’irradiation. Les tailles n’évoluent plus par la suite. Enfin, des résultats
identiques sont observés pour les autres composés Malo alors que la taille des liposomes vides
n'évolue pas, quel que soit le nombre de cycle photothermique. Ces observations peuvent étre
expliquées par I’expulsion, en dehors de la membrane, des composes insolubles dans la phase

aqueuse.
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Figure 1V. 16. Evolution de la taille des liposomes contenant 10% molaire de composes Malo en fonction du
nombre de cycle d'irradiation

L’ensemble de ces résultats permet de démontrer I’influence de la réponse photoinduite
des composés Malo, s’exprimant par la production de chaleur, sur la fluidité membranaire.
Alors que le confinement de la molécule dans un liposome affaiblit 1’efficacité¢ de conversion
photothermique, celle-ci s’avére étre suffisante pour fluidifier les membranes aux vues de la
diminution de la taille des particules. Par conséquent, ces molécules sont de bons candidats
pour des applications en thérapie. Par la suite, I’impact de la photothermie sur des monocouches

de Langmuir sera étudié.
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I11. Etudes des réponses photoinduites sur des films de Langmuir

I11.1.Généralites sur les films de Langmuir

De par leur nature amphiphile, les phospholipides peuvent s’organiser en bicouches
lipidiques, mais il est également possible de les voir s’organiser en monocouches aux interfaces.
Lorsqu’il s’agit de celle entre ’air et I’eau, les films formés sont appelés films de Langmuir.
Dans cette configuration, les queues hydrophobes sont dirigées vers I’air tandis que les tétes
polaires hydrophiles sont immergées dans la phase aqueuse. Afin d’étudier, en compression,
les différents états physiques des lipides (gaz, liquide expanse, liquide condensé ou solide)

constituant le film, une méthode communément employée est la balance de Langmuir.

111.1.1. Monocouche de Langmuir

D’une maniére générale, les films de Langmuir sont obtenus apres épandage d’une solution
de molécules amphiphiles, solubilisées dans un solvant organique, volatil et non miscible a

I’eau, a I’interface air/eau et évaporation de ce dernier. Il peut s’agir du chloroforme ou du THF.

La présence de ces molécules amphiphiles a la surface de I’eau modifie sa tension
superficielle, c’est pourquoi il est intéressant de suivre son évolution. Pour se faire, une balance
de Langmuir, composée d’une cuve en Téflon® surmontée de deux barriéres limitant la surface
d’¢étalement des lipides aux dimensions formées par les bords de la cuve, ainsi qu’une électro-
balance reliée a une lame de platine ou de papier (plague de Wilhelmy) sont utilisées. La lame
est partiellement immergée dans la solution aqueuse entre les deux barriéres pendant la

compression (Figure 1V. 17).

Sous D’effet de la compression induite par la fermeture des barrieres, les molécules
amphiphiles s’organisent de plus en plus, diminuant, par la méme occasion, 1’aire disponible
par molecule et la tension superficielle de I’ecau. A I’inverse, la pression de surface, définit
comme la différence entre la tension superficielle du liquide pur (yo) et celle du liquide

recouvert par un film monomoléculaire (y) (Equation 3), augmente au cours de la compression.
IH=y,—vy (Equation 3)

De cette maniere, la pression de surface (/7) peut étre suivie en fonction de I’aire
moléculaire moyenne (A ou AMM) occupée par un phospholipide a I’interface air/eau. Enfin,

cette évolution est représentée a 1’aide d’une isotherme de compression (77-A).
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Figure 1V. 17. Principe de la compression des films de Langmuir (schéma extrait de la thése de T-J. Robin,
2014)%°

111.1.2.  Compressibilité d’une monocouche

Comme présenté précédemment, les lipides constituant la monocouche passent par
différents états physiques au cours de la compression. Afin de déterminer la nature de ces états,
le module de compressibilité C; 1 est évalué a partir de ’isotherme de compression selon
I’équation 4 :

1 _ (01 . .
Cs' = A(aA)T (Equation 4)

avec A, l’aire moléculaire moyenne donnée a une pression de surface /7 et a une

température T.

Le module de compressibilité dépeint la capacité de déformation de la monocouche. En
effet, plus cette valeur est élevée, plus le film est rigide, et inversement. La valeur maximale de

C; ! correspond a I’empilement le plus compact des molécules dans la monocouche.
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Plusieurs facteurs peuvent modifiés le comportement d’un lipide au sein d’une
monocouche : ses propriétés physicochimiques, la température du milieu et la composition de
la phase aqueuse. En effet, plusieurs exemples référencés dans la littérature relatent I’existence
de différents états physiques lipidiques en fonction de la longueur des chaines carbonées, du
nombre d’insaturations portées par ces dernieres et des forces cohésives/répulsives existantes
entre les tétes polaires.*****2 Par exemple, a une interface air/eau a 20°C, le DSPC,
phospholipide portant deux chaines saturées, présente un module de compressibilité plus éleve
(330 mN-m™) que le SOPC et le DOPC (100 mN-m* dans les deux cas), de par I’introduction
d’une ou deux insaturations, respectivement. Par conséquent, les insaturations des chaines

alkyles induisent la diminution de I’empilement moléculaire ainsi que de la rigidité du film.

111.1.3. Détermination des phases lipidiques

Les différents états physiques de la monocouche lipidiques sont mis en évidence par les
isothermes de compression (Figure IV. 18). Toutefois, tous les lipides ne passent pas
nécessairement par 1’ensemble de ces états. En effet, contrairement au DOPC, le DPPC et le

DMPC présentent une phase ondulatoire (ou ripple phase).
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Figure V. 18. Schématisation d'une isotherme de compression de molécules amphiphiles a une interface
air/eau, d’aprés Kagener et al., 1999,%2 avec G : Gaz ; LE : Liquide Expansé ; LC : Liquide Condensé ; S :
Solide
Dans la phase gaz (G), les molécules sont éloignées et n’exercent aucune force les unes sur

les autres. Par conséquent, I’AMM est tres €levée alors que les valeurs de pression de surface

et de module de compressibilité sont nulles.
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L’initialisation de la compression entraine la diminution de 1’aire par molécule, un début
d’organisation des molécules amphiphiles ainsi que 1’augmentation de la pression de surface.
Les chaines carbonées des lipides se redressent et commencent & interagir entre elles, méme si
elles restent trés désorganisées. L’ensemble de ces caractéristiques définit la phase liquide

expansé (LE), au cours de laquelle C;1 est compris entre 50 et 100 mN-m™,

En poursuivant la compression du film, la phase liquide expansé évolue en une phase
appelée phase liquide condensé (LC). Cette derniere est caractérisée par des chaines alkyles
organisées de manicre parallele entre elles et obliques par rapport a I’interface, mais également
par un arrangement compact des tétes polaires. De plus, les valeurs de module de

compressibilité sont supérieures a 100 mN-m™,

La derniere phase représentée sur la figure ci-dessus est la phase solide (S), définie par un

fort empilement moléculaires et des valeurs de C;* supérieures a 250 mN-m™,

Enfin, une compression supplémentaire du film entraine 1I’effondrement de la monocouche
(communément appelé collapse), phase totalement désorganisée conduisant a la formation

d’agrégats. Une fois le collapse atteint, le module de compressibilité chute.

Cependant, il arrive que deux phases coexistent en méme temps indépendamment de la
température et de la nature du lipide. C’est le cas, par exemple, des phases G/LE et LE/LC, au
cours desquelles la pression de surface reste constante alors que ’aire par molécule moyenne

diminue, d’ou I’apparition de plateaux sur I’isotherme de compression.

I11.1.4. Effet de la température sur une monocouche

Comme présenté précédemment, la température est un facteur pouvant modifier le
comportement d’un lipide dans une monocouche. Par conséquent, certains états physiques et
certaines phases de I’isotherme de compression peuvent ne pas exister. C’est le cas, par
exemple, pour le DPPC, dont les isothermes ont été tracées pour des températures comprises
entre 10 et 30°C.** Sur la figure 1V. 19, la pression de surface, correspondant a la transition de
phase LE-LC, augmente avec la température entrainant la diminution de la largeur, puis la
disparition, du plateau. Ce phénomene est également observé chez certains acides gras comme

I’acide myristique.**®
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Figure 1V. 19. Isothermes d'un film de DPPC a différentes températures, extrait de Toimil et al., 2010.4%
Courbe 1, 30°C ; courbe 2, 25°C ; courbe 3, 20°C ; courbe 4, 15°C ; courbe 5, 10°C

111.2.Photoisomérisation des composés Kéto

La photoisomérisation des composés Kéto a été étudiée sur les films de Langmuir tout
comme elle 1’a été sur les liposomes. Plus précisément, un suivi de la variation de pression de
surface du film de Langmuir a été réalisé afin de définir I’influence de chaque composé sur la
perturbation de la fluidité membranaire. Toutefois, il a tout d’abord été question d’établir une
relation entre le ratio DPPC/composé Kéto et la variation d’aire moyenne par molécule, la
pression de surface ainsi que le module compressibilité obtenues a 1’aide des isothermes de

compression 77-A pour chaque isomere.

111.2.1. Etudes de mélanges DPPC/40 en proportions variées

Pour établir la relation présentée précedemment, difféerents mélanges de DPPC et de chaque
isomere du composé 40 ont été réalisés, épandus et les films correspondants ont été obtenus a
25°C. Enfin, leur compression a permis d’obtenir les isothermes recherchés. Le protocole est
décrit dans la partie « Matériel et méthodes » a la fin de ce manuscrit. Cependant, avant
d’étudier les différents mélanges, il a tout d’abord été nécessaire de caracteriser le

comportement de chaque constituant séparément les uns des autres, a 25 et a 37°C.

Tout d’abord, le comportement interfacial du DPPC et des isoméres E et Z du composé 40

ont été examinés au travers des isothermes de compression 77-A (Figure 1V. 20).
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Le DPPC pur présente un comportement similaire a celui qui est décrit dans la littérature
(Figure IV. 20-A). En effet, & 25°C, le DPPC est en phase gaz (/7= 0 mN-m™) pour des aires
moyennes par molécule supérieures & 100 A2-molécule™. En poursuivant la compression du
film, la pression de surface augmente pour atteindre un plateau a 10 mN-m, caractéristique de
la transition de la phase liquide a la phase condensee (LE-LC). Cette derniére intervient a des
valeurs d’aires moyennes par molécule comprises entre 75 et 60 A2-molécule™ et atteint un
module de compressibilité maximal de I’ordre de 12 mN-m™. Avant le collapse, le film de
DPPC présente un état liquide condensg, caractérisé par un module de compressibilité de I’ordre
de 205 mN-m™*. Enfin, le collapse a lieu & une pression de 52,1 mN-m™ et une AMM de 42,1
Az.molécule’. A I’inverse, le comportement de ce méme film a 37°C est totalement différent
(Figure 1V. 20-B). En effet, la phase gaz intervient a une AMM comprise entre 110 et 115
Az.moléculet. Méme si la transition LE-LC intervient toujours & des valeurs d’aires moyennes
par molécule comprises entre 75 et 60 A2-molécule™, le plateau caractéristique de cette
transition n’est plus observé. Lors de cette transition, la pression de surface évolue de 15 a 35
mN-m™. La phase LC est, quant a elle, caractérisée par un module de compressibilité de 95
mN-m alors que le collapse intervient & une pression de 51,0 mN-m™ et une AMM de 44,4
Az.molécule™.
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Figure IV. 20. Isothermes de compression 77-A et module de compressibilité des films de composés purs
(DPPC, 40-E et 40-Z) ainsi que de mélanges binaires DPPC/40-E 9:1 et DPPC/40-Z 9:1 en fonction de la
température: 25°C (A) et 37°C (B)

Comme prévu, les films formés de chaque isomeére du composé 40 pur sont moins stables

que pour le DPPC. En effet, a 25°C, les pressions de surface mesurees sont de 34,3 et 31,0
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mN-m™ pour les isoméres E et Z, respectivement (Figure V. 20-A). De plus, les modules de
compressibilité, estimés a 82 et 55 mN-m™, respectivement, indiquent a la fois la présence d’un
¢tat expansé mais également que 1’isomeére Z est plus désordonné dans le film. Ceci peut étre
expliqueé par la forme plus compacte et moins plane de cet isomere ainsi qu’a 1’orientation des
groupements hydroxyle et butoxy du méme coté de la molécule, diminuant par conséquent
I’accessibilité a I’eau du groupement hydroxyle. Enfin, on peut noter que ces deux isomeres
présentent des comportements similaires a 25 et 37°C, aux vues des valeurs présentées dans le
tableau ci-dessous (Figure 1V. 20-B et Tableau IV. 6).

Afin d’étudier I’impact de chaque isomere sur un film de DPPC, la premiére expérience a
porté sur la caractérisation de films de Langmuir formés par des mélanges DPPC/40 9:1 a 25°C
et a 37°C. Les isothermes de compression présentent la méme allure que celles du DPPC pur.
A 25°C, les valeurs d’AMM a I’effondrement du film sont évaluées a 38,8 et 38,2 A2:molécule”
Hors de I'utilisation des isoméres E et Z, respectivement. De plus, les pressions de surface sont
de 1’ordre de 53 mN-m™ pour les deux isoméres alors que des valeurs maximales de modules
de compressibilité de 177 et 208 mN-m™ pour E et Z, respectivement, sont mesurées. Ces
résultats démontrent une fluidification plus importante du film quand le DPPC est mélangé a
10% molaire de photoswitch E que lorsqu’il est pur ou en mélange avec I’isomére Z (Figure
IV. 20-A et Tableau IV. 6). Au contraire, a 37°C, les isothermes des deux mélanges se
superposent jusqu’a I’effondrement du film, caractérisé par une AMM de 39 A2-molécule™ et
une pression de surface comprise entre 52,1 et 54,5 mN-m™. De plus, a cette température, 1’ajout
de photoswitch 40 semble rigidifier la membrane puisque les modules de compressibilités
maximaux sont de 113 et 109 mN-m™ pour les mélanges binaires composés de E et Z,
respectivement (Figure 1V. 20-B et Tableau IV. 6).

Tableau IV. 6. Evolution de I'aire moyenne par molécule (AMM) et de la pression de surface (7) lors de

I'effondrement du film ainsi que du module de compressibilité (C; 1) en fonction de la composition a 25°C et
37°C

. AMM (A2.molécule)* T (MN-m-1)*  Cs?!max (mN-m*
Composition ( ) ( ) > ( )

25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
DPPC 42,1 44,4 52,1 51,0 205 95
40-E 31,4 31,3 34,3 31,2 82 90
40-Z 24,2 22,4 31,0 30,7 55 49
DPPC/40-E 9:1 38,8 39,0 53,1 54,5 177 113
DPPC/40-Z 9:1 38,2 38,9 52,9 52,1 208 109

* Valeurs obtenues lors de I’effondrement du film.
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Puisque les deux mélanges, composés de seulement 10% molaire de photoswitch, se
comportent sensiblement de la méme maniere, aucune influence significative n’a pu étre

observée. Par conséquent, I’étude de mélanges enrichis en photoswitch a été réalisée a 25°C.

Les mélanges binaires DPPC/40 présentent differents profils en fonction de la fraction
molaire de photoswitch. En effet, pour un pourcentage molaire de 40 inférieur a 40%, les
isothermes de compression sont similaires a celui du DPPC pur, et ce, quel que soit 1’isomére
étudié (Figures IV. 21-A et IV. 21-B). Il est intéressant de noter 1’augmentation de la pression
de surface du plateau LE/LC ainsi que la diminution de 1’aire moléculaire moyenne au collapse
lorsque le pourcentage de 40 augmente. Les valeurs expérimentales d’AMM a 20 mN-m*
s’aveérent étre légérement inférieures aux théoriques, ce qui permet de mettre en avant les
interactions attractives entre le photoswitch et le DPPC (Figure V. 22-A). De plus, pour cette
gamme de pourcentage de photoswitch, 1I’énergie de Gibbs AG, calculée a partir des isothermes
II-A des mélanges binaires en utilisant I’équation 5, est comprise entre 0 et -3 kJ.mol™, ce qui

met en avant la miscibilité des lipides dans un état expansé (Figure V. 22-B).
AG = fOH[A12 — (2141 + x,45)]dIl (Equation 5)

ou Az est I’aire moléculaire moyenne dans la monocouche du mélange binaire (DPPC/40)
a une pression de surface donnée, A1 et A, sont les aires moléculaires moyennes du DPPC pur
et du composé 40, respectivement, a la méme pression de surface, et x1 et x> sont les fractions
molaires du DPPC pur et de 40, respectivement, dans le film. Ici, le modéle thermodynamique

appliqué aux monocouches est extrapolé a partir du modele en « bulk ».

Dans ce travail, AG est définie comme un exces d’énergie relative par rapport a 1’énergie

additive des composants présents dans le film, selon I’équation 6 :
AG = G — (x,G1 + x,G,) (Equation 6)

Par conséquent, les valeurs de AG dans la monocouche peuvent étre positives ou négatives.
Cela n’est pas le cas en « bulk », ou la valeur de AG est toujours négative pour des composants

miscibles et égale a zéro pour un systéme non miscible.

Au contraire, lorsque 40 est présent a plus de 40% molaire dans le mélange, deux collapses
peuvent étre observés a des pressions de surface de I’ordre de 30-32 et 50-54 mN-m7,
correspondent a celles obtenues dans le cas des composés purs. Enfin, bien que I’écart entre les

valeurs d’AMM expérimentales et théoriques soit plus important, les deux isomeres ne
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présentent pas le méme comportement lorsqu’ils sont incorporés dans la monocouche. En effet,
I’augmentation de la fraction molaire de I’isomere E conduit & la formation de domaines riches
en photoswitch non miscibles avec le DPPC, alors que I'isomére Z maintient sa miscibilité a

des fractions molaires élevees, a I'exception de X40 = 90%.
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Figure 1V. 21. Isothermes de compression 77-A de films de DPPC comportant différents pourcentages molaires
de 40-E (A) et de 40-Z (B) épandu a 25°C
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Figure 1V. 22. Aire moyenne par molécule (A) et analyses thermodynamiques (B) des films de mélanges
binaires DPPC/40 a 25°C et a 17 = 20 mN.m en fonction du pourcentage molaire de photoswitch dans le
mélange. Les lignes en pointillés représentent les valeurs théoriques du mélange idéal

La derniere étude réalisée porte sur I’influence du pourcentage molaire de composé 40 sur
le module de compressibilité C;* a 20 mN.m™ a 25°C. La figure IV. 23 met en avant la forte
dépendance qu’il existe entre ces deux termes. En effet, il apparait que C; ! diminue de maniére
importante et proportionnellement a lI'augmentation de la fraction molaire, lorsque celle-ci est

inférieure ou égale 0,4, et ce, quel que soit I'isomére mélangé au DPPC. Toutefois, des
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tendances inverses ont été observées pour des fractions molaires supérieures a 0,4 ol C;?t
augmente avec le pourcentage molaire de photoswitch. Enfin, 1’utilisation de I’isomére Z
entraine une fluidification plus importante de la membrane de DPPC. En effet, pour une fraction
molaire donnée, le module de compressibilité est systématiquement plus faible pour une
monocouche composée de DPPC/40-Z que de DPPC/40-E. L’ensemble des valeurs pour les
mélanges binaires reste cependant plus faible que celles obtenues pour une monocouche de

DPPC pur, confirmant ainsi la fluidification globale.

100
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Figure V. 23. Evolution des modules de compressibilité & 25°C et & 77 = 20 mN.m* en fonction du pourcentage
molaire de chaque isomére du composé 40

Les mémes expériences n’ont malheureusement pas pu étre réalisées a 37°C a cause d’un

probléme de répétabilité. L’influence de chaque isomere sur un film de DPPC (ratio

DPPC/photoswitch 9:1) a tout de méme été étudiée pour les autres composés isomérisables.

Les différences de comportement entre ces molécules seront mises en avant.

111.2.2. Etudes de mélanges DPPC/autres composés Kéto 9:1

Les autres composés Kéto ont été étudiés de maniére identique a la molécule 40. Pour cela,
différents mélanges de DPPC et de chaque isomere des composés 41, 55 et 56 ont été réalisés,
épandus et les films correspondants ont été obtenus a 25°C, apres évaporation du chloroforme.
Enfin, leur compression a conduit aux isothermes recherchés. Cependant, avant d’étudier les

differents mélanges, le comportement de chaque constituant, pris séparément, a été caractérisé
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au travers d’un film de Langmuir, a 25 (Figures IV. 24-A, C et E) et a 37°C (Figures V. 24-B,
D et F).

Tout d’abord, pour une température et une composition donnée, les isothermes de
compression 77-A des différents composés isomérisables présentent les mémes tendances. En
effet, a 25°C, les films obtenus a partir de chaque isomeére de I’ensemble des composés Kéto

s’averent €tre moins stables que ceux issus du DPPC seul.

L’isomere constituant le film qui présente 1’aire moléculaire maximale a son collapse n’est
pas toujours le méme et varie en fonction de la longueur de la chaine carbonée portée par le
photoswitch. En effet, les valeurs d’AMM obtenues pour les films formés du composé 41 pur,
molécule portant une chaine lipophile & 12 atomes de carbone, sont de 28,9 et 33,1 A2-molécule’
L pour les isoméres E et Z de 41, respectivement (Figure IV. 24-A). La méme tendance est
observée pour le composé 56 avec des AMM au collapse de 38,5 et 41,7 A2-molécule™* pour les
isomeres E et Z, respectivement (Figure 1V. 24-E). Au contraire, I’isomére E des photoswitches
moléculaires portant une chaine a 4 atomes de carbone, comme les composés 40 et 55, est
1I’élément qui constitue les films monoconstituants présentant les AMM maximales au collapse.
En effet, les valeurs obtenues pour 55 sont de I’ordre de 35,6 A2-molécule™* pour I’isomére E,
contre 28,1 A2-molécule™® pour le Z (Figure IV. 24-C). Ces tendances générales sont également
observées & 37°C, avec des AMM au collapse de 30,4 et 32,8 A2-molécule™ pour les isoméres

E et Z du composé 41, respectivement (Figure 1V. 24-B).

A 25°C, la pression de surface maximale a I’effondrement des films est observée pour
I’isomére E de chaque photoswitch. Par exemple, pour le composé 41, les pressions de surface
mesurées sont de 42,4 et 38,4 mN-m pour les isoméres E et Z, respectivement. Les mémes
résultats sont obtenus a 37°C avec des valeurs de 41,4 et 38,8 mN-m (Figure IV. 24-A et B).

Enfin, quelle que soit la température, les modules de compressibilité maximaux démontrent
la méme dépendance a la longueur de la chaine carbonée que I’AMM a I’effondrement. En
effet, quand la chaine lipophile est longue (ici, 12 carbones), les valeurs maximales de C;* sont
obtenues lors de I’utilisation des isomeres Z. Inversement, les isomeres E présentent les
modules de compressibilité les plus élevés lorsque la molécule porte une chaine carbonée courte
(ici, 4 atomes de carbones). Par exemple, a 25°C, les valeurs du composé 41 sont estimées a
116 et 125 mN-m, pour les isoméres E et Z, respectivement, et indiquent la présence d’un état
condenseé (Figure IV. 24-A). Au contraire, les modules de compressibilité pour la molécule 55

sont évaluées a 26 et 23 mN-m™, pour les isoméres E et Z, respectivement (Figure 1V. 24-C).
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La méme tendance est observée a 37°C, avec des valeurs maximales de C; de 98 et 127 mN-m’
! pour 41 (Figure 1V. 24-B).

L’analyse des isothermes de compression /7-A des mélanges binaires DPPC/composé
isomérisable a permis de mettre en avant des résultats similaires a ceux présentés précédemment
dans le cas du mélange DPPC/40. En effet, quelle que soit la température, ces isothermes sont
semblables a celle obtenue pour le film de DPPC pur, a I’exception du composé 56 a 25°C
(Figure IV. 24-E). Dans ce cas, I’absence de plateau caractéristique de la transition de phase
LE-LC a une pression de surface de 10 mN-m™ est mise en avant. De plus, deux effondrements
peuvent étre observés a des pressions de surface de 1’ordre de 42-45 et 53-58 mN-m?,

correspondent a celles obtenues dans le cas des composés purs.

A 25°C, la compression du film est plus importante lorsque le DPPC est mélangé a 10%
de photoswitch que lorsqu’il est pur. En effet, dans le cas du composé 41, les modules de
compressibilités sont évalués a 170 mN-m™ pour les deux isoméres. De plus, les valeurs
d’AMM et de pression de surface a I’effondrement du film sont de 40,2 et 40,1 A2.molécule?
ainsi que de 52,6 et 53,4 mN-m™ pour E et Z, respectivement (Figure 1V. 24-A).

Au contraire, a 37°C et pour une molécule donnée, les isothermes des deux mélanges se
superposent presque totalement jusqu’au collapse du film. Ce dernier est caractérisé par une
AMM de 42,8 et 42,5 A2-molécule, un module de compressibilité évalué a 74 et 81 mN-m™
et une pression de surface comprise entre 45,2 et 46,5 mN-m™, pour les isoméres E et Z du
composé 41. Ceci permet de démontrer la fluidification plus importante du film lorsque 41 est

utilisé. Des résultats similaires sont obtenus pour les autres composes.
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Figure 1V. 24. Isothermes de compression 77-A des films de composés purs (DPPC, photoswitches E et Z) ainsi
que de mélanges binaires DPPC/photoswitch (E ou Z) 9:1 avec pour composés isomérisables les molécules 41
(A, B), 55 (C, D) et 56 (E, F) en fonction de la température: 25°C (A, C et E) et 37°C (B, D et F)
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Apres avoir réalisé des premieres observations sur I’influence de chaque isomere et de
chaque composé sur les propriétés physicochimiques d’un film de DPPC, il est maintenant

intéressant d’étudier le comportement de ce méme film sous irradiation in situ.

111.2.3.  Variation de la pression de surface du film sous irradiation

Des études de comportement, et plus particulierement de perturbation de la fluidité
membranaire, ont été¢ réalisées sous irradiation a 375 nm, a 1’aide de films composés des
differents mélanges binaires DPPC/composé Kéto E 9:1 a 25°C et a 37°C. Dans une volonté
d’irradier un film présentant une AMM identique aux deux températures, mais également de ne
pas se placer dans la transition de phase LE-LC, les films ont été comprimés a des pressions de
surface de 20 et 35 mN-m pour des températures de 25°C et 37°C, respectivement. Dans tous
les cas, TAMM a été évaluée a 50 Az-molécule? et la surface des films a été maintenue
constante pendant toute la durée de I’expérience. Les monocouches comprimées ont été
irradiées de maniére séquentielle sur des temps variant de 100 & 200 secondes ou bien
conservées dans 1’obscurité. Enfin, 1’évolution de la pression de surface, mesurée tout au long
de I’expérience, nous a permis de mettre en avant I’impact de la photoisomérisation des

isomeres E sur la structure du film de Langmuir.

La figure IV. 25 présente I’évolution de pression de surfaces a 25°C des films précédents
sous irradiation a 375 nm. Il apparait que tous les composés Kéto n’influent pas de la méme
maniere sur la structure de la monocouche. En effet, la molécule 40 présente un caractére
général fluidisant, tout comme les deux amphiphiles 55 et 56. Au contraire, le composé 41

entraine uniquement 1’élévation de pression de surface du film sous irradiation.

Plus précisément, apres 1’arrét des barrieres, la pression de surface du film obtenu a I’aide
du mélange binaire DPPC/40 9:1 diminue de 20 & 18,7 mN-m™ dans I’obscurité, ce qui permet
de confirmer la fluidification de la monocouche observée précédemment (Figure IV. 25-A).
Pendant la premiére irradiation, la pression augmente légérement jusqu’a 18,9 mN-m™ a la suite
de la formation de I’isomére Z qui comprime la monocouche lipidique. Apres un retour a
I’obscurité, une nouvelle diminution de la pression de surface est observée, allant jusqu’a des
valeurs de 18,5 mN-m™. Contrairement & la premiére irradiation, la seconde entraine la
fluidification de la membrane puisque la pression diminue a nouveau, atteignant des valeurs de
17,9 mN-m. Ceci peut étre expliqué soit par une expulsion de I’isomére Z de la monocouche,
soit par un meilleur positionnement de I’isomére a la surface. Cependant et de maniere

intéressante, la diminution de la pression de surface est plus importante sous irradiation que
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dans l'obscurité. Les mémes résultats ont été observés au cours du troisieme cycle
d'irradiation/obscurité. Ceci conduit a une diminution globale de la tension de surface, de plus
de 3 mN-m* apres trois irradiations, alors que la diminution globale ne s'éléve qu'a 2 mN-m*
dans I'obscurité sans aucune irradiation. Une tentative d'inverser les effets de la
photoisomérisation a été réalisée sous irradiation a 300 nm, sans succes, probablement en raison
de la lente expulsion de I'isomére Z, ce dernier ne pouvant rentrer dans la partie lipophile de la
membrane, comme le montrent les résultats théoriques.
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Figure 1V. 25. Evolution temporelle de la pression de surface de films formés a l'aide de mélanges binaires
DDPC/composes Kéto E sous irradiation a 375 nm (ligne noire) et sans irradiation (ligne rouge) a 25°C apres
arrét de la compression a 20 mN.m%. Les irradiations sont réalisées sur les périodes 550-650 s, 800-1000 s et

1200-1400 s. Les composés Kéto étudiés sont : 40 (A), 41 (B), 55 (C) et 56 (D).
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Contrairement au composé 40, I’isomérisation de 41 induit ’augmentation de la pression
de surface du film (Figure IV. 25-B). Plus précisément, aprés I’arrét des barriéres, la pression
de surface de la monocouche obtenue a 1’aide du mélange binaire DPPC/41 9:1 diminue
légérement dans I’obscurité (de 20 a 19,6 mN-m™), ce qui confirme la fluidification de la
monocouche observée précédemment. Pendant la premiere irradiation, la pression augmente
rapidement jusqu’a 20,1 mN-m™ & la suite de la formation de I’isomére Z qui comprime la
monocouche lipidique. Aprés le retour a I’obscurité, la pression de surface reste quasiment
constante. Tout comme la premiére irradiation, la seconde induit de nouveau 1’¢lévation de la
pression de surface, atteignant des valeurs de 20,4 mN-m™. Les mémes résultats ont été
observés au cours du troisieme cycle d'irradiation/obscurité. Ceci conduit & une augmentation
globale de la tension de surface d’environ 0,5 mN-m™ aprés trois irradiations, alors que
I’absence d’irradiation voit la pression diminuer de 1 mN-m™. On peut également noter que ces
résultats vont a I’encontre de ceux obtenus dans les liposomes. Enfin, tout comme pour le

composé 40, la photoisomérisation retour sous irradiation a 300 nm n’a pas abouti.

L’¢tude de la variation de pression de surface de films de Langmuir issus de mélanges
binaires DPPC/55 ou 56 9:1 en fonction de la photoisomérisation des composés amphiphiles
conduit aux mémes observations (Figures 1V. 25-C et IV. 25-D). La pression de surface des
monocouches diminue dans 1I’obscurité (de 20 a 18,2 ou 19,4 mN-m™, pour les composés 55 et
56, respectivement), mais également au cours de la premiére irradiation (diminution d’environ
0,5 mN-m™ pour chaque composé). Ce phénoméne est engendré par la formation de 1’isomére
Z qui comprime la monocouche lipidique puis par I’expulsion de ce dernier en dehors de la
membrane. Aprés un retour dans le noir, la pression de surface reste quasiment constante et la
seconde irradiation n’induit qu’une faible diminution de la pression de surface, atteignant des
valeurs de 17,4 et 18,7 mN-m™, pour les composés 55 et 56, respectivement. Les mémes
résultats ont été observés durant le troisieme cycle d'irradiation/obscurité. Une diminution
globale de la tension de surface d’environ 2,6 et 1,6 mN-m™ aprés trois irradiations des
composes 55 et 56, respectivement, alors que 1’absence d’irradiation voit la pression diminuer
de 1-1,5 mN-m. Une fois de plus, la photoisomérisation retour des composés amphiphiles sous

irradiation a 300 nm n’a pas abouti.

Les mémes expériences ont été réalisées a 37°C et les résultats obtenus se sont montrés
particulierement différents de ceux observés a 25°C. En effet, seule la photoisomérisation des
composés portant des chaines carbonées longues induit des perturbations au niveau de la

pression de surface des films. L hypothése que ce phénomeéne serait lié a 1’état dans lequel se
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trouve le DPPC a été émise. En effet, la température de transition de phase gel-fluide du DPPC
est de 41°C. En se placant a 37°C, le DPPC se retrouve dans une phase appelée phase
d’ondulation, ou ripple phase, caractérisée par un mélange de lipides en phase fluide et en phase
gel (Figure 1V. 26).

Pré transition Flidse T
d’ondulation n

Phase gel Phase fluide

Figure V. 26. Différentes phases du DPPC en fonction de la température

Les composés 40 et 55 présentent des tailles similaires aux chaines grasses portées par le
DPPC. En effet, les photoswitches précédents comportent 18 liaisons entre 1’atome d’oxygene,
constituant le groupement phénol ou tenant le bras PEG, et I’extrémité de la chaine aliphatique
de 4 atomes de carbone. Quant a lui, le DPPC en présente 17, situées entre 1’atome d’oxygene
du glycérol portant la chaine grasse et I’extrémité de cette derniere. Mémes si les isomeres Z
comportent toujours 18 liaisons, ils ne sont plus linéaires et I’extrémité de la chaine carbonée
se retrouve plus prés du milieu aqueux. Par conséquent, il est possible que les chaines grasses
fluides du DPPC épousent la forme des isoméres Z, inhibant par conséquent I’influence de la
photoisomérisation et immobilisant le composé. Au contraire, les isoméres E des composés 41
et 56 sont bien plus longs, avec 26 liaisons. Quel que soit I’isomére, 1I’extrémité de la chaine
grasse est plus éloignée de I’interface que celle du DPPC. De ce fait, il est possible d’imaginer
que ces photoswitches ont plus de poids afin de compresser les lipides, d’ou les observations

réalisées.

L’irradiation a 375 nm des films de Langmuir, formés a partir de mélanges binaires
DPPC/41 ou 56 9:1 et placés a 37°C, conduit a des résultats de variation de pression de surface
et a des comportements moléculaires similaires (Figures IV. 27-A et IV. 27-B). Tout d’abord,

la diminution de la pression de surface dans I’obscurité est observée, avec des valeurs évoluant
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de 35 & 34,5 ou 34,2 mN-m™, pour les composés 41 et 56, respectivement. La premiére
irradiation entraine la formation de I’isomére Z qui comprime la monocouche lipidique,
provoquant une diminution plus marquée de la pression de surface. Elle apparait d’autant plus
prononcée que la molécule présente un caractére amphiphile fort. Aprés un retour dans le noir,
la pression de surface reste quasiment constante, alors que la seconde irradiation induit une
diminution de la pression de surface d’environ 0,3 mN-m™, atteignant des valeurs de 34,1 et
33,2 mN-m™, pour les composés 41 et 56, respectivement. Enfin, la méme tendance est
observée au cours du troisiéme cycle d’irradiation/obscurité pour la molécule 41, alors
qu’aucune variation de la pression de surface n'a été relevée pour le photoswitch 56. Par
conséquent, une diminution globale de la tension de surface d’environ 1,5 et 2-2,5 mN-m
apres trois irradiations des composés 55 et 56, respectivement, a été observee alors que
I’absence d’irradiation voit la pression diminuer de 1-1,5 mN-m. Tout comme & 25°C, aucune

photoisomérisation retour sous irradiation a 300 nm n’a pu étre démontrée.
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Figure IV. 27. Evolution temporelle de la pression de surface de films formés a I'aide de mélanges binaires
DDPC/41-E 9:1 (A) et DDPC/56-E 9:1 (B) sous irradiation a 375 nm (ligne noire) et sans irradiation (ligne
rouge) a 37°C aprés arrét de la compression a 35 mN.mL, Les irradiations sont réalisées sur les périodes 550-650
s, 800-1000 s et 1200-1400 s

111.3.Photothermie des composés Malo

Comme cela a pu étre présenté lors des études sur des liposomes, 1’élévation de la
température est un moyen efficace de perturber la structure et la fluidité d’une membrane. Par
conséquent, les réponses photoinduites des composés Malo sur d’autres modéles membranaires,

tels que les monocouches de Langmuir, ont été caracterisées. Cette étude mettra notamment en
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avant I’influence du grand volume d’eau sur lequel le film est formé, contrairement aux 200 pL
utilisés lors des irradiations en milieu fluide (DMSO) ou liposomale. En effet, la chaleur
pourrait se dissiper dans I’eau, ce qui limiterait I’efficacité d’action des composés Malo. Avant
cela, des films préparés a 1’aide de mélanges binaires DPPC/composé Malo 9:1 ont été étudiés
a différentes températures. L’influence des composés Malo sur la variation d’AMM, de

pression de surface ainsi que de module de compressibilité a été explorée.

Tout d’abord, différents mélanges de DPPC et de chaque composé Malo ont été réalisés,
épandus et les films correspondants ont été obtenus a 25°C et 37°C. Leur compression a conduit
a I’obtention des isothermes 77-A (Figure IV. 28). Les films de composé Malo purs n’ont pu
étre réalisés ni analysés. En effet, apres évaporation du chloroforme utilisé comme solvant lors
de la préparation des films, et aux vues de 1’hydrophobicité accrue des composés Malo, des
plaques de produit, visibles a 1’ceil nu, se sont formées a la surface de I’eau, rendant toute

formation de film et toute répétabilité expérimentale impossible.
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Figure 1V. 28. Isothermes de compression 77-A et modules de compressibilité des films de DPPC ainsi que de

mélanges binaires DPPC/composé Malo 9:1 en fonction de la température: 25°C (A) et 37°C (B)
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Tableau IV. 7. Evolution de I'aire moyenne par molécule (AMM) et de la pression de surface (I7) lors de
I'effondrement du film ainsi que du module de compressibilité (C;1) en fonction de la composition, & 25°C et

37°C

Composition AMM (A2-molécule)* I (mN-m?1)*  Cs!tmax (mN-m?)

25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C

DPPC 42,1 444 52,1 51,0 205 95

DPPC/50 9:1 ‘ 42,7 41,6 52,5 51,5 282 193
DPPC/519:1 ‘ 41,9 42,1 47,1 50,7 193 173
DPPC/57 9:1 ‘ 43,7 45,1 47,2 46,3 183 106
DPPC/58 9:1 447 44,3 49,2 48,9 252 165

* Valeurs obtenues au collapse.

La figure V. 28 présente les isothermes de compression des différents mélanges étudiés
en fonction de la température. Tout d’abord, une forte similarité est observée entre les
isothermes du DPPC et celles des mélanges. De plus, le type de téte polaire semble influencer
la structure et les caractéristiques de ces monocouches. En effet, a 25°C et 37°C, les isothermes
des composés 50 et 51 d’une part, et celles des molécules amphiphiles 57 et 58 d’autre part, se
superposent. La transition de phase G-LE intervient a des AMM de I’ordre de 110 et 120
A2.molécule™ pour les molécules non-amphiphiles et amphiphiles, respectivement. Les valeurs
d’aire moyenne par molécule et de pression de surface a 1’effondrement des films ne semble
pas variées en fonction du composé Malo présent dans le film et de la température (Tableau IV.
7). En effet, & 25°C, les AMM sont comprises entre 41,9 et 44,7 A2-molécule™* alors que les
pressions de surface oscillent entre 47,1 et 52,5 mN-m™ pour les composés 51 et 50,
respectivement. Les mémes tendances sont observées a 37°C. Enfin, a 25°C, les molécules 50
et 58 semblent rigidifier la membrane, a I’inverse des deux autres composés. En effet, les
modules de compressibilité des films obtenus a partir de 50 et 58 sont supérieurs a ceux du
DPPC pur (282 et 252 mN-m™, respectivement, vs 205 mN-m). Au contraire, a 37°C, tous les
composés Malo provoquent I’augmentation de la rigidité des films. Par conséquent, les irradier
pourrait entrainer I’inhibition de cet effet au profit de la fluidification membranaire par

augmentation de la température au sein de la monocouche.

Pour se faire, les films devraient étre irradiés & 470 nm, dans les mémes conditions
opératoires que lors de 1’étude de I’influence de la photoisomérisation des composés Kéto sur
la fluidit¢ membranaire. L’¢lévation de température de la surface irradiée sera également
mesurée. Toutefois, la complexité de la mise en place des expériences ne nous a pas permis de

les réaliser jusqu’a maintenant.
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IVV. Conclusion

Au cours de ce chapitre, il a pu étre démontreé que les réponses photoinduites des composés
Kéto et Malo, caractérisées par une isomérisation et une production de chaleur, respectivement,
étaient des solutions prometteuses afin de perturber de la fluidité de membranes modeéles, telles

que les liposomes ou les films de Langmuir.

Tout d’abord, une méthode d’internalisation efficace, basée sur 1’évaporation, I’hydratation
a chaud (60°C) et la sonication, d’un mélange de DPPC, DSPE-PEG(2000) et de molécules
d’intéréts a été mise en place. Des analyses de spectroscopie UV-Vis ont permis de montrer
I’augmentation linéaire de 1’absorption en fonction du pourcentage molaire de composés Kéto
présents dans le mélange, de 2,5 a 20%, alors qu’une rupture de la linéarité a pu étre observée
au-dela de 10% pour les composés Malo. Des mesures de tailles des liposomes, réalisées par
DLS, ont permis de mettre en avant une relation entre les tailles de particules, le pourcentage
molaire des MI et leur structure. En effet, les liposomes voient leurs tailles augmenter de
maniere linéaire en fonction du pourcentage molaire de composés Malo. A 'inverse, plus la
molécule Kéto présente un caractére amphiphile, plus la taille des particules diminue. De plus,
cette derniere n'évolue plus lorsque les composés 40 et 41 sont présents a plus de 10% molaire
dans le mélange initial. Enfin, ces particules ont présenté une stabilité importante au cours du
temps, aux vues de I’évolution négligeable de leur taille. Les efficacités et les taux
d’encapsulation de I’ensemble des composés ont été évalués a 60-90% et 2-20%,

respectivement.

Ensuite, les réponses photoinduites des deux classes de composés ont été étudiées sur les
deux modeéles de membrane cité précédemment. Un modele moléculaire a permis de
caractériser la stabilité du composé 40 dans les membranes ainsi que ses aptitudes a y pénétrer.
Alors que I’isomére E semble bien plus stable dans le domaine lipophile de la bicouche
lipidique, I’isomére Z est expulsé de celle-ci. Des études cinétiques ont démontré le
ralentissement des réactions de photoisomérisations directe E—Z lorsque les composés Kéto
sont internalisés dans les liposomes. Toutefois, les cinétiques semblent d’autant plus rapides
que le compose est amphiphile. De plus, deux phénomeénes intéressants ont eté relevés. Le
premier est 1’obtention de particules présentant des tailles semblables a celles des liposomes
vides (85 nm) apres irradiation & 375 nm et obtention de I’état photostationnaire EPS1. Le
second est la non-observation de réactions de photoisomérisation retour, Z—E, pour ’ensemble

des composés Kéto. Sur la base de ces deux résultats, I’hypothése que I’isomére Z est expulsé
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en dehors des membranes a été émise. Les réponses photoinduites des composes Malo se sont,
elles aussi, retrouvées limitées a la suite de I’encapsulation de ces derniers dans des liposomes.
En effet, les températures maximales atteintes sont plus faibles que celles obtenues dans le
DMSO (35-40°C vs 50-80°C, en fonction de I’irradiance utilisée), tout comme les efficacités
de conversion photothermique, évaluées entre 8 et 20%. L’¢lévation de température semble
également modifier la structure de la membrane. En effet, apres un premier cycle de chauffe,
I’absorbance a 470 nm et la taille des particules diminuent respectivement de 80 et 25%. Apres
5 cycles d’irradiation, les particules présentent des tailles bien plus faibles qu’initialement. De
plus, seule une élévation de température de 4°C a été observée au cinquieme cycle pour
I’ensemble des composés alors que celle au premier étaient de 1’ordre de 14-18°C, démontrant

la faible résistance photothermique des composés Malo au sein des liposomes.

La perturbation de la fluidité membranaire a également été démontrée sur des films de
Langmuir. Toutefois, la variation de pourcentage molaire de composé 40 n’impacte pas de la
méme maniére la monocouche. En effet, lorsque les fractions molaires augmentent de 0 a 0,4,
la fluidité¢ de la membrane augmente, a ’inverse des fractions comprises entre 0,4 et 1. Les
deux isomeres semblent fluidifier la membrane de DPPC. Toutefois, cette fluidification est
supérieure avec 1’isomére Z. Enfin, lorsque les films obtenus a 1’aide de mélange binaires
DPPC/composé Kéto E sont irradiés a 25°C, la pression de surface diminue au cours de chaque
irradiation pour les composés 40, 55 et 56, démontrant la fluidification de la membrane et
I’expulsion des isoméres Z en dehors de la membrane. Seul le composé 41 engendre la
compression du film. A 37°C, seuls les composés portant des chaines grasses longues (ici, 12
carbones) fluidifient la membrane. Afin d’étudier I’influence d’une élévation thermique sur la
perturbation de la fluidit¢ membranaire, ’irradiation a 470 nm des films comportant les

composés Malo devra étre réalisée.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

e nombre de nouveaux cas de cancer et de maladies auto-immunes est en constante

augmentation depuis plusieurs dizaines d’années. Bien que la chimiothérapie, la radiothérapie
et la chirurgie restent a ce jour les plus utilisées en thérapie, elles présentent de nombreux effets
secondaires et de nombreuses limites. Pour pallier ces probléemes, la recherche et le
développement de nouvelles thérapies ciblées basées sur I’utilisation de la lumiére ont vu le
jour, comme |’activation mécanique photoinduite au sein des membranes entrainant des
dommages cellulaires. Cette derniére repose sur 1’utilisation de composes photoisomérisables,
pouvant étre d’origine naturelle, comme la cyclocurcumine. Toutefois, cette molécule ne
présente que des taux d’isomérisation modérés sous irradiation UV monophotonique et qu’une
faible section efficace d’absorption a deux photons. Par conséquent, induire son isomérisation
a ’aide d’irradiation a des longueurs d’onde dans la fenétre thérapeutique, pourtant plus

appropriées pour des applications in vivo, peut s’avérer complexe.

Dans ce contexte, 1’objectif général de ces travaux de these porte sur la synthése
d’analogues biomimétiques de la cyclocurcumine et I’étude de leurs réponses photoinduites, en
solution et en milieu confiné dans des membranes modeles. Cet objectif général est divisé en
plusieurs sous-objectifs, développés dans ce mémoire. Le premier s’intéresse a la mise en place
d’une voie de synthése conduisant aux analogues pyrone de la cyclocurcumine envisagés,
portant différents groupements donneurs (hydroxyle, éther et amine) et accepteurs (oxo et
malonitrile). Le deuxiéme s’articule autour de la détermination des propriétés
physicochimiques et I’évaluation de 1’efficacité des réponses photoinduites de ces composés en
solution, afin de les comparer a celle de la cyclocurcumine. Enfin, le troisieme porte sur la
caractérisation des réponses photoinduites de ces composés en milieu confiné, sur des

membranes modeéles, et de leur influence dans la perturbation de la fluidité membranaire.

Ainsi, apres la réalisation d’un mode¢le théorique démontrant I’augmentation de la section
efficace a deux photons des analogues envisagés par rapport a la CC, de par I’ajout de la double
liaison au sein du noyau pyrone, une voie de synthese conduisant a leur obtention a été mise en
place. Tout d’abord, le motif pyrone, commun a I’ensemble des composés, a été obtenu avec

un rendement global de 52% en 7 étapes via la cyclisation d’une diynone en milieu acide, elle-
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méme synthétisée de manicere linéaire en partant d’un composé naturel, le guaiacol. Ensuite,
une réaction d’aldolisation/crotonisation en milieu basique entre le motif pyrone et des dérivés
de la vanilline, portant différents groupements donneurs, s’est avérée étre 1’élément clé de la
formation de la double liaison éthylénique isomeérisable. Ceci a conduit aux composés Kéto,
obtenus majoritairement sous leur forme E. La modification de groupement accepteur a été
réalisée au travers d’une réaction de Knoevenagel, en milieu acide, entre le malonitrile et les
composés Keto, le tout conduisant a la famille de composes Malo. Enfin, la fonctionnalisation
de ces composés par un bras PEG a permis 1’obtention de molécules amphiphiles. Des essais
de greffage des composés Kéto et Malo sur un lysolipide ont également été réalisés, a ce jour

sans Succes.

Ensuite, les propriétés physicochimiques et 1’efficacité des réponses photoinduites de ces
composés ont été étudiées en solution. Tout d’abord, les caractéres donneurs et accepteurs plus
prononcés des différents groupements ont permis de déplacer les longueurs d’ondes
d’absorption et démission de maniére bathochrome. A I’inverse, 1’introduction d’un bras PEG
n’a pas impacté ces propriétés. Aux vues des faibles rendements quantiques de fluorescence de
I’ensemble de ces composés, leur désexcitation n’a pu avoir lieu que par le biais d’autres
processus : I’isomérisation de la double liaison éthylénique ou la production de chaleur.
Ensuite, I’efficacité des réactions de photoisomérisation des composés Kéto a été étudiée en
solution. Elle est caractérisée par des taux de conversions élevés, 1’absence globale
d’isomérisation thermique et de dégradation, une excellente résistance a la fatigue et des
rendements quantiques de photoisomérisation un peu plus faibles que ceux de composés
similaires, tels que les stilbénes. De ce fait, I’efficacité de photoisomérisation des composés
Kéto a été considérée comme plus importante que celle de la CC. Enfin, I’irradiation des
composés Malo n’a révélé aucune isomérisation mais plutdt une production de chaleur
importante, comme il a pu 1’étre démontré a 1’aide d’une étude théorique. Cette élévation de
température a montré une forte dépendance a la structure du composeé et au caractére donneur
du groupement porté. Avec des efficacités de conversion photothermique comprises entre 25 et
50% et une résistance photothermique élevée, les composés Malo sont considérés comme de

meilleurs agents photothermiques que le DCM commercial.

Finalement, les réponses photoinduites de ces composés ont été étudiées en milieu confiné,
dans des liposomes et des films de Langmuir. La formation des liposomes et I’encapsulation
des composés sont basées sur 1’hydratation a chaud et la sonication d’un film lipidique mince,

obtenu apres évaporation d’un mélange de DPPC, DSPE-PEG(2000) et de molécules d’intéréts.
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De plus, les caractéristiques structurelles et physicochimiques des particules, telles que la taille,
I’efficacité et le taux d’encapsulation, présentent une forte dépendance au pourcentage molaire
et a la famille des molécules encapsulées. L’encapsulation et le confinement des composés Kéto
dans des liposomes ont ralenti les vitesses des réactions de photoisomérisation, méme si celles-
ci semblent d’autant plus élevées que le caractére amphiphile de la molécule est prononcé. De
plus, I’isomérisation de ces composés a provoqué 1’expulsion des isomeres Z, moins stables
dans les parties lipophiles du liposome. Ce phénomene a pu étre démontré par un modele
moléculaire, une diminution de la taille des particules et I’absence de photoisomérisation retour.
Les réponses photoinduites des composés Malo ont également été limitées par le confinement
des molécules. En effet, les élévations de température des solutions sont plus faibles que celles
observées dans le DMSO, tout comme les efficacités de conversion photothermique et les
résistances photothermiques. Comme nous avons pu l’observer, les deux isomeéres des
composés Kéto semblent fluidifier la membrane de DPPC, méme si la fluidification maximale
est observée lorsque l'isomére Z est considéré. Cela est d’autant plus marqué lors de
I’irradiation in situ des films de Langmuir obtenus a 1’aide de mélanges de DPPC et de
composés Kéto. En effet, la pression de surface du film diminue plus fortement sous irradiation,

ce qui laisse supposer, une nouvelle fois, I’expulsion de I’isomére Z de la membrane.

A court terme, les perspectives de ce projet sont multiples. Tout d’abord, des analyses par
microscopie de fluorescence pourraient permettre de visualiser concretement les modifications
structurelles de la membrane lors de I’irradiation des différents composés. De plus, 1’étude de
la perturbation de la fluidit¢ membranaire, a 1’aide de films de Langmuir, sous irradiation des
composés Malo est envisagée, tout comme celle du flux transmembranaire de matiére apres
photoisomérisation des molécules Kéto. Enfin, la mise au point de la synthése de différents
photolipides devra étre effectuée. A plus long terme, les efficacités de photoisomérisation et de
conversion photothermique de I’ensemble des composés seront étudiées sous irradiation a deux

photons.
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I. General information

All reactions were carried out under argon atmosphere. The different commercial reagents
and solvents (Acros, Alfa Aeasar, Avanti Polar Lipids, Fisher Scientific, Merck, and Sigma
Aldrich) were used without preliminary purification. Dichloromethane and acetonitrile were
distilled on CaH, and some others anhydrous solvents (THF, toluene and MeOH) were
collected after a purification on the solvent purifier (MBRAUN, MB-SPS-800). Thin layer
chromatography (TLC) analyses were performed using standard procedures on Kieselgel
60F254 plates (Merck, Kenilworth, NJ, USA).

Compounds were visualized using UV light (254 nm), and alternatively, potassium
permanganate aqueous solution was used. Column chromatography was performed on silica
gel SI 60 (63-200 pm) (Merck).

Melting points (M.p.) were determined with a Tottoli apparatus and are uncorrected. FTIR
spectra were recorded on an apparatus Shimadzu IRAffinity-1, ATR PIKE Technologies model
GladiATR (cm™). Mass and high-resolution mass spectrometry spectra were recorded on a
microTOFQ (Bruker) ESI/QqTOF apparatus and MALDI spectra on a Bruker Ultraflex
apparatus. UV absorption spectra was recorded with UV-Visible-NIR : LAMBDA 1050
(PERKIN ELMER ) apparatus. Fluorescence spectra was recorded with FLUOROLOG 3
(HORIBA- JOBIN YVON) spectrofluorometer.

'H and 3C NMR spectra were recorded at 300K on an Avance |11 400 Bruker BBFO probe
or Avance |11 400 Bruker TBI probe (400 MHz and 100.6 MHz, respectively). For complete
assignment of *H and 3C signals, two-dimensional *H, *H COSY and H, 13C correlation
spectra were recorded. Chemical shifts (8) are given in parts per million (ppm) relative to the
solvent residual peak. The following abbreviations are used for multiplicity of NMR signals: s
=singlet, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, qt= quintuplet, h=hexuplet, m = multiplet, br
= broad signal and app = apparent multiplicity. The given J values refer to apparent

multiplicities and do not represent the true coupling constants.
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Il. Preparation and physico-chemical characterization of
compounds

When compounds are already described in literature, their structures are simply confirmed
by *H NMR.

I1.1. Preparation of 2-aryl-y-pyrone 16

11.L1.1. Pathway A

4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxybenzaldehyde (4)*"

C14H2,03Si

O/
\sl' M.W.: 266.41 g.mol™*
_Si
I o %/ Rr= 0.44 (Cyclohexane/EtOAC: 95/5)
e
Yield: 98% as a yellowish oil

Vanillin (5.00 g, 32.89 mmol) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) (0.13 g, 1.07 mmol,
3.3 mol%) were combined and dissolved in 100 mL of distilled dichloromethane (DCM) in a
clean, dry 250 mL round bottom flask (r.b.f). With continuous flow of dry argon gas flushing
into the r.b.f., triethylamine (NEts) (7.0 mL, 50.50 mmol, 1.54 eq.) were added to the solution
and the mixture was cooled to 0°C using an ice/water bath. The tert-butyldimethylsilyl chloride
(7.42 g, 49.22 mmol, 1.50 eqg.) was weighed and added to the reaction mixture portion-wise.
Once the addition was completed, the flask was sealed, cooling bath removed and the mixture
allowed to stir overnight at room temperature (CCM, SiO,, Cyclohexane/EtOAc 95:5). The
reaction mixture was quenched by 50 mL of cold brine and the organic phase was separated.
The aqueous phase was further extracted with DCM (3x50 mL). The combined organic phases
were washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na;SOs, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (5%) in
cyclohexane afforded the title compound 4 as a yellowish oil (8.58 g, 98%).
'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.83 (s, 1H; CHO), 7.39 (d, Jun = 1.8 Hz, 1H; Ar-H), 7.35
(dd, Jux=8.0, 1.9 Hz, 1H; Ar-H), 6.95 (d, Ju,x= 8.0 Hz, 1H; Ar-H), 3.85 (s, 3H; OCHj3), 0.99
(s, 9H; SiC(CHa)3), 0.18 (s, 6H; Si(CHz3)2). The analyzes are agree with the literature.
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3-methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde (5)*"2

C10H1204

OA@ M.W.: 196.20 g.mol .

AN~

o © R¢= 0.42 (Cyclohexane/EtOAc: 7/3)
Yield: 99% as a yellowish solid

To astirred solution of vanillin (4.58 g, 30.15 mmol) in DCM (120 mL) at 0°C were added
DIPEA (10.5 mL, 60.31 mmol, 2.0 eg.) and MOM chloride (3.0 mL, 39.52 mmol, 1.3 eq.).
Once the addition was completed, the flask was sealed, cooling bath removed and the mixture
allowed to stir one hour at room temperature (CCM, SiO., Cyclohexane/EtOAc 7:3). The
reaction mixture was quenched with saturated aqueous NH4CI (50 mL) and the organic phase
was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x50 mL). The combined
organic phases were washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over
Na2SOg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with
EtOAc (20 to 50%) in cyclohexane afforded the title compound 5 as a yellowish solid (5.83 g,
99%).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.89 (s, 1H; CHO), 7.44 (m, 2H; Ar-H), 7.30 (d, Jux= 8.7
Hz, 1H; Ar-H), 5.35 (s, 2H, OCH-0), 3.97 (s, 3H; OCHy3), 3.55 (s, 3H; CH2OCHp3). The analyzes

are consistent with the literature.

4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxyphenol (9)

Brl Br CoH3sBr20;

M.W.: 307.97 g.mol™

Rf= 0.38 (Cyclohexane/EtOAc: 85/15)
Yield: 99% as a yellow oil

To a stirred solution of vanillin (2.05 g, 13.44 mmol) and CBr4 (8.95 g, 26.98 mmol, 2.0
eq.) in dry DCM (40 mL) at 0°C was added PPhz (14.21 g, 54.19 mmol, 4.0 eq.) fractionally
and the mixture was stirred 3h at 0°C (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 85:15). The reaction
mixture was quenched with water (30 mL) and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (3x30 mL). The combined organic phases were washed

with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL) then dried over Na,SOs, filtered, and evaporated
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under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (15%) in cyclohexane
afforded the title compound 9 as a yellow oil (4.12 g, 99%).

IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.39 (s, 1H; Ar-CH), 7.19 (d, Jun = 1.8 Hz, 1H; Ar-H), 7.04
(dd, Jux=8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-H), 6.91 (d, Ju,x= 8.2 Hz, 1H; Ar-H), 5.85 (s, 1H; OH), 3.89 (s,
3H; OCHz3). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 146.3 (Cs), 146.2 (Cs), 136.6 (C2), 127.5 (Cs),
122.8 (Cs), 114.4 (C7), 110.6 (C4), 87.2 (C1), 56.1 (Co). ESI-HRMS [M+Na]* m/z = 328.8784
(calculated for CoHgBr.NaO.: 328,8783).

Tert-butyl(4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxyphenoxy)dimethylsilane (10)

C15H22Br20:Si

M.W.: 422.23 g.mol™

Rf= 0.39 (Cyclohexane/EtOAc: 98/2)
Yield: 84% as a yellow oil

To astirred solution of 4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-3-methoxybenzaldehyde 4 (2.02 g,
7.57 mmol) and CBrs (5.12 g, 15.44 mmol, 2.0 eqg.) in dry DCM (40 mL) at 0°C was added
PPhs (8.36 g, 31.89 mmol, 4.2 eq.) fractionally and the mixture was stirred 3h at 0°C (CCM,
SiO2, Cyclohexane/EtOAc 98:2). The reaction mixture was quenched with water (30 mL) and
the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x30
mL). The combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL)
then dried over Na,SQg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
silica gel with EtOAc (2%) in cyclohexane afforded the title compound 10 as a yellow oil (2.68
g, 84%). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.40 (s, 1H; Ar-CH), 7.17 (d, Jun = 1.8 Hz, 1H; Ar-
H), 7.01 (dd, Jun = 8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-H), 6.82 (d, Jun = 8.2 Hz, 1H; Ar-H), 3.81 (s, 3H;
OCHs3), 1.00 (s, 9H; SiC(CHs)3), 0.17 (s, 6H; Si(CHz3)2). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): § =
150.7 (Cs), 145.8 (Cs), 136.7 (C2), 128.9 (Cs), 122.1 (Cs), 120.8 (Cy), 112.2 (C4), 87.2 (C1),
55.6 (Co), 25.8 (C11), 18.6 (C12), -4.5 (C10). ESI-HRMS [M+Na]" m/z = 442.9650 (calculated
for C1sH22BraNaO,Si: 442.9648).
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4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxy-1-(methoxymethoxy)benzene (11)

Br Br C11H12Br203

M.W.: 352.02 g.mol™

Rf= 0.29 (Cyclohexane/EtOAc: 95/5)
Yield: 75% as a yellow oil

To a stirred solution of 3-methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde 5 (0.50g, 2.56

mmol) and CBrs4 (1.72 g, 5.19 mmol, 2.0 eq.) in dry DCM (50 mL) at 0°C was added PPhs (2.71
g, 10.33 mmol, 4.0 eq.) fractionally and the mixture was stirred 3h at 0°C (CCM, SiO,
Cyclohexane/EtOAc 95:5). The reaction mixture was quenched with water (30 mL) and the
organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x30 mL).
The combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL) then
dried over Na>SOs, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica
gel with EtOAc (2%) in cyclohexane afforded the title compound 11 as a yellow oil (0.68 g,
75%).
IH NMR (CDCl3,400 MHz): 6 = 7.41 (s, 1H; Ar-CH), 7.19 (d, Ju1 = 1.3 Hz, 1H; Ar-H), 7.06
(d, JnH=8.4 Hz, 1H; Ar-H), 7.04 (dd, Ju,n= 8.4, 1.3 Hz, 1H; Ar-H), 5.24 (s, 2H; OCH20), 3.88
(s, 3H; OCHs), 3.51 (s, 3H; OCHz3). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 149.4 (Cs), 146.9 (Ce),
136.5 (C2), 129.6 (C3), 122.0 (Cg), 115.9 (C4), 111.8 (C7), 95.4 (C10), 88.1 (C1), 56.4 (Co), 56.1
(C11). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 350.9236 (calculated for C11H13Br.0s: 350.9226); [M+Na]*
m/z = 372.9053 (calculated for C11H12Br.NaOz: 372.9045).

4-ethynyl-2-methoxyphenol (6)

1 CoHsO
N 8 9FngL?2
S 7 ) 1
3 M.W.: 148.16 g.mol
* g6 oH Ri= 0.33 (Cyclohexane/EtOAC: 85/15)
0
o Yield: 88% as a brown oil

To a stirred solution of 4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxyphenol 9 (3.00 g, 9.73 mmol) in
dry THF (100 mL) at -78°C was added n-BuLi (1.4 M in THF, 28 mL, 39.20 mmol, 4.0 eq.)
dropwise and the mixture was stirred 3h at -78°C (CCM, SiO,, Cyclohexane/EtOAc 85:15).
The reaction mixture was quenched with NH4ClI (70 mL) and the organic phase was separated.

The aqueous phase was further extracted with DCM (3x50 mL). The combined organic phases
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were washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na>SOs, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (15%) in
cyclohexane afforded the title compound 6 as a brown oil (1.27 g, 88%).

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.06 (dd, Jun = 8.2, 1.7 Hz, 1H; Ar-H), 6.98 (d, Jux= 1.6
Hz, 1H; Ar-H), 6.86 (d, Ju,n = 8.2 Hz, 1H; Ar-H), 5.83 (s, 1H; OH), 3.87 (s, 3H; OCHa), 2.99
(s, 1H; CH). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): = 146.8 (Cs), 146.3 (Cs), 126.3 (Cs), 114.6 (Cv),
114.5 (C4), 113.8 (C3), 84.0 (C2), 75.4 (Cy), 56.1 (Co). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 149.0608
(calculated for CoHoO: 149.0597); [M+Na]® m/z = 171.0418 (calculated for CgHgNaO;:
171.0417).

Tert-butyl(4-ethynyl-2-methoxyphenoxy)dimethylsilane (7)

C15H20-

]
3 | M.W.: 262.42 g.mol*
>Si
“Nseo \{f R¢=0.55 (Cyclohexane/EtOAc: 95/5)
0
s 12 Yield: 89% as an orange oil

To a stirred solution of tert-butyl(4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxyphenoxy)

dimethylsilane 10 (2.35 g, 5.57 mmol) in dry THF (50 mL) at -78°C was added n-BuL.i (1.4 M
in THF, 11 mL, 15.40 mmol, 2.8 eq.) dropwise and the mixture was stirred 3h at -78°C (CCM,
SiO2, Cyclohexane/EtOAc 95:5). The reaction mixture was quenched with NH4ClI (30 mL) and
the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x30
mL). The combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL)
then dried over Na,SQg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
silica gel with EtOAc (3%) in cyclohexane afforded the title compound 7 as an orange oil (1.30
g, 89%).
'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.00 (dd, Jun = 8.1, 1.8 Hz, 1H; Ar-H), 6.98 (d, Jun= 1.7
Hz, 1H; Ar-H), 6.78 (d, Ju,1 = 8.0 Hz, 1H; Ar-H), 3.80 (s, 3H; OCH3), 2.99 (s, 1H; CH), 0.99
(s, 9H; SiC(CHa)3), 0.16 (s, 6H; Si(CHs)2). **C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 150.8 (Cs), 146.4
(Ce), 125.6 (Cs), 121.0 (C7), 115.9 (C4), 115.2 (Cs), 84.1 (C>), 75.7 (C1), 55.6 (Co), 25.8 (C11),
18.6 (C12), -4.5 (C10). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 263.1478 (calculated for CisH230,Si:
263.1462); [M+Na]" m/z = 285.1289 (calculated for C15H22NaO,Si: 285.1281).
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4-ethynyl-2-methoxy-1-(methoxymethoxy)benzene (8)

1\\2 8 7 C11H1203
3 0 M.W.: 192.21 g.mol™
11
N~
*Ns60” o Rf= 0.32 (Cyclohexane/EtOAc: 9/1)
0
g Yield: 95% as a yellow oil

To a stirred solution of 4-(2,2-dibromovinyl)-2-methoxy-1-(methoxymethoxy)benzene 11

(150 mg, 0.43 mmol) in dry THF (30 mL) at -78°C was added n-BuLi (1.4 M in THF, 0.8 mL,
1.12 mmol, 2.6 eq.) dropwise and the mixture was stirred 3h at -78°C (CCM, SiOg,
Cyclohexane/EtOAc 9:1). The reaction mixture was quenched with NH4Cl (20 mL) and the
organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x20 mL).
The combined organic phases were washed with water (3x20 mL) and brine (3x20 mL) then
dried over Na>SOs, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica
gel with EtOAc (10%) in cyclohexane afforded the title compound 8 as a yellow oil (79 mg,
95%).
IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.09-7.05 (m, 2H; Ar-H), 7.01 (m, 1H; Ar-H), 5.23 (s, 2H;
0O-CH»-0), 3.87 (s, 3H; OCHs3), 3.50 (s, 3H; OCHsa), 3.01 (s, 1H; CH). *C NMR (CDCls, 100
MHz): 6 = 149.5 (Cs), 147.5 (Cs), 125.6 (Csg), 116.1 (C4), 116.0 (C3), 115.5 (C7), 95.5 (C1o),
83.8 (C2), 76.1 (C1), 56.4 (Cy), 56.1 (C11). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 193.0837 (calculated for
C11H1303: 193.0859); [M+Na]" m/z = 215.0687 (calculated for C11H12NaOz: 215.0679).

4-nitrobutan-2-one (12)%"

CsH7NOs3
o) M.W.: 117.10 g.mol*
)J\ANOZ Rf= 0.48 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)

Yield: 34% as a yellow oil

To a stirred solution of but-3-en-2-one (4 mL, 47.99 mmol) and NaNO; (6.86 g, 99.46
mmol, 2.1 eq.) in dry THF (50 mL) at room temperature was added AcOH (6 mL, 104.9 mmol,
2.2 eq.) dropwise and the mixture was stirred overnight at room temperature (CCM, SiOo,
Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction mixture was diluted with water (50 mL) and the organic
phase was separated. The aqueous phase was further extracted with EtOAc (3x30 mL). The

combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL) then dried
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over Na SOy, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel
with EtOAc (10 to 50%) in cyclohexane afforded the title compound 12 as a yellow oil (1.93
g, 34%).

H NMR (400 MHz, CDClz): 6 = 4.59 (t, Ju,H = 5.9 Hz, 2H; CH2-CH2-NO3), 3.07 (t, Jhn=5.9
Hz, 2H; CH2-CH2-NO3), 2.23 (s, 3H; CH3). The analyzes are agree with the literature.

2-methyl-2-(2-nitroethyl)-1,3-dioxolane (2)3’

CsH11NO4
O/_\o M.W.: 161.16 g.mol™*
NO, R¢=0.59 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)

Yield: 78% as a yellow oil

To a stirred solution of 4-nitrobutan-2-one 12 (200 mg, 1.71 mmol) and APTS.H20 (12
mg, 0.06 mmol, 0.037 eq.) in dry toluene (5 mL) at room temperature was added ethylene glycol
(2.2 mL, 21.27 mmol, 12.5 eq.) dropwise. The mixture was topped by a Dean Stark and refluxed
overnight to removing water (CCM, SiO., Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction mixture was
cooled and quenched with Na,COs (5 mL). The organic phase was separated and the aqueous
phase was further extracted with Et,O (3x5 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x5 mL) and brine (3x5 mL) then dried over Na;SOsu, filtered, and evaporated under
reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (20 to 50%) in cyclohexane
afforded the title compound 2 as a yellow oil (215 mg, 78%).

!H NMR (400 MHz, CDClg): 6=4.44 (t, Jux=7.0 Hz, 2H; CH2-CH2-NO3), 3.99-3.91 (m, 4H;
O-CH2-CH2-0), 2.44 (t, Ju,n=6.9 Hz, 2H; CH2-CH>-NO3), 1.34 (s, 3H; CH3). The analyzes are

in concordance with the literature.

11.L1.2. Pathway B

2-(prop-2-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran (17)3?

CgH1202
O M.W.: 140.18 g.mol*
/\ o O Ri=0.32 (Cyclohexane/EtOAc: 9/1)

Yield: 98% as a yellowish oil
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To astirred solution of APTS.H-0 (0.20 g, 1.05 mmol, 0.007 eq.) and DHP (16 mL, 0.175
mol, 1.1 eq.) in dry DCM (150 mL) at room temperature was added propargy! alcohol (9.5 mL,
0.161 mol) dropwise and the mixture was stirred 1h at room temperature (CCM, SiO,
Cyclohexane/EtOAc 9:1). The reaction mixture was quenched with saturated Na,COs (70 mL)
and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x50
mL). The combined organic phase was washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then
dried over Na>SQyq, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica
gel with EtOAc (10%) in cyclohexane afforded the title compound 17 as a yellowish oil (22.11
g, 98%).

'H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 4.81 (m, 1H; O-CH-0), 4.32-4.19 (m, 2H; C-CH-0), 3.87-
3.80 (m, 1H; O-CH»>-C), 3.55-3.51 (m, 1H; O-CH»>-C), 2.40 (m, 1H; CH), 1.88-1.71 (m, 2H;
CH>), 1.64-1.53 (m, 4H; CH.). The analyzes are agree with the literature.

2-(but-2-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran (18)3?

CoH1402
O M.W.: 154.21 g.mol2
/ o © Ri= 0.35 (Cyclohexane/EtOAc: 9/1)

Yield: 95% as a yellow oil

To a stirred solution of 2-(prop-2-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran 17 (11.22 g, 79.9
mmol) in dry THF (200 mL) at -50°C was added n-BuLi (1.6M in THF, 62 mL, 99.2 mmol, 1.2
eq.) dropwise and the mixture was stirred 2h at -50°C. The reaction mixture was warmed to
0°C and Mel (10 mL, 160.6 mmol, 2 eq.) was added. The dark brown solution was allowed to
warm to room temperature overnight (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 9:1). The reaction
mixture was quenched with saturated NH4Cl (80 mL) and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (3x50 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na>SOs, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (10%) in
cyclohexane afforded the title compound 18 as a yellow oil (11.69 g, 95%).

'H NMR (CDClIs, 400 MHz): § = 4.76 (t, Jun = 3.3 Hz, 1H; O-CH-0), 4.26-4.10 (m, 2H; C-
CH»-0), 3.83-3.77 (m, 1H; O-CH>-C), 3.51-3.46 (m, 1H; O-CH>-C), 1.84-1.46 (m, 9H). The

analyzes are agree with the literature.
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But-2-yn-1-ol (19)32
C4HeO
M.W.: 70.09 g.mol*
/OH
Rf=0.30 (Pentane/Et.O: 6/4)
Yield: 99% as a yellow oil

To a stirred solution of 2-(but-2-yn-1-yloxy)tetrahydro-2H-pyran 18 (6.46 g, 41.9 mmol)
in dry MeOH (50 mL) at room temperature was added APTS.H20 (1.00 g, 5.26 mmol, 0.126
eq.) and the mixture was stirred overnight at room temperature (CCM, SiO2, Pentane/Et,0 6:4).
The reaction mixture was quenched with saturated Na2COsz (10 mL) and the organic phase was
separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (3x20 mL). The combined
organic phases were washed with water (3x20 mL) and brine (3x20 mL) then dried over
Na2SOg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with
Et,O (40%) in pentane afforded the title compound 19 as a yellow oil (2.90 g, 99%).
!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 4.20 (s, 2H; CHy), 2.08-1.99 (m, 1H; OH), 1.83 (t, Jun=2.3
Hz, 3H; CHs). The analyzes are consistent with the literature.

But-2-ynal (3)%?

C:H40

M.W.: 68.08 g.mol*
Rf=0.32 (Pentane/Et.O: 8/2)
Yield: 65% as a yellow oil

AN
J

To a stirred solution of but-2-yn-1-ol 18 (1.01 g, 14.43 mmol) in dry DCM (50 mL) at
room temperature was added MnO- (3.00 g, 34.51 mmol, 2.4 eq.) and the mixture was stirred
overnight at room temperature (CCM, SiO2, Pentane/Et,O 8:2). The reaction mixture was
filtered on a celite pad and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel
with Et20 (20 to 30%) in pentane afforded the title compound 3 as a yellow oil (0,64 g, 65%).
'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.15 (s, 1H; CH), 2.07 (s, 3H; CH3). The analyzes are agree
with the literature.
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11.1.3. Pathway C

4-bromo-2-methoxyphenol (21)%

C7H7BroO;
/©/ o M.W.: 203.04 g.mol:
HO Rf= 0.42 (Cyclohexane/EtOAc: 9/1)
O Yield: 92% as a yellow oil

To a stirred solution of guaiacol (3.00 g, 24.18 mmol) in dry MeCN (150 mL) was slowly
added NBS (4.31 g, 24.21 mmol, 1 eq.) at 0°C. After stirring for 1h at the same temperature
(CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 9:1), the mixture was quenched with saturated aqueous
Na>SOs solution (100 mL) and the organic phase was separated. The aqueous phase was further
extracted with EtOAc (3x50 mL). The combined organic phases were washed with water (3x50
mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na>SOg, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (10%) in cyclohexane afforded the title
compound 21 as a yellow oil (4.51 g, 92%).

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 6.99 (dd, Jun = 8.3, 2.2 Hz, 1H; Ar-H), 6.97 (d, Jun= 2.1
Hz, 1H; Ar-H), 6.80 (d, Ju,x = 8.3 Hz, 1H; Ar-H), 5.64 (bs, 1H; OH), 3.86 (s, 3H; OCHj3). The

analyzes are agree with the literature.

4-bromo-2-methoxy-1-(methoxymethoxy)benzene (22)3%

CoH11BrOs

/©/Br M.W.: 247.09 g.mol*
~o"o Ri= 0.47 (Cyclohexane/EtOAc: 95/5)
O~ Yield: 97% as a yellowish oil

To a stirred solution of 4-bromo-2-methoxyphenol 21 (4.00 g, 19.74 mmol) in DCM (100
mL) at 0°C was added DIPEA (7.60 mL, 43.43 mmol, 2.21 eq.) slowly. After a few minutes,
MOM chloride (2.25 mL, 29.61 mmol, 1.50 eq.) was added dropwise. Once the addition was
completed, the flask was sealed, cooling bath removed and the mixture allowed to stir three
hours at room temperature (CCM, SiO, Cyclohexane/EtOAc 95:5). The reaction mixture was
quenched with saturated aqueous NH4Cl (50 mL) and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (3x50 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na,SOs, filtered, and
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evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (5 to 10%) in
cyclohexane afforded the title compound 22 as a yellowish oil (4.73 g, 97%).

H NMR (CDClI3,400 MHz): 6 =7.01 (m, 3H; Ar-H), 5.19 (s, 2H, OCH-0), 3.86 (s, 3H; OCHj3),
3.50 (s, 3H; CH2OCHpg). The analyzes are agree with the literature.

3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)prop-2-yn-1-ol (23)

OH
, C12H1404
;
s NF M.W.: 222.24 g.mol!
4
12\0/11\0 A R¢= 0.27 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)
8
0o Yield: 92% as a brown oil
~N

To a stirred solution of 4-bromo-2-methoxy-1-(methoxymethoxy)benzene 22 (3.80 g,

15.39 mmol) in diisopropylamine (‘Pr.NH, 80 mL) was added PdCl(PPhs), (0,222 g, 0.32
mmol, 0.02 eq.), Cul (0,120 g, 0.62 mmol, 0.04 eq.) and PPh3 (0,164 g, 0.62 mmol, 0.04 eq.)
and the solution was extensively degassed by argon bubbling. Propargyl alcohol (1.20 mL,
20.32 mmol, 1.32 eq.) was added and the mixture was stirred overnight at 80°C (CCM, SiOz,
Cyclohexane/EtOAcC 3:1). After cooling down to room temperature and filtration of the reaction
mixture on a short pad of silica gel eluted with EtOAc, the resulting filtrate was washed with
water (3x50 mL) and brine (3x50 mL). It was dried over Na;SOsu, filtered, and evaporated under
reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (20 to 50%) in cyclohexane
afforded the title compound 23 as a brown oil (3.14 g, 92%).
IR (ATR, cm™): v = 3385 (OH), 2230 (alkyne). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 7.08 (d, Ju.1
= 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.00 (dd, Ju,x = 8.3, 1.8 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.97 (d, Jun = 1.8 Hz, 1H; Ar-
Ho) 5.23 (s, 2H, OCH0), 4.49 (d, Ju,n = 4.8 Hz, 2H; CH,0H), 3.87 (s, 3H; OCHg), 3.51 (s, 3H;
CH20CHs3). C NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 = 149.4 (Cg), 147.1 (Cy), 125.0 (Cs), 116.5 (Ca),
116.0 (Co), 115.0 (Ce), 95.4 (C11), 86.3 (Ca), 85.5 (C>), 56.4 (C10), 56.0 (C12), 51.6 (C1). ESI-
HRMS [M+H]" m/z = 223.0974 (calculated for C12H1504: 223.0965); [M+Na]" m/z = 245.0795
(calculated for C12H14NaO4: 245.0784).
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3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)propiolaldehyde (24)

o)
, | 1 C12H1204
s NF M.W.: 220.22 g.mol:
4
12\0/11\0 NS Rt = 0.37 (Cyclohexane/EtOAC: 3/1)
O Yield: 93% as a brown oil

To astirred solution of 3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)prop-2-yn-1-ol 23 (3.02
g, 13.61 mmol) in dry DCM (120 mL) was added MnO- (11.80 g, 0.136 mol, 10 eq.) and the
mixture was stirred overnight at room temperature (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 3:1).
After filtration of the reaction mixture on a short pad of silica gel eluted with DCM, the resulting
filtrate was evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc
(25%) in cyclohexane afforded the title compound 24 as a brown oil (2.79 g, 93%).
IR (ATR, cm™): 2176 (alkyne), 1647 (CH=0). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 9.39 (s, 1H;
CHO), 7.22 (dd, Ju,n= 8.4, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.15 (d, Jux = 8.4 Hz, 1H; Ar-He), 7.11 (d, JnH
= 1.8 Hz, 1H; Ar-Hg), 5.28 (s, 2H, OCH>0), 3.89 (s, 3H; OCHj3), 3.51 (s, 3H; CH2OCHs). 3C
NMR (CDClz, 100 MHz): 6 = 176.8 (C1), 149.8 (Cs), 149.6 (C7), 127.7 (Cs), 116.2 (Cg), 115.8
(Ce), 112.8 (C4), 96.3 (Cz), 95.3 (Cu1), 88.5 (C3), 56.6 (C10), 56.2 (C12). ESI-HRMS [M+H]*
m/z = 221.0802 (calculated for C12H1304: 221.0808); [M+Na]* m/z = 243.0631 (calculated for
C12H12NaO4: 243.0628).

1-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)hexa-1,4-diyn-3-ol (20)

C15H1604

M.W.: 260.29 g.mol*

Rf= 0.22 (Cyclohexane/EtOAc: 4/1)
Yield: 89% as a yellow oil

To a stirred solution of 3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)propiolaldehyde 24
(0.33 g, 1.50 mmol) in anhydrous THF (5 mL) was added propynylmagnesium bromide (0.50M
solution in THF, 4.50 mL, 2.25 mmol, 1.50 eq.) at -20°C. The mixture was stirred 30 min at the
same temperature and, after warmed to room temperature, it was stirred 1h (CCM, SiOa,
Cyclohexane/EtOAc 4:1). Then, the reaction mixture was quenched with saturated aqueous
NH4CI (3 mL) and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted

with DCM (3x5 mL). The combined organic phases were washed with water (3x5 mL) and
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brine (3x5 mL) then dried over Na»SOg, filtered, and evaporated under reduced pressure.
Chromatography on silica gel with EtOAc (20 to 50%) in cyclohexane afforded the title
compound 20 as a yellow oil (0.347 g, 89%).

IR (ATR, cm™): 3354 (OH), 2181 (alkyne). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.06 (d, Jun =
8.3 Hz, 1H; Ar-Hi1), 7.01 (dd, Jnx= 8.3, 1.8 Hz, 1H; Ar-H1), 6.98 (d, Jhn= 1.7 Hz, 1H; Ar-
Hg), 5.30 (br s, 1H; CH-OH), 5.22 (s, 2H, OCH:0), 3.85 (s, 3H; OCHz3), 3.49 (s, 3H;
CH20CHg), 2.52 (d, Jun = 5.0 Hz, 1H; OH), 1.88 (d, Junx = 2.2 Hz, 3H; CHs). 3C NMR
(CDCls, 100 MHz): 6 =149.4 (Co), 147.5 (C10), 125.3 (C12), 116.0 (C7), 115.9 (Cg), 115.2 (C11),
95.5 (C14), 85.5 (Cs), 84.1 (Cs), 83.3 (C3), 81.6 (C2), 56.5 (C13), 56.1 (C15), 53.0 (Ca4), 3.9 (Ca).
ESI-HRMS [M+H]" m/z = 261.1136 (calculated for CisH1704: 261.1121); [M+Na]* m/z =
283.1018 (calculated for C1sH1sNaO4: 283.0941).

1-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)hexa-1,4-diyn-3-one (25)

C15H1404
M.W.: 258.27 g.mol ™
Rf= 0.31 (Cyclohexane/EtOAcC: 4/1)

Yield: 97% as a brown oil

To a stirred solution of 3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)propiolaldehyde 20

(1.41 g, 5.43 mmol) in dry DCM (50 mL) was added MnO> (9.49 g, 0.109 mol, 20 eq.) and the
mixture was stirred overnight at room temperature (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 4:1).
After filtration of the reaction mixture on a short pad of silica gel eluted with DCM, the resulting
filtrate was evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc
(25%) in cyclohexane afforded the title compound 25 as a brown oil (1.36 g, 97%).
IR (ATR, cm™): 2181 (alkyne), 1616 (C=0). 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.22 (dd, Jun
= 8.4, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.13 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.11 (d, Ju,n = 1.8 Hz, 1H; Ar-
Hi2), 5.26 (s, 2H, OCH20), 3.88 (s, 3H; OCH3), 3.50 (s, 3H; CH20OCH3), 2.09 (s, 3H; CHa). 3C
NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 = 161.1 (Ca), 149.7 (C11), 149.5 (C10), 127.8 (), 116.3 (C12), 115.7
(Co), 112.8 (C7), 95.3 (C14), 91.6 (Cs), 91.4 (C>), 89.3 (Cs), 81.6 (C3), 56.6 (C13), 56.2 (C15), 4.5
(C1). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 259.0979 (calculated for C15H1504: 259.0965); [M+Na]* m/z
= 281.0807 (calculated for C1sH14NaO4: 281.0784).
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2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one (16)

C13H1204

M.W.: 232.24 g.mol™
Rt=0.34 (EtOAc/MeOH: 9/1)
Yield: 79% as a white solid

To astirred solution of 1-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)hexa-1,4-diyn-3-one 25

(7.00 g, 27.11 mmol) in deionized water (77 mL) was added TfOH (2.4 pL, 27.12 mmol, 1.0
eq.) dropwise and the mixture was stirred 4h at 100°C (CCM, SiO2, EtOAc/MeOH 9:1). After
cooling down to room temperature, the reaction mixture was diluted with water (20 mL) and
EtOAc (20 mL). The organic phase was separated, and the aqueous phase was further extracted
with EtOAc (3x20 mL). The combined organic phases were washed with water (3x20 mL) and
brine (3x20 mL) then dried over Na SO, filtered, and evaporated under reduced pressure.
Chromatography on silica gel with MeOH (0 to 10%) in EtOAc afforded the title compound 16
as a white solid (4.95 g, 79%).
M.p.: 112°C. IR (ATR, cm™): 3410 (OH), 1651 (C=0), 1645, 1520. UV-Vis (DMSO): 316
nm. 'H NMR (MeOH-ds, 400 MHz): 6 = 7.33 (dd, Ju,x = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.19 (d, JuH
= 2.1 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.00 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.62 (d, Jnx= 2.2 Hz, 1H; Ha-pyran-s-
one), 6.17 (dd, JuH = 2.0, 0.6 Hz, 1H; H2"-pyran-4-one), 3.95 (S, 3H; OCHs3), 2.37 (d, Ju,x = 0.5 Hz,
3H; CHs). C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.6 (C1), 165.4 (Cs’), 164.0 (Cs), 149.1 (Cy),
147.2 (Cs), 123.4 (Ca4), 120.2 (Cs), 115.2 (Cs), 114.2 (C2’), 109.5 (Cz2), 108.2 (Co), 56.2 (C10),
20.0 (C4). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 233.0802 (calculated for C13H1304: 233.0808); [M+Na]*
m/z = 255.0611 (calculated for C13H12NaO4: 255.0628).

11.2. Synthesis of 2,6-disubstituted-y-pyrone analogue 1
2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one (26)
C15H160s
M.W.: 276.29 g.mol

Rf=0.30 (EtOAc: 100%)
Yield: 98% as a white solid
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To a stirred solution of 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one 16 (40

mg, 0.17 mmol) in DCM (5 mL) at 0°C were added DIPEA (67 pL, 0.26 mmol, 1.50 eq.) and
MOM chloride (20 pL, 0.38 mmol, 2.21 eq.). Once the addition was completed, the flask was
sealed, cooling bath removed and the mixture allowed to stir three hours at room temperature
(CCM, SiO2, EtOAC 100%). The reaction mixture was quenched with saturated aqueous NH4Cl
(3 mL) and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with
DCM (3x5 mL). The combined organic phases were washed with water (3x5 mL) and brine
(3x5 mL) then dried over NaxSOs, filtered, and evaporated under reduced pressure.
Chromatography on silica gel with EtOAc 100% afforded the title compound 26 as a white
solid (47 mg, 98%).
M.p.: 158°C. IR (ATR, cm™): 1655 (C=0), 1612, 1512. UV-Vis (DMSO): 310 nm. 'H NMR
(CDCl3,400 MHz): 6 = 7.29 (dd, Jux= 8.5, 2.2 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.19 (d, Jhn = 2.1 Hz, 1H; Ar-
Ho), 7.17 (d, Ju,n = 8.5 Hz, 1H; Ar-He), 6.57 (d, Ju,n = 2.2 Hz, 1H; Ho-pyran-4-one), 6.10 (dd, JuH
= 2.1, 0.7 Hz, 1H; H2-pyran-4-0ne), 5.23 (s, 2H, OCH20), 3.89 (s, 3H; OCHg), 3.47 (s, 3H;
CH20CHs), 2.32 (d, JuH = 0.6 Hz, 3H; CHa3). *C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.2 (Cy),
165.2 (Cs3'), 163.4 (Cs), 149.9 (Cs), 149.2 (C7), 125.3 (Ca4), 119.2 (Cs), 115.9 (Cy), 114.2 (Cy),
109.9 (Cz), 109.0 (Cs), 95.2 (C10), 56.4 (C12), 56.1 (C11), 19.9 (C4). ESI-HRMS [M+H] " m/z =
277.1088 (calculated for CisH170s: 277.1071); [M+Na]* m/z = 299.0899 (calculated for
C15H16NaOs: 299.0890).

(E)-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)styryl)
-4H-pyran-4-one (27)

Cas5H2608

M.W.: 454.58 g.mol*

Ri= 0.28 (EtOAC: 100%)
Yield: 38% as a yellow solid

To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (500 mg, 1.81 mmol) and 3-methoxy-4-(methoxymethoxy)benzaldehyde 5 (510 mg,
2.59 mmol, 1.43 eq.) indry EtOH (20 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution
(1.478M in EtOH, 2.2 mL, 3.25 mmol, 1.79 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at
40°C (CCM, SiO., EtOAC 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The

crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
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phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SQg, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title
compound 27 as a yellow solid (310 mg, 38%).

M.p.: 131 °C. IR (ATR, cm™): 3076, 2932, 1645, 1628, 1599, 1504. UV-Vis (DMSO): 356

nm.

E isomer:

IH NMR (CDCls, 400 MHz): § = 7.46 (dd, Jun = 8.5, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.42 (d, Jnu = 16.0
Hz, 1H; Hemyi5), 7.31 (d, I = 1.6 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.30 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.19 (d,
Jun=8.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.09 (m, 2H; Ar-Hs+9?), 6.70 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.67
(d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyr ), 6.31 (d, Jun = 1.8 Hz, 1H; Hoprone 27, 5.32 (s, 2H; OCH,.110),
5.28 (s, 2H; OCH3-11°0), 3.98 (s, 3H; OCH3-10 ou 10°), 3.97 (s, 3H; OCHa3.10 ou 10°), 3.54 (S, 3H;
CH20CH3.12 ou 12°), 3.53 (s, 3H; CH20CH3.12 ou 12°). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.3
(C1), 162.8 (C3), 161.8 (C3’), 150.1 (Cgor Cs’), 150.0 (Cgor Cg), 149.4 (C), 148.3 (C7), 135.8
(Cp), 129.4 (C4), 125.6 (C4), 121.7 (Cs’), 119.5 (Cs), 118.3 (C,), 116.1 (Cs), 116.0 (Ce), 113.5
(C»), 110.5 (Cy), 109.9 (Co), 109.3 (Cg), 95.3 (C11), 95.2 (C11), 56.4 (Jec = 8,2 Hz, C1212),
56.1 (Jec = 3,9 Hz, Ciono’). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 455.1696 (calculated for CasH270s:
455.1700); [M+Na]* m/z = 477.1471 (calculated for CasH2sNaOs: 477.1520); [M+K]* m/z =
493.1220 (calculated for CosH26KOg: 493.1259).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.08 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs’), 7.06 (d, Ju+ = 8.6 Hz,
1H; He), 6.92 (dd, Jun= 8.4, 1.7 Hz, 1H; Ar-Hs"), 6.90 (m, 2H; Ar-Ho+¢), 6.89 (d, Jun = 12.3
Hz, 1H; Ar-Heuyi 5), 6.83 (dd, Jup = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.68 (d, Jun= 2.1 Hz, 1H; Hpyrone
2), 6.37 (d, Jn,H=2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 6.22 (d, Jnn = 12.4 Hz, 1H; Hemyi o), 5.24 (S, 2H; OCHo.
110), 5.20 (s, 2H; OCH2-11°0), 3.71 (s, 3H; OCHzs.10), 3.66 (s, 3H; OCHz.10’), 3.50 (s, 3H;
CH20CHj3.12), 3.49 (s, 3H; CH20CH3.12°). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 = 180.1 (C1), 163.2
(Ca), 162.0 (Cs-), 149.8 (Cg), 149.5 (Cs’), 149.4 (C7), 147.2 (C7), 137.9 (Cp), 130.0 (C4), 124.7
(C4), 122.3 (Cs’), 119.8 (Cy), 119.4 (Cs), 115.9 (C¢), 115.6 (C¢), 115.5 (C2), 112.3 (Co), 110.3
(C2), 108.9 (Co), 95.4 (C11’), 95.2 (C11), 56.4 (C12), 56.3 (C12’), 55.9 (Cu0), 55.9 (Ci0’). ESI-
HRMS [M+H]" m/z = 455.1676 (calculated for C2sH270g: 455.1700); [M+Na]* m/z = 477.1504
(calculated for CosH26NaOs: 477.1520); [M+K]* m/z = 493.1301 (calculated for CzsH26KOs:
493.1259).
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(E)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-(4-hydroxy-3-methoxystyryl)-4H-pyran-4-one (1)

C21H1806

M.W.: 366.37 g.mol*!

Rt= 0.33 (EtOAc/MeOH: 95/5)
Yield: 91% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)styryl)-4H-pyran-4-one 27 (170 mg, 0.37 mmol) in MeOH (10 mL) at room
temperature was added an excess of HCI 1M (3 mL, 3.00 mmol, 8.02 eq.) dropwise and the
mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc/MeOH 95:5). The reaction mixture was
quenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 1 as a yellow solid (125 mg, 91%).

M.p.: 238 °C. IR (ATR, cm™): 3134 (br), 2932, 1641, 1628, 1595, 1508. UV-Vis (DMSO):
367 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.87 (s, 1H; OH11), 9.56 (s, 1H; OH11°), 7.58 (dd, Jnx= 8.3,
2.2 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.52 (d, Jun = 16.1 Hz, 1H; Hemyi p), 7.52 (d, IJnn = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho),
7.37 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.19 (dd, Jun = 8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.01 (d, Jnn =
16.1 Hz, 1H; Hemyi o), 6.99 (d, Jnn = 8.3 Hz, 1H; Ar-He), 6.86 (d, Jun = 7.8 Hz, 1H; Ar-Hy),
6.85 (d, JuH = 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.32 (d, Jn,H = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 3.94 (S, 3H; OCHa.
10), 3.89 (s, 3H; OCHs.10°). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.0 (C1), 163.2 (Cs), 162.6
(C3), 151.0 (Cy), 149.6 (C7), 149.0 (Cs), 148.95 (Cs’), 136.7 (Cp), 127.7 (C4), 123.3 (Cs),
122.9 (C4), 120.7 (Cs), 117.9 (C,), 116.8 (Ce), 116.6 (Cs’), 113.2 (C2), 111.8 (Cy’), 110.7 (Co),
109.8 (Cy), 56.8 (Cio), 56.7 (Cio). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 367.1184 (calculated for
CxH1906: 367.1176); [M+Na]®™ m/z = 389.0967 (calculated for Cz1HisNaOs: 389.0996);
[M+K]"m/z = 405.0754 (calculated for Co1H1sKOs: 405.0735).

Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.58 (s, 1H; OHa1), 9.36 (s, 1H; OH11°), 7.00 (d, Jun=1.5
Hz, 1H; Ar-Hy), 6.97 (d, Ju,x= 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.94 (d, Ju,x= 12.0 Hz, 1H; Hemy ), 6.88
(m, 1H; Ar-Hs), 6.83 (d, Ju,n= 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.80 (dd, Jux= 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs),
6.77 (d, Jun = 8.1 Hz, 1H; Ar-He), 6.70 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.33 (d, Jun = 2.6 Hz,
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1H; Hpprone 2°), 6.32 (d, Jnn = 12.0 Hz, 1H; Hemyi o), 3.62 (s, 3H; OCHz-10), 3.56 (s, 3H; OCHs.
10). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 179.7 (Cy), 163.3 (Cs), 162.5 (Cs’), 150.8 (C7), 148.6
(Cs), 148.4 (C7), 148.2 (Cy'), 138.7 (Cp), 127.9 (C4), 123.5 (Cs’), 122.3 (C4), 120.5 (Cs), 119.5
(Cu), 116.3 (Cs), 116.2 (Ce), 115.7 (C2), 113.7 (Cv’), 110.1 (Co), 109.7 (C2), 56.3 (C10), 56.2
(C10°). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 367.1199 (calculated for C21H1906: 367.1176); [M+Na]" m/z
= 389.0967 (calculated for C21H1sNaOs: 389.0996); [M+K]" m/z = 405.0718 (calculated for
C21H18KOs: 405.0735).

11.3. Keto compounds synthesis

11.3.1. Preparation of vanillin derivatives

4-butoxy-3-methoxybenzaldehyde (28)*%

C12H1603

OA@ M.W.: 208.26 g.mol:
07T R¢= 0.32 (Cyclohexane/EtOAC: 8/2)
Yield: 94% as a yellowish oil

In a 100 mL two-necked round-bottomed flask provided with a magnetic stirrer and

condenser, a mixture of vanillin (2.0 g, 13.14 mmol) with potassium carbonate (2.85 g, 20.65
mmol, 1.56 eq.) in acetone (50 mL) was stirred vigorously at 25°C during 5 min. To this
reaction mixture was added dropwise 1-iodobutane (2.3 mL, 20.19 mmol, 1.52 eq.) at room
temperature during 20 min. Then, it was heated at 60°C overnight (CCM, SiO;,
Cyclohexane/EtOAc 8:2). After cooling down to room temperature, the reaction mixture was
quenched with saturated aqueous NH4Cl (50 mL) and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (3x20 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x20 mL) and brine (3x20 mL) then dried over Na,SOg, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (20%) in
cyclohexane afforded the title compound 28 as a yellowish oil (2.60 g, 94%).
'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.81 (s, 1H; CHO), 7.40 (dd, Jun = 8.2, 1.8 Hz, 1H; Ar-H),
7.38 (d, Jup= 1.8 Hz, 1H; Ar-H), 6.94 (d, Jun = 8.2 Hz, 1H; Ar-H), 4.08 (t, Jun = 6.8 Hz, 2H;
OCH>), 3.89 (s, 3H; OCHz3), 1.87-1.80 (m, 2H; OCH2CHy), 1.53-1.44 (m, 2H; OCH>CH,CH>),
0.96 (t, Ju,n= 7.4 Hz, 3H; CH2CHz). The analyzes are agree with the literature.
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4-dodecyloxy-3-methoxybenzaldehyde (29)*%
C20H3203
o~ M.W.: 320.47 g.mol*
I N N\ NN .
o Rf= 0.33 (Cyclohexane/EtOAc: 95/5)
Yield: quantitative as a white solid

In a 250 mL two-necked round-bottomed flask provided with a magnetic stirrer and
condenser, a mixture of vanillin (1.0 g, 6.57 mmol) with potassium carbonate (2.35 g, 17.00
mmol, 2.59 eq.) in dry DMF (80 mL) was stirred vigorously at 25°C during 5 min. To this
reaction mixture was added dropwise 1-bromododecane (1.8 mL, 7.50 mmol, 1.14 eq.) at room
temperature during 20 min. Then, it was heated at 80°C overnight (CCM, SiO,
Cyclohexane/EtOAc 95:5). After cooling down to room temperature, the reaction mixture was
evaporated under reduced pressure. Then, the residue was dissolved in DCM (50 mL),
quenched with saturated aqueous NH4CI (50 mL) and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (3x20 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x20 mL) and brine (3x20 mL) then dried over Na,SQg, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (5%) in
cyclohexane afforded the title compound 29 as a white solid (2.10 g, quant.).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.83 (m, 1H; CHO), 7.42 (m, 2H; Ar-H), 6.95 (m, 1H; Ar-
H), 4.09 (m, 2H; OCH), 3.92 (m, 3H; OCHs), 1.87 (m, 2H; OCH2CH>), 1.45 (m, 2H;
OCH2CH2CHy), 1.35-1.26 (m, 16H; (CH2).), 0.86 (m, 3H; CH2CHs). The analyzes are

consistent with the literature.
4-isopropoxy-3-methoxybenzaldehyde (30)*%
C11H1403
OA@ )\ M.W.: 194.23 g.mol™:
O Rr= 0.33 (Cyclohexane/EtOAc: 85/15)
OMe
Yield: 95% as a yellow oil

To a stirred solution of vanillin (2.01 g, 13.21 mmol) and K>COs (2.40 g, 17.37 mmol, 1.3
eq.) in dry DMF (20 mL) at room temperature was added 2-bromopropane (2 mL, 21.30 mmol,
1.6 eq.) dropwise and the mixture was stirred overnight at 80°C (CCM, SiOa,
Cyclohexane/EtOAc 85:15). The reaction mixture was diluted with Et.O (30 mL) and washed

with water (4x50 mL). The organic phase was separated, dried over Na,SOg, filtered, and
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evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (15%) in
cyclohexane afforded the title compound 30 as a yellow oil (2.44 g, 95%).

IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.81 (s, 1H; CHO), 7.41-7.39 (m, 2H; Ar-H), 6.95 (d, Jun =
8.0 Hz, 1H; Ar-H), 4.69-4.63 (m, 1H; OCH), 3.88 (s, 3H; OCHz), 1.40 (d, Ju+= 6.1 Hz, 6H;
OCHCHpg). The analyzes are agree with the literature.

4-(cyclopentyloxy)-3-methoxybenzaldehyde (31)%%
C13H1603
o~ 1
/\Q /O M.W.: 220.27 g.mol
o Rf= 0.35 (Cyclohexane/EtOAc: 8/2)
Yield: 96% as a yellow oil

In a 100 mL two-necked round-bottomed flask provided with a magnetic stirrer and
condenser, a mixture of vanillin (2.51 g, 16.51 mmol) with potassium carbonate (3.33 g, 24.10
mmol, 1.46 eq.) in dry DMF (20 mL) was stirred vigorously at 25°C during 5 min. To this
reaction mixture was added bromocyclopentane (2.5 mL, 23.32 mmol, 1.41 eq.) at room
temperature. Then, it was heated at 65°C overnight (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 8:2).
After cooling down to room temperature, the reaction mixture was quenched with saturated
aqueous NH4CI (10 mL) and the organic phase was separated. The aqueous phase was further
extracted with DCM (3x10 mL). The combined organic phases were washed with water (3x10
mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na:SOq, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (20%) in cyclohexane afforded the title
compound 31 as a yellow oil (3.49 g, 96%).

IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.82 (s, 1H; CHO), 7.41 (dd, Jun = 8.2, 1.9 Hz, 1H; Ar-H),
7.38 (d, JuH = 1.9 Hz, 1H; Ar-H), 6.95 (d, Jun = 8.2 Hz, 1H; Ar-H), 4.88-4.83 (m, 1H;
OCH(CHy)2), 3.88 (s, 3H; OCHz), 2.03-1.78 (m, 6H; CHocyciopentane), 1.67-1.57 (m, 2H;

CHoacyclopentane). The analyzes are in concordance with the literature.

4-(dimethylamino)-3-methoxybenzaldehyde (32)*%°

C10H13NO2

M.W.: 179.22 g.mol*

Rf=0.31 (Cyclohexane/EtOAc: 8/2)
Yield: 92% as a yellow oil
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To a stirred solution of 4-fluoro-3-methoxybenzaldehyde (0.50 g, 3.26 mmol) and K.CO3
(2.32 g, 16.82 mmol, 5.2 eq.) in amix of DMSO (5 mL) and H20 (1.5 mL) at room temperature
was added dimethylamine (2.05 mL, 16.19 mmol, 5.0 eq.) dropwise and the mixture was stirred
2h at 100°C (CCM, SiOy, Cyclohexane/EtOACc 4:1). The crude product was extracted with Et,O
(10 mL) and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with
Et>O (3x10 mL). The combined organic phases were washed with water (3x10 mL) and brine
(3x10 mL) then dried over Na,SOs, filtered, and evaporated under reduced pressure.
Chromatography on silica gel with EtOAc (10%) in cyclohexane afforded the title compound
32 as a yellow oil (0,54 g, 92%).

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 9.78 (s, 1H; CHO), 7.36 (dd, Jux = 8.1, 1.9 Hz, 1H; Ar-H),
7.33 (d, Jnn=1.9 Hz, 1H; Ar-H), 6.87 (d, Jnx= 8.1 Hz, 1H; Ar-H), 3.89 (s, 3H; OCH3), 2.91
(s, 6H; N(CHs)2). The analyzes are agree with the literature.

11.3.2. Preparation of Keto compounds

(E)-2-(3,4-dimethoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one
(33)

C24H2407

M.W.: 424.45 g.mol*
Rf=0.31 (EtOACc: 100%)
Yield: 42% as a yellow solid

To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (500 mg, 1.23 mmol) and 3,4-dimethoxybenzaldehyde DMB (460 mg, 2.78 mmol, 1.53
eq.) in dry EtOH (20 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution (1.478M in
EtOH, 2.2 mL, 3.25 mmol, 1.79 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C (CCM,
SiO,, EtOAc 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The crude
product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous phase was
further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed with water
(3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SQg, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title compound 33 as
a yellow solid (321 mg, 42%).
M.p.: 162 °C. IR (ATR, cm™): 3073, 2930, 1643, 1622, 1599, 1505. UV-Vis (DMSO): 354

nm.
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E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.46 (dd, Ju 1= 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.42 (d, Jnn = 16.0
Hz, 1H; Heuyip), 7.30 (M, 2H; Ar-He+o), 7.11 (dd, Jup = 8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.09 (d, Jnp
=1.8 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.90 (d, Jun= 8.3 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.70 (d, Jn,x = 1.8 Hz, 1H; Hpyrone 2),
6.65 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 6.36 (d, Jnn= 1.8 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 5.32 (S, 2H; OCH,-
110), 3.98 (s, 3H; OCHa-100r 10), 3.97 (s, 3H; OCH3-100r10°), 3.94 (8, 3H; OCHa3.11), 3.55 (8, 3H;
CH20CHz3.12). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.4 (C1), 162.9 (Cs), 162.0 (Cs'), 150.9
(C7), 150.0 (Cg), 149.5 (Cs’), 149.4 (Cv), 136.0 (Cp), 128.1 (C4’), 125.7 (C4), 122.1 (C5’), 119.5
(Cs), 117.8 (Cy), 116.0 (Ce), 113.4 (C2), 111.3 (Ce), 110.6 (C2), 109.4 (Co), 109.3 (Co), 95.3
(C11), 56.5 (C12), 56.2-56.1 (C10110:111°). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 425.1604 (calculated for
Ca4H2507: 425.1595); [M+Na]* m/z = 447.1409 (calculated for CosH24NaO7: 447.1414);
[M+K]"m/z = 463.1141 (calculated for C24H24KO7: 463.1154).

Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.04 (d, Jun = 8.5 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.92 (dd, Jun=8.2, 1.6
Hz, 1H; Hs), 6.90 (d, Jun = 12.4 Hz, 1H; Ar-Hemyi ), 6.89 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.87
(d, Jnp=1.9 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.82 (dd, Jux= 8.6, 2.2 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.79 (d, Jun= 8.4 Hz,
1H; Ar-Hs*), 6.70 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.38 (d, Ju,n= 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 6.20 (d,
JuH=12.4 Hz, 1H; Hemyr4), 5.25 (S, 2H; OCH2.110), 3.87 (s, 3H; OCHs.11°), 3.70 (S, 3H; OCHa.
10), 3.67 (s, 3H; OCH3.10°), 3.50 (s, 3H; CH20CHa.12). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.2
(Cy), 163.2 (C3), 162.1 (C3’), 149.8 (Cs), 149.7 (C7), 149.5 (C7), 148.9 (Cs’), 138.1 (Cp), 128.6
(Cs), 124.8 (Cy4), 122.4 (Cs°), 119.5 (Cs), 119.4 (Cy), 115.7 (Ce), 115.5 (C»’), 111.9 (Co’), 111.1
(Ce), 110.4 (C2), 109.0 (Co), 95.3 (C11), 56.5 (C12), 56.0 (C11°), 55.9 (C10), 55.8 (C10°). ESI-
HRMS [M+H]" m/z = 425.1614 (calculated for C24H2507: 425.1595); [M+Na]" m/z = 447.1410
(calculated for C24H24NaO7: 447.1414); [M+K]* m/z = 463.1143 (calculated for C24H24KO7:
463.1154).

(E)-2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-
4-one (34)

C27H3007

M.W.: 466.53 g.mol™

Ri= 0.34 (EtOAC: 100%)
Yield: 47% as a yellow solid
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To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (500 mg, 1.81 mmol) and 4-butoxy-3-methoxybenzaldehyde 28 (600 mg, 2.88 mmol,
1.59 eq.) in dry EtOH (20 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution (1.48M in
EtOH, 2.2 mL, 3.25 mmol, 1.79 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C (CCM,
SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The crude
product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous phase was
further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed with water
(3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SOg, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title compound 34 as
a yellow solid (396 mg, 47%).

M.p.: 155 °C. IR (ATR, cm™): 3065, 2924, 1645, 1632, 1599, 1506. UV-Vis (DMSO): 355

nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.46 (dd, Jun = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.42 (d, Jun=16.0
Hz, 1H; Hemyip), 7.30 (M, 2H; Ar-Hoss), 7.10 (M, 2H; Ar-Hs+9°), 6.90 (d, Ju,n= 8.6 Hz, 1H; Ar-
Hs?), 6.70 (d, Ju,H = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.64 (d, Jn,n= 16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 6.36 (d, JHH =
1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 5.32 (S, 2H; OCH2.110), 4.07 (t, Ju,H = 6.8 Hz, 2H; OCH2.11-CH>), 3.98
(s, 3H; OCHz-10), 3.95 (s, 3H; OCHz3.1¢0°), 3.54 (s, 3H; CH20CHa.12), 1.86 (m, 2H; OCH2CHo.
12CH3y), 1.52 (m, 2H; CH2.13:CH3), 0.99 (t, Jin = 7.4 Hz, 3H; CH2CHaz.14'). 1*C NMR (CDCls,
100 MHz): ¢ = 180.3 (C1), 162.7 (Cs), 161.9 (Cs-), 150.6 (C7), 150.0 (Cs), 149.8 (Cs’), 149.3
(C7), 136.0 (Cp), 127.8 (C4’), 125.7 (C4), 122.0 (Cs’), 119.4 (Cs), 117.6 (C,), 116.0 (Ce), 113.2
(C»), 112.6 (C¢), 110.5 (C2), 109.8 (Co’), 109.3 (Cog), 95.2 (C11), 68.8 (C1r’), 56.5 (C12), 56.2
(C10°), 56.1 (Cy0), 31.2 (C12), 19.2 (C13), 13.9 (C14’). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 467.2087
(calculated for Ca7H3107: 467.2064); [M+Na]" m/z = 489.1876 (calculated for C27H30NaO7:
489.1884); [M+K]"m/z = 505.1611 (calculated for Co7H30KO7: 505.1623).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.05 (d, Jun = 8.5 Hz, 1H; Ar-He), 6.94 (dd, Jux= 8.5, 1.6
Hz, 1H; Hs°), 6.89 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Ar-Ho), 6.88 (d, Jun = 12.7 Hz, 1H; Ar-Hemy ), 6.87
(d, Jux = 1.5 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.86 (dd, Ju+= 8.5, 1.6 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.79 (d, Jun= 8.3 Hz,
1H; Ar-Hg’), 6.69 (d, Jnn= 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.38 (d, Jn,n= 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 27), 6.19 (d,
Jun=12.4 Hz, 1H; Hemyr o), 5.24 (S, 2H; OCH2.110), 3.99 (t, Jun = 6.8 Hz, 2H; OCH2-11:CH>),
3.69 (s, 3H; OCHs.o), 3.65 (s, 3H; OCHas.10°), 3.50 (s, 3H; CH20CHs.12), 1.81 (m, 2H;
OCH2CH2-12:CHy), 1.49 (m, 2H; CH2-13:CH3), 0.97 (t, Jun= 7.4 Hz, 3H; CH2CH3.14'). 3 C NMR
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(CDCl3, 100 MHz): § = 180.0 (C1), 163.1 (Cs), 162.1 (Cs-), 149.8 (Cs), 149.4 (C7’), 149.3 (C>),
149.1 (Cy’), 138.0 (Cp), 128.3 (C+), 124.8 (C4), 122.4 (Cs’), 119.4 (Cs), 119.1 (Cy), 115.6 (Ce),
115.4 (Cy’), 112.3 (Ce¢+9°), 110.3 (C2), 108.9 (Co), 95.2 (C11), 68.7 (C11°), 56.4 (C12), 55.9 (C10’),
55.8 (C10), 31.2 (C12), 19.2 (C13), 13.9 (C1s). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 467.2089 (calculated
for C27H3107: 467.2064); [M+Na]* m/z = 489.1869 (calculated for Ca7H30NaO7: 489.1884);
[M+K]"m/z = 505.1603 (calculated for Co7H30KO7: 505.1623).

(E)-2-(4-(dodecyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-
pyran-4-one (35)

NACTN
O 12 14 16 18 20' 2z
C3sH4607 M.W.: 578.75 g.mol*
R¢= 0.38 (EtOAC: 100%) Yield: 45% as a yellow solid

To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (2.00 g, 7.24 mmol) and 4-dodecyloxy-3-methoxybenzaldehyde 29 (3.44 g, 10.74 mmol,
1.48 eq.) in dry EtOH (120 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution (1.56M
in EtOH, 10 mL, 15.6 mmol, 2.15 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C (CCM,
SiO,, EtOAc 100%). The reaction mixture was quenched with water (100 mL). The crude
product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous phase was
further extracted with DCM (4x50 mL). The combined organic phases were washed with water
(3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na.SOs, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title compound 35 as
a yellow solid (1.89 g, 45%).

M.p.: 111 °C. IR (ATR, cm™): 2916, 2849, 1647, 1634, 1599, 1510. UV-Vis (DMSO): 352

nm.
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E isomer:

'H NMR (CDClz, 400 MHz): 6 = 7.45 (dd, Ju = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.40 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Hethyi 5), 7.29 (M, 2H; Ar-Hoae), 7.09 (m, 2H; Ar-Hs-.9°), 6.89 (d, Jun = 8.1 Hz, 1H; Ar-
Hs?), 6.65 (d, Ju,H = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.62 (d, Jn,n = 16.0 Hz, 1H; Hethy ), 6.29 (d, JHH =
2.1 Hz, 1H; Hpprone 27), 5.32 (S, 2H; OCH2.110), 4.06 (t, Ju,n = 6.9 Hz, 2H; OCH2-11>-Dodec), 3.98
(s, 3H; OCHs-10), 3.95 (s, 3H; OCHas-1¢°), 3.54 (s, 3H; CH20CHs.12), 1.87 (m, 2H; OCH2CH>-
12-Dodec), 1.46 (M, 2H; OCH2CH2CH2-13>-podec), 1.36-1.27 (m, 16H; (CH2)n-Dodec), 0.88 (t, Jn,H =
6.8 Hz, 3H; CH2CHa3.22>-podec). *C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.5 (C1), 162.9 (C3), 162.1
(Cs7), 150.7 (C7), 150.1 (Cs), 149.9 (Cs’), 149.5 (C7), 136.1 (Cp), 127.9 (C4), 125.8 (Ca4), 122.1
(Cs), 119.6 (Cs), 117.7 (Cy), 116.1 (Ce), 113.4 (Cy7), 112.7 (Cs’), 110.7 (C2), 109.9 (Co’), 109.5
(Co), 95.4 (C11), 69.3 (Cir), 56.6 (C12), 56.3 (Ci0°), 56.2 (C10), 32.1 (Cpodec), 29.80 (Cbodec),
29.78 (Cpodec), 29.74 (Cpodec), 29.70 (Cbodec), 29.53 (Cpodec), 29.49 (Cpodec), 29.2 (Ci2), 26.1
(Ci3), 22.8 (C2r), 14.3 (Ca2’). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 579.3333 (calculated for C3sH4707:
579.3316; [M+Na]* m/z = 601.3146 (calculated for CssHssNaO7: 601.3136); [M+K]"™ m/z =
617.2856 (calculated for CasH4sKO7: 617.2875).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.04 (d, Jux = 8.5 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.94 (dd, Jh+=8.3, 1.5
Hz, 1H; Hs), 6.90 (d, Ju,n = 2.1 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.88 (d, Ju,x = 2.0 Hz, 1H; Ar-Hy"), 6.87 (d,
Jun=12.2 Hz, 1H; Hemyp), 6.86 (dd, Jup= 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.78 (d, Ju 1= 8.3 Hz, 1H;
Ar-Hs), 6.65 (d, Jun= 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.34 (d, Jn,n=2.1 Hz, 1H; Hyprone 2°), 6.18 (d, In H
=12.4 Hz, 1H; Hemyi o), 5.24 (s, 2H; OCH2-110), 3.98 (t, Jun= 6.9 Hz, 2H; OCH2-11°CH2), 3.69
(s, 3H; OCHz-10), 3.65 (s, 3H; OCHz3.1¢°), 3.50 (s, 3H; CH20CHa.12), 1.82 (m, 2H; OCH2CHo.
12>-Dodec), 1.45 (M, 2H; OCH2CH2CH2-13-podec), 1.36-1.26 (m, 16H; (CH2)n-Dodec), 0.88 (t, JHH =
6.8 Hz, 3H; CH2CHa3.22>-podec). *C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.2 (C1), 163.2 (C3), 162.2
(C3), 149.9 (Cs), 149.5 (C7), 149.4 (Cy), 149.3 (Cs), 138.1 (Cp), 128.4 (C4’), 125.0 (C4), 122.5
(Cs), 119.5 (Cs), 119.2 (Cy), 115.8 (Ce), 115.6 (C27), 112.5 (Cy’), 112.4 (Cs’), 110.5 (C>), 109.0
(Co), 95.3 (C11), 69.2 (Cir°), 56.5 (C12), 56.0 (Ci0°), 55.9 (Cu10), 32.1 (Cpodec), 29.81 (Cbodec),
29.78 (Cpodec), 29.75 (Cpodec), 29.71 (Cbodec), 29.56 (Cpodec), 29.49 (Cpodec), 29.3 (C12’), 26.1
(Ci3), 22.8 (Car?), 14.3 (C22). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 579.3325 (calculated for C3sHs707:
579.3316); [M+Na]* m/z = 601.3186 (calculated for CssHisNaO7: 601.3136); [M+K]" m/z =
617.2849 (calculated for CasHssKO7: 617.2875).
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(E)-2-(4-isopropoxy-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-4H-
pyran-4-one (36)

C26H2807

M.W.: 452.50 g.mol*

Re= 0.33 (EtOAC: 100%)
Yield: 40% as a yellow solid

To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (500 mg, 1.81 mmol) and 4-isopropoxy-3-methoxybenzaldehyde 30 (570 mg, 2.72
mmol, 1.50 eq.) in dry EtOH (20 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution
(1.35M in EtOH, 2.4 mL, 3.24 mmol, 1.79 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at
40°C (CCM, SiO2, EtOAC 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The
crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na SO, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title
compound 36 as a yellow solid (341 mg, 40%).
M.p.: 121 °C. IR (ATR, cm™): 3048, 2932, 1645, 1632, 1599, 1506. UV-Vis (DMSO): 353

nm.

E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.48 (dd, Ju 1= 8.5, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.43 (d, Jnn = 16.0
Hz, 1H; Hemyi p), 7.32 (M, 2H; Ar-He+9), 7.11 (M, 2H; Ar-Hs-19°), 6.93 (d, Ju,1=8.9 Hz, 1H; Ar-
Hs), 6.70 (d, Ju,n = 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.66 (d, Ju,n = 16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 6.36 (d, JnH =
1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 5.34 (s, 2H; OCH>.110), 4.64 (m, 1H; OCHa1°), 4.00 (s, 3H; OCHs.10),
3.96 (s, 3H; OCHa.1¢°), 3.57 (s, 3H; CH20CHa.12), 1.43 (d, JuH= 6.1 Hz, 6H; CHCHa3.12). 13C
NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.4 (C1), 162.9 (C3), 162.1 (Cs-), 150.6 (Csg’), 150.1 (Cs), 149.4
(C7+7), 136.2 (Cp), 128.1 (C4’), 125.7 (C4), 122.0 (Cs), 119.6 (Cs), 117.7 (C,), 116.0 (Cs), 115.0
(Ce¢), 113.3 (C2), 110.6 (C2), 110.2 (Co’), 109.4 (Co), 95.3 (C11), 71.5 (C11°), 56.6 (C12), 56.2
(C10+10°), 22.1 (C12). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 453.1898 (calculated for C26H2907: 453.1908);
[M+Na]* m/z = 475.1710 (calculated for CzsH2sNaO7: 475.1727); [M+K]" m/z = 491.1484
(calculated for C2eH2sKO7: 491.1467).
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Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 7.04 (d, Ju1 = 8.5 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.93 (dd, Jun= 8.7, 2.1
Hz, 1H; Hs’), 6.91 (d, Ju,x = 2.3 Hz, 1H; Ar-Ho), 6.88 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.88 (d,
Jnn=12.2 Hz, 1H; Ar-Hemyi ), 6.85 (dd, Jun= 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.79 (d, JuH = 8.3 Hz,
1H; Ar-Hs’), 6.69 (d, Jun= 1.7 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.37 (d, Jnn= 1.4 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 6.19 (d,
JuH=12.4 Hz, 1H; Hemyia), 5.24 (S, 2H; OCH2.110), 4.51 (m, 1H; OCHaz1'), 3.70 (s, 3H; OCHa-
10°), 3.64 (s, 3H; OCHz-10), 3.49 (s, 3H; CH20CH3.12), 1.35 (d, Ju,n = 6.1 Hz, 6H; CHCH3.12").
13C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.2 (C1), 163.2 (Cs), 162.3 (C3-), 150.0 (Cg), 149.8 (Cs’),
149.5 (C7), 1482 (C7), 138.2 (Cp), 128.5 (Cs), 124.9 (C4), 122.5 (Cs°), 119.4 (Cs), 119.1 (Cy),
115.7 (Cs), 115.5 (C2'), 114.6 (Cs’), 112.7 (Co’), 110.3 (Cz*), 108.9 (Co), 95.2 (C11), 71.3 (C11’),
56.5 (C12), 56.0 (C10), 55.9 (C10°), 22.1 (C12°). ESI-MS [M+H]" m/z = 453.1907 (calculated for
Ca6H2907: 453.1908); [M+Na]* m/z = 475.1711 (calculated for CsH2sNaO7: 475.1727);
[M+K]" m/z = 491.1448 (calculated for CosH2sKO7: 491.1467).

(E)-2-(4-(cyclopentyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-
4H-pyran-4-one (37)

CasH3007

M.W.: 478.54 g.mol*

Ri= 0.37 (EtOAC: 100%)
Yield: 46% as a yellow solid

To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (500 mg, 1.81 mmol) and 4-(cyclopentyloxy)-3-methoxybenzaldehyde 31 (600 mg, 2.72
mmol, 1.79 eq.) in dry EtOH (20 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution
(1.35M in EtOH, 2.4 mL, 3.24 mmol, 1.79 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at
40°C (CCM, SiO., EtOAC 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The
crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SOs, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title
compound 37 as a yellow solid (400 mg, 46%).
M.p.: 135 °C. IR (ATR, cm™): 3065, 2924, 1645, 1632, 1599, 1506. UV-Vis (DMSO): 355

nm.
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E isomer:

IH NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.46 (dd, Jun = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.42 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Hemyi g), 7.30 (m, 2H; Ar-He+g), 7.09 (m, 2H; Ar-Ho'+5°), 6.89 (d, Ju,n = 8.1 Hz, 1H; Ar-
Hs), 6.72 (br s, 1H; Hpyrone 2), 6.64 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyr o), 6.38 (br s, 1H; Huprone 2°),
5.32 (s, 2H; OCH2.110), 4.83 (m, 1H; OCHja1°), 3.98 (s, 3H; OCHs.10), 3.93 (s, 3H; OCHz.1¢°),
3.54 (s, 3H; CH20CHs.12), 2.01-1.81 (m, 8H; CHCH2-12-113°). 3C NMR (CDCl3, 100 MHz): §
= 180.4 (Cy), 163.6 (Cs), 162.9 (Cs°), 150.4 (Cs), 150.1 (C7 ou8), 150.0 (C7 ous), 149.7 (C7),
137.0 (Cp), 127.6 (Cs), 125.4 (C4), 122.3 (Cs’), 119.7 (Cs), 117.2 (Cy), 116.0 (Cs), 114.3 (Cs’),
112.7 (C2), 110.2 (Cv), 110.1 (C2), 109.5 (Co), 95.3 (C11), 80.6 (Ci1’), 56.5 (C12), 56.3-56.2
(C10-10°), 33.0 (C127), 24.2 (Cy3°). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 479.2086 (calculated for C2sHz107:
479.2064); [M+Na]" m/z = 501.1867 (calculated for CosH3oNaO7: 501.1884); [M+K]" m/z =
517.1594 (calculated for C2sH31KO7: 517.1623).

Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.05 (d, Jun = 8.5 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.93 (dd, Jux= 8.5, 1.9
Hz, 1H; Hs'), 6.91 (d, JuH = 2.2 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.88 (d, Ju,n = 12.2 Hz, 1H; Ar-Heimyi 5), 6.87
(d, Jnn=2.3 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.86 (dd, Jux= 8.3, 2.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.78 (d, Jun= 8.3 Hz,
1H; Ar-Hg’), 6.71 (d, Jnn = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.39 (d, Jnn= 2.1 Hz, 1H; Hpyprone 27), 6.19 (d,
Jnn=12.4 Hz, 1H; Hemyr o), 5.24 (s, 2H; OCH2.110), 4.73 (M, 1H; OCHa17), 3.70 (s, 3H; OCHa.
10), 3.64 (s, 3H; OCHa.10), 3.50 (s, 3H; CH20CHs.12), 1.91-1.61 (m, 8H; CHCH2.12:113°). B°C
NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.2 (C1), 163.7 (C3), 162.8 (Cs-), 149.8 (Cs), 149.7 (Cs), 149.6
(C7), 148.7 (C7), 138.7 (Cp), 128.1 (C4), 124.6 (C4), 122.5 (Cs), 119.6 (Cs), 118.8 (Cy), 115.6
(Cs+2), 114.0 (Ce’), 112.7 (Co), 110.3 (C2), 109.0 (Co), 95.2 (C11), 80.5 (C11), 56.5 (C12), 56.0
(C10°), 55.9 (C10), 32.9 (C12), 24.1 (C13°). ESI-HRMS [M+H]*" m/z = 479.2075 (calculated for
CasH3107: 479.2064); [M+Na]* m/z = 501.1870 (calculated for CsH3zoNaO7: 501.1884);
[M+K]*m/z = 517.1599 (calculated for C2sH31KO7: 517.1623).

(E)-2-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-
4H-pyran-4-one (38)

CasH27NOs

M.W.: 437.49 g.mol*
Re=0.29 (EtOAC: 100%)
Yield: 46% as an orange solid
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To a stirred solution of 2-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)phenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-
one 26 (346 mg, 1.25 mmol) and 4-(dimethylamino)-3-methoxybenzaldehyde 32 (342 mg, 1.91
mmol, 1.52 eq.) in dry EtOH (12 mL) at room temperature was added fresh EtONa solution
(1.13M in EtOH, 2 mL, 2.26 mmol, 1.80 eq.) dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C
(CCM, SiO2, EtOAC 100%). The reaction mixture was quenched with water (10 mL). The crude
product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous phase was
further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed with water
(3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SOyg, filtered, and evaporated under reduced
pressure. Chromatography on silica gel with EtOAc (100%) afforded the title compound 38 as
an orange solid (249 mg, 46%).
M.p.: 137 °C. IR (ATR, cm™): 2938, 2828, 1641, 1591, 1504. UV-Vis (DMSO): 388 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.44 (dd, Jun = 8.5, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.40 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Hetnyi 5), 7.30 (d, Jup = 1.6 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.28 (d, Jun = 8.5 Hz, 1H; Ar-He), 7.09
(dd, Jun= 8.1, 1.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.03 (d, Jux = 1.4 Hz, 1H; Ar-Ho), 6.90 (m, 1H; Ar-Hs),
6.64 (d, Jun=2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.62 (d, Ju,x = 15.9 Hz, 1H; Hethyi o), 6.27 (d, Jnn= 1.9 Hz,
1H; Hpyrone 2°), 5.31 (S, 2H; OCH2.110), 3.97 (s, 3H; OCHz3.10), 3.96 (s, 3H; OCHzs.1¢°), 3.53 (5,
3H; CH20CHz3.12), 2.86 (s, 6H; N(CH3)2). *C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.4 (C1), 162.8
(Ca), 162.1 (C3), 152.3 (Cs’), 150.0 (Cs), 149.4 (C7), 144.5 (C7), 136.2 (Cp), 128.7 (C4’), 125.8
(C4), 122.1 (Cs), 119.5 (Cs), 117.9 (C¢), 117.3 (Co), 116.0 (Cs), 113.2 (C>’), 110.6 (C>), 109.4
(Co), 109.3 (Co’), 95.3 (Ca1), 56.6 (C12), 56.2 (Cio), 55.7 (Cio’), 43.1 (Ci1+12°). ESI-HRMS
[M+H]" m/z = 438.1915 (calculated for C2sH2sNOe: 438.1911); [M+Na]* m/z = 460.1743
(calculated for C25H27NNaOe: 460.1731).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.03 (d, Jux = 8.5 Hz, 1H; Ar-He), 6.94 (dd, Jun=8.4, 1.7
Hz, 1H; Ar-Hs'), 6.90 (d, Ju,H = 1.8, 1H; Ar-Hy), 6.86 (d, Jun = 12.4 Hz, 1H; Ar-Hemyi ), 6.83
(m, 3H; Ar-Hs.6'+9°), 6.65 (d, JuH = 2.3 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.34 (d, Jun= 1.8 Hz, 1H; Hpyrone 2°),
6.17 (d, Jnn = 12.3 Hz, 1H; Hemyi o), 5.22 (s, 2H; OCH2-110), 3.68 (s, 3H; OCHz3.10), 3.63 (s,
3H; OCHs.1¢°), 3.47 (s, 3H; CH20CHs.12), 2.77 (s, 6H; N(CH3)2). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz):
0 =180.2 (Cy), 163.0 (C3), 162.3 (C3°), 151.7 (Cs’), 149.8 (Cs), 149.3 (C7), 143.3 (C7), 138.3
(Cp), 129.4 (C4’), 124.9 (Cs), 122.7 (Cs), 119.5 (Cs), 118.9 (Co), 117.6 (Cs’), 115.7 (Ce), 115.4
(C»), 111.9 (Cv), 110.3 (C»), 108.9 (Co), 95.2 (C11), 56.5 (C12), 55.9 (Ci0), 55.3 (Ci0’), 43.1
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(Cir+127). ESI-MS [M+H]" m/z = 438.1909 (calculated for C2sH2sNQOs: 438.1911); [M+Na]*
m/z = 460.1738 (calculated for CosH27NNaOs: 460.1731).

(E)-2-(3,4-dimethoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one (39)

C22H2006

M.W.: 380.40 g.mol™*

Rr= 0.30 (EtOAC 100%)
Yield: 91% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(3,4-dimethoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 33 (165 mg, 0.39 mmol) in MeOH (10 mL) at
room temperature was added an excess of HCI 1M (3 mL, 3.00 mmol, 7.71 eq.) dropwise and
the mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was
guenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 39 as a yellow solid (134 mg, 91%).

M.p.: 85 °C. IR (ATR, cm™): 3344, 3063, 2932, 1641, 1623, 1596, 1508. UV-Vis (DMSO):
363 nm.

E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.47 (dd, Jun = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.43 (d, Jnn = 16.0
Hz, 1H; Hemyip), 7.27 (d, Jup = 2.1 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.13 (dd, Jupn = 8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs),
7.09 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.07 (d, Jupn = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.90 (d, Jun = 8.3 Hz,
1H; Ar-Hs), 6.71 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.65 (d, Jn,n = 16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 6.39 (d,
Jun= 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 27), 4.00 (s, 3H; OCHa.10), 3.97 (s, 3H; OCHa.10°), 3.94 (s, 3H; OCHs-
ir). BC NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.5 (C1), 163.4 (Cs), 162.2 (C3’), 151.0 (C7’), 149.6
(Cg), 149.2 (C7), 147.2 (Cs), 136.2 (Cp), 128.1 (C4’), 123.8 (C4), 122.2 (Cs’), 120.4 (Cs), 117.8
(Co), 115.2 (Ce), 113.2 (C2), 111.4 (Ce), 110.0 (Co), 109.3 (Cz), 108.4 (Co), 56.3-56.2
(Ciononir’). ESI-HRMS [M+H]*m/z = 381.1341 (calculated for C22H2106: 381.1333); [M+Na]*
m/z = 403.1122 (calculated for C22H20NaOe: 403.1152).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 6.95 (ddd, Jun= 8.3, 2.0, 0.5 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.88 (d, Jn
= 2.2 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.87 (d, Jun = 12.3 Hz, 1H; Hemyi p), 6.82 (m, 3H; Ar-Hssep), 6.78 (d,
Jup = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.65 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.35 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H;
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Hpyrone 27), 6.19 (d, Jnn = 12.5 Hz, 1H; Hemyi o), 3.86 (s, 3H; OCHs.11°), 3.70 (s, 3H; OCHas.10),
3.67 (s, 3H; OCHa.10). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.3 (Cy), 163.6 (C3), 162.2 (C3),
149.8 (C7), 149.1 (C7), 148.9 (Cs’), 146.9 (Cs), 138.1 (Cp), 128.7 (C4’), 123.0 (C4), 122.5 (Cs),
120.4 (Cs), 119.5 (Cy), 1155 (C), 114.9 (Cs), 111.9 (Co), 111.1 (Cs’), 109.9 (C2), 108.1 (Cy),
56.1 (Cir’), 56.0 (Ci0), 55.9 (Cip’). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 381.1356 (calculated for
C22H2106: 381.1333); [M+Na]" m/z = 403.1142 (calculated for C22H20NaOe: 403.1152).

(E)-2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one (40)

CasH2606

M.W.: 422.48 g.mol*

Rr= 0.27 (EtOAC 100%)
Yield: 93% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 34 (205 mg, 0.44 mmol) in MeOH (10 mL) at
room temperature was added an excess of HCI 1M (3 mL, 3.00 mmol, 6.82 eq.) dropwise and
the mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was
quenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 40 as a yellow solid (172 mg, 93%).

M.p.: 122 °C. IR (ATR, cm™): 3394, 3069, 2951, 1641, 1618, 1597, 1508. UV-Vis (DMSO):
364 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 7.46 (dd, Ju+ = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.42 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Heuy ), 7.27 (d, Jup = 2.1 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.10 (dd, Jup = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs),
7.09 (d, Ju,n= 2.0 Hz, 1H; Ar-Hy’), 7.07 (d, Ju,x = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.89 (d, Ju,x= 8.1 Hz,
1H: Ar-Hg), 6.71 (d, Jupn = 2.2 Hz, 1H; Hoyrone 2), 6.64 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Heripr o), 6.39 (d,
JuH = 2.1 Hz, 1H; Hpprone 27), 4.07 (t, Jnn = 6.8 Hz, 2H; OCH2.11°CHy), 4.00 (s, 3H; OCHs.10),
3.95 (s, 3H; OCHz3.1¢°), 1.85 (m, 2H; OCH2CH>.12°CHy), 1.51 (m, 2H; CH2-13:CH3), 0.99 (t, Jn,H
= 7.4 Hz, 3H; CH2CHa.14). C NMR (CDCls, 100 MHZ): 6 = 180.3 (C1), 163.4 (Cs), 162.4
(C3), 150.7 (C7), 149.8 (Cx), 149.0 (C7), 147.0 (Cs), 1365 (Cp), 127.7 (C+), 123.6 (Ca), 122.2
(Cs?), 120.3 (Cs), 117.4 (Ca), 115.1 (Ce), 112.7 (C2), 112.5 (Cs), 109.8 (Cs"), 109.7 (Cz), 108.3
(Co), 68.8 (Ci1°), 56.2 (Ci¢’), 56.1 (C1o), 31.1 (Ci2), 19.2 (Ci3’), 13.8 (Cis’). ESI-HRMS
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[M+H]" m/z = 423.1810 (calculated for CasH270s: 423.1802); [M+Na]®” m/z = 445.1642
(calculated for C2sH26NaOs: 445.1622).

Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 6.93 (dd, Ju,x= 8.3, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.88 (d, Juu=2.1
Hz, 1H; Ar-Ho), 6.86 (d, Jun = 12.0 Hz, 1H; Hemyi p), 6.83 (M, 3H; Ar-Hssep), 6.77 (d, JuH =
8.3 Hz, 1H; Ar-Hg’), 6.65 (d, Ju,n= 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.35 (d, Ju,x = 2.1 Hz, 1H; Hpyprone 27),
6.18 (d, Jun = 12.3 Hz, 1H; Hemyi o), 3.98 (t, Jnn = 6.7 Hz, 2H; OCH2.11°-CH>), 3.70 (s, 3H;
OCHa.10), 3.65 (s, 3H; OCHz-1¢), 1.80 (m, 2H; OCH2CH2-12°CH>), 1.48 (m, 2H; CH2-13:CHa),
0.97 (t, Jnn = 7.4 Hz, 3H; CH2CHa.14). *C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 180.3 (C1), 163.6
(C3), 162.3 (C3), 149.5 (C7), 149.2 (Cs’), 149.1 (C7), 147.0 (Cs), 138.2 (Cp), 128.4 (C4’), 122.9
(C4),122.6 (Cs°), 120.4 (Cs), 119.3 (C,), 115.4 (C>), 114.9 (Ce), 112.4 (Ce9°), 109.8 (C2), 108.1
(Co), 68.9 (Cir), 56.01 (Cio’), 55.97 (C0), 31.3 (Ci2), 19.3 (Ci3), 14.0 (Ci4). ESI-HRMS
[M+H]" m/z = 423.1807 (calculated for C2sH2706: 423.1802); [M+Na]* m/z = 445.1595
(calculated for C2sH26NaOs: 445.1622).

(E)-2-(4-(dodecyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-
one (41)

127 14 16 18 20 22

C33H420¢ M.W.: 534.69 g.mol*
Rf= 0.35 (EtOACc 100%) Yield: 99% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 35 (1.75 g, 3.02 mmol) in MeOH (100 mL) at room
temperature was added an excess of HCI 2M (8 mL, 16.00 mmol, 5.29 eq.) dropwise and the
mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was
quenched with water (100 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 41 as a yellow solid (1.60 g, 99%).

M.p.: 70 °C. IR (ATR, cm™): 3395, 2918, 2851, 1641, 1595, 1504. UV-Vis (DMSO): 364 nm.
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E isomer:

!H NMR (CDClz, 400 MHz): 6 = 7.45 (dd, Jun = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.40 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Hemyi p), 7.26 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.10 (dd, Jun = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs),
7.08 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ar-Hy’), 7.07 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.89 (d, Jun= 8.0 Hz,
1H; Ar-Hs"), 6.63 (d, Jun= 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.62 (d, Jn,n=16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 6.29 (d,
Jun=2.1Hz, 1H; Hyyrone 2°), 4.05 (t, JnH = 6.9 Hz, 2H; OCH2-11°-Dodec), 3.99 (S, 3H; OCHj3.10),
3.94 (s, 3H; OCHa.1¢°), 1.86 (m, 2H; OCH2CH2-12°-podec), 1.47 (M, 2H; OCH2CH2CH2-13"-podec),
1.38-1.24 (m, 16H; (CH2)n-podec), 0.88 (t, Jun = 6.8 Hz, 3H; CH2CH3.22-podec). *C NMR
(CDCls, 100 MHz): 0 = 180.5 (C1), 163.2 (C3), 162.1 (C3°), 150.7 (C7’), 149.9 (Cs’), 149.0 (Cv),
147.1 (Cs), 136.1 (Cp), 127.9 (Cs), 123.9 (C4), 122.2 (Cs), 120.3 (Cs), 117.7 (C), 115.2 (Cs),
113.3 (C»), 112.7 (Cs¢’), 110.2 (C2), 109.9 (Cy'), 108.4 (Co), 69.3 (C11°), 56.3 (Ci0°), 56.2 (Cuo0),
32.1 (Cpodec), 29.80 (Cpodec), 29.78 (Cbodec), 29.73 (Cbodec), 29.69 (Cpodec), 29.53 (Cpodec), 29.49
(Coodec), 29.2 (Ci2), 26.1 (Ci3°), 22.8 (C2r°), 14.3 (C22’). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 535.3092
(calculated for Cs3Ha3Oe: 535.3054); [M+Na]* m/z = 557.2899 (calculated for CszHa2NaOs:
557.2874); [M+K]" m/z = 573.2570 (calculated for Cs3sH,KOs: 573.2613).

Z isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 6.93 (dd, Ju,+ = 8.3, 1.6 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.88-6.82 (m, 5H;
Ar-Hsss99° + Hemyi g), 6.76 (d, Jnn = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hg’), 6.63 (d, Jn,n = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2),
6.33 (d, Jnn=2.1 Hz, 1H; Hpprone 27), 6.17 (d, Jnn = 12.3 Hz, 1H; Hemyi o), 6.07 (br s, 1H; OH),
3.97 (t, Jun = 6.7 Hz, 2H; OCH2-1:°CHy), 3.70 (s, 3H; OCHz3.10), 3.65 (s, 3H; OCHzs.1¢°), 1.81
(m, 2H; OCH2CH2-12-podec), 1.44 (M, 2H; OCH2CH2CH2-13°-podec), 1.35-1.24 (m, 16H; (CH2)n.
Dodec), 0.88 (t, Jun = 6.8 Hz, 3H; CH2CH3-22"-podec). **C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.3
(C1), 163.4 (C3), 162.1 (C3’), 149.5 (C7), 149.2 (Cs’), 149.0 (C7), 146.9 (Cs), 138.1 (Cp), 128.5
(C4), 123.0 (C4), 122.6 (Cs’), 120.3 (Cs), 119.3 (Cy), 115.5 (Cy), 114.9 (Ce), 112.5 (C¢), 112.4
(Co), 109.9 (C»), 108.1 (Cy), 69.2 (Ci1°), 56.00 (Ci0°), 55.97 (C10), 32.1 (Cpodec), 29.80 (Cpodec),
29.78 (Cpodec), 29.74 (Cpodec), 29.70 (Cbodec), 29.53 (Cpodec), 29.49 (Cpodec), 29.2 (Ci2), 26.1
(Ci3), 22.8 (Car), 14.3 (C22). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 535.3097 (calculated for Cs3Ha30e:
535.3054); [M+Na]* m/z = 557.2864 (calculated for C3sHa2NaOs: 557.2874); [M+K]" m/z =
573.2577 (calculated for C33sH42KOs: 573.2613).
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(E)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-(4-isopropoxy-3-methoxystyryl)-4H-pyran-4-one
(42)

C24H2406

M.W.: 408.45 g.mol™*

R = 0.24 (EtOAC 100%)
Yield: 96% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-isopropoxy-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 36 (190 mg, 0.41 mmol) in MeOH (10 mL) at
room temperature was added an excess of HCI 1M (3 mL, 3.00 mmol, 7.38 eq.) dropwise and
the mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was
quenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 42 as a yellow solid (165 mg, 96%).

M.p.: 94°C. IR (ATR, cm™): 3068, 2970, 1641, 1630, 1589, 1504. UV-Vis (DMSO): 364 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.45 (dd, Jun = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.41 (d, Jun=16.0
Hz, 1H; Hethy ), 7.27 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ho), 7.08 (m, 3H; Ar-Hs+9+6), 6.91 (d, Jun = 8.7
Hz, 1H; Ar-Hs"), 6.68 (d, Ju,n = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.63 (d, Ju,n = 16.0 Hz, 1H; Hetnyi o), 6.38
(d, Inn = 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 4.61 (m, 1H; OCH;;*), 4.00 (s, 3H; OCHa.10), 3.95 (s, 3H;
OCHzs.10°), 1.40 (d, Jun = 6.1 Hz, 6H; CHCHs3.12). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 180.3
(Cy), 163.3 (C3), 162.2 (C3’), 150.5 (Cg), 149.4 (C7), 149.0 (C7), 147.0 (Cg), 136.3 (Cp), 127.9
(Cs), 123.6 (C4), 122.0 (Cs*), 120.3 (Cs), 117.5 (Cy), 115.1 (Ce), 114.8 (Cs’), 112.8 (C>’), 110.1
(Co), 109.7 (C»), 108.3 (Co), 71.4 (Ci1°), 56.1 (Cio+10°), 22.0 (C12°). ESI-HRMS [M+H]" m/z =
409.1666 (calculated for Ci4H2506: 409.1646); [M+Na]* m/z = 431.1457 (calculated for
C24H24NaOs: 431.1465); [M+K]" m/z = 447.1184 (calculated for C2sH24KOe: 447.1204).

Z isomer:

IH NMR (CDCls, 400 MHz): ¢ = 6.91 (dd, Jun = 8.7, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs"), 6.88 (d, Jun= 2.3
Hz, 1H; Ho), 6.86 (d, Jnx = 13.1 Hz, 1H; Hemyi p), 6.84 (M, 3H; Hsser9), 6.77 (d, JuH = 8.3 Hz,
1H; Ar-Hg’), 6.66 (d, Jn,n= 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.36 (d, Jn,n= 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 27), 6.18 (d,
Jun=12.4 Hz, 1H; Hemyi o), 4.49 (m, 1H; OCH;;°), 3.70 (s, 3H; OCHs.10), 3.65 (s, 3H; OCHa.
10’), 1.35 (s, 3H; CHCHz3.12’), 1.33 (s, 3H; CHCHz3.12’). *C NMR (CDClI3, 100 MHz): 6 = 180.3
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(C1), 163.6 (Cs), 162.3 (C), 149.9 (Cy’), 149.1 (C7), 148.3 (C7’), 146.9 (Cs), 138.2 (Cp), 128.6
(C4), 122.9 (C4), 122.5 (Cs), 120.3 (Cs), 119.2 (Cy), 115.4 (C2’), 114.9 (Ce), 114.6 (Cs), 112.7
(Cy), 109.8 (C>), 108.1 (Cg), 71.4 (Cir’), 55.98 (Cio’), 55.96 (C10) 22.1 (Ci2’). ESI-HRMS
[M+H]* m/z = 409.1643 (calculated for Ca4H2506: 409.1646); [M+Na]® m/z = 431.1462
(calculated for C24H24NaOg: 431.1465); [M+K]* m/z = 447.1182 (calculated for C24H24KOg:
447.1204).

(E)-2-(4-(cyclopentyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-
4-one (43)

C26H2606

M.W.: 434.49 g.mol*
Rf=0.32 (EtOACc 100%)
Yield: 99% as a yellow solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-(cyclopentyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 37 (200 mg, 0.42 mmol) in MeOH (10 mL) at
room temperature was added an excess of HCI 1M (3 mL, 3.00 mmol, 7.18 eq.) dropwise and
the mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO2, EtOAc 100%). The reaction mixture was
quenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water, and
finally dried to afford the title compound 43 as a yellow solid (180 mg, 99%).

M.p.: 105 °C. IR (ATR, cm™): 3351, 3071, 2934, 1639, 1622, 1595, 1505. UV-Vis (DMSO):
365 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.45 (dd, Jux = 8.3, 1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.41 (d, Jun = 16.0
Hz, 1H; Hetnyi ), 7.27 (d, Jup = 2.0 Hz, 1H; Hg), 7.08 (m, 3H; Ar-Hs-9.4), 6.89 (d, Jun = 8.0
Hz, 1H; Ar-Hs"), 6.66 (d, Ju,n = 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.62 (d, Ju,n = 16.1 Hz, 1H; Hethyi o), 6.33
(d, Jnn = 1.8 Hz, 1H; Hpyrone 27), 4.83 (m, 1H; OCH;;°), 3.99 (s, 3H; OCHs.11), 3.92 (s, 3H;
OCHs.11°), 2.00-1.61 (m, 8H; CHCHa.12> CH2.13). 33C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 180.5 (C1),
163.4 (Cs), 162.4 (Cs'), 150.4 (Cs), 150.0 (C7), 149.1 (C7), 147.1 (Cs), 136.4 (Cp), 127.7 (Cs’),
123.8 (C4), 122.2 (Cs*), 120.4 (Cs), 117.5 (Cy), 115.2 (C¢), 114.4 (Ce), 113.0 (Cy’), 110.2 (Co’),
110.0 (C»), 108.4 (Co), 80.7 (C11°), 56.4 (C10°), 56.3 (C10), 33.0 (Ci12), 24.3 (C13°). ESI-HRMS
[M+H]" m/z = 435.1814 (calculated for CazsH270s: 435.1802); [M+Na]® m/z = 457.1601
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(calculated for CsH26NaOg: 457.1622); [M+K]" m/z = 473.1367 (calculated for C2sH26KOg:
473.1361).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 6.91 (dd, Jun = 8.4, 1.7 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.87 (d, Jnn = 2.0
Hz, 1H; Ho), 6.86 (d, Jun = 12.1 Hz, 1H; Hemyi g), 6.84 (M, 3H; Hsser9), 6.75 (d, Jun = 8.3 Hz,
1H; Ar-Hg), 6.67 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.36 (d, Jnn= 2.1 Hz, 1H; Hyprone 27), 6.18 (d,
Jun=12.4 Hz, 1H; Hemyr o), 4.71 (M, 1H; OCH;;), 3.71 (s, 3H; OCHa10), 3.64 (s, 3H; OCHs.
10°), 2.00-1.53 (m, 8H; CHCHa-12> CH2.13°). *°C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 180.3 (C1), 163.6
(Cs), 162.3 (Cs), 149.6 (Cs’), 149.0 (Cy), 148.7 (C7), 146.8 (Cg), 138.3 (Cp), 128.2 (C#), 123.0
(C4), 122.6 (Cs), 120.3 (Cs), 119.1 (Cy), 115.3 (C2), 114.9 (C), 114.1 (Ce), 112.7 (Co), 109.8
(C2), 108.0 (Co), 80.5 (Ci0°), 56.1 (Ci11°), 56.0 (C11), 33.0 (C12°), 24.2 (C13°). ESI-HRMS [M+H]*
m/z = 435.1801 (calculated for C2sH2706: 435.1802); [M+Na]" m/z = 457.1610 (calculated for
Co6H26NaOs: 457.1622); [M+K]* m/z = 473.1348 (calculated for C2sH26KOs: 473.1361).

(E)-2-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-
4-one (44)

C23H23NOs

M.W.: 393.44 g.mol*

Rf=10.32 (EtOAc/MeOH: 95/5)
Yield: 83% as an orange solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-6-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)phenyl)-4H-pyran-4-one 38 (200 mg, 0.46 mmol) in MeOH (20 mL) at
room temperature was added an excess of HCI 1M (2 mL, 4.00 mmol, 8.75 eq.) dropwise and
the mixture was refluxed during 3h (CCM, SiO., EtOAc/MeOH 95:5). The reaction mixture
was quenched with water (10 mL). The precipitate obtained was filtered, washed with water,
and finally dried to afford the title compound 44 as an orange solid (150 mg, 83%).

M.p.: 158 °C. IR (ATR, cm™): 3234 (br), 2970, 1641, 1557, 1506. UV-Vis (DMSO): 394 nm.

E isomer:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 9.80 (s, 1H; OH), 7.55 (dd, Jun = 8.3, 2.1 Hz, 1H; Ar-
Hs), 7.49 (d, Jun = 16.1 Hz, 1H; Hemyip), 7.48 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.30 (d, Jhn= 1.8
Hz, 1H; Ar-Ho)), 7.22 (dd, Jun = 8.3, 1.8 Hz, 1H; Ar-Hs?), 7.01 (d, Jup = 16.1 Hz, 1H; Hemyia),
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6.96 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.86 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.82 (d, Jnn= 2.2 Hz,
1H; Hpyrone 2), 6.29 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 3.90 (s, 3H; OCHz-10), 3.87 (s, 3H; OCHs.
10°), 2.78 (s, 6H; N(CHz3)2). 13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 = 178.9 (C1), 162.1 (Cs), 161.6
(Cs), 151.4 (Cg), 150.0 (C7), 148.0 (Cs), 143.7 (C7), 135.4 (Cp), 128.0 (C4’), 122.1 (Cs’), 122.0
(C4), 119.6 (Cs), 117.2 (Co), 117.0 (Ce), 115.8 (Ce), 112.2 (C>’), 110.3 (Cy), 109.8 (Co), 108.7
(C2), 55.8 (C10), 55.5 (Ci¢°), 42.3 (Ci1°). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 394.1664 (calculated for
C23H24NOs: 394.1649); [M+Na]* m/z = 416.1478 (calculated for C2sH23NNaOs: 416.1468).

Z isomer:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): 6 =9.70 (s, 1H; OH), 6.98 (d, Ju,n= 1.9 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.93
(d, Jnn= 1.9 Hz, 1H; Ar-Ho"), 6.92 (d, Jun = 12.2 Hz, 1H; Hemyi ), 6.91 (M, 1H; Ar-Hs), 6.80
(d, JnH = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.79 (dd, Jnn= 7.9, 2.3 Hz, 1H; Ar-Hs'), 6.67 (dd, JuH= 8.4,
1.9 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.62 (d, JuH = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.31 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Huprone 2),
6.30 (d, Ju,H=12.6 Hz, 1H; Hemyia), 3.58 (5, 3H; OCHz-10), 3.53 (5, 3H; OCHz-10°), 2.69 (s, 6H;
N(CHs)2). 13C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 = 178.8 (C1), 162.3 (Cs), 161.5 (Cs°), 150.8 (Cs),
149.8 (C7), 147.7 (Cg), 142.5 (C7), 137.6 (Cp), 128.8 (C4’), 122.3 (Cs), 121.4 (C4), 119.4 (Cs),
118.9 (C,), 117.0 (C¢), 115.3 (Cs), 114.8 (Cy’), 112.3 (Co), 109.2 (Co), 108.8 (Cz), 56.3 (C1o0),
56.2 (Ci0), 42.3 (Ci1’). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 394.1654 (calculated for C23H24NOs:
394.1649); [M+Na]" m/z = 416.1453 (calculated for C23H23NNaOs: 416.1468).

11.4. Malo-photoswitches synthesis

(E)-4-(2-(6-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)-4-(dicyanomethylene)-4H-pyran-2-yl)vinyl)-2-
methoxyphenyl acetate (45)

CasH22N207

M.W.: 498.49 g.mol™

Rf= 0.29 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)
Yield: 89% as a brown solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-(4-hydroxy-3-
methoxystyryl)-4H-pyran-4-one 1 (15 mg, 40.6 pumol) in Ac2O (5 mL) at room temperature
was added malononitrile (14 mg, 0.21 mmol, 5.17 eq.) and the mixture was refluxed at 140°C

during 2h (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction mixture was cooled to room
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temperature and then quenched with water (5 mL). Under stirring conditions, Na,CO3 (1M)
was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture was adjusted to 7. The
crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na>SQg, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with Cyclohexane/EtOAc 1:1 afforded
the title compound 45 as a brown solid (18.1 mg, 89%).

M.p.: 232 °C. IR (ATR, cm™): 2918, 2208, 1751, 1642, 1592, 1507. UV-Vis (DMSO): 417

nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.48 (dd, Jun = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.46 (d, Jun=16.2
Hz, 1H; Hemyi p), 7.35 (d, Inn=1.9 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.23 (d, Jn,n=8.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.13 (m,
3H; Ar-Hs +s+9°), 7.04 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.79 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2°),
6.75 (d, Ju,H = 16.0 Hz, 1H; Hemyr o), 3.95 (S, 3H; OCHaz-10), 3.91 (s, 3H; OCHz.10°), 2.36 (S, 3H;
OCCHa.12), 2.34 (s, 3H; OCCHzs.12). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 165.9 (C1°), 165.7
(C11), 159.4 (C3), 158.5 (Cs), 155.9 (C1), 152.1 (Cs), 151.8 (Cs), 143.3 (C7), 141.9 (C7), 137.7
(Cp), 133.5(C4), 129.3 (Ca), 124.0 (Ce), 123.7 (Cs), 121.4 (Cs’), 119.6 (Cs), 118.6 (C,), 115.1
(Cs+47), 110.9 (Cy’), 110.2 (Co), 107.8 (C2>’), 104.5 (C>), 60.8 (C»), 56.4 (C10), 56.2 (Ci0°), 20.8
(Ci2+127). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 471.1935 (calculated for CasH27N2Os: 471.1914);
[M+Na]" m/z = 493.1715 (calculated for C2sH26N2NaOs: 493.1734).

(E)-4-(6-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-4-(dicyanomethylene)-4H-pyran-2-yl)-2-methoxy
phenyl acetate (46)

C30H28N20s
M.W.: 512.56 g.mol™
Rf=0.27 (Cyclohexane/EtOAc: 7/3)

0" e Yield: 86% as a brown solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one 40 (110 mg, 0.26 mmol) in Ac.O (10 mL) at room

temperature was added malononitrile (86 mg, 1.30 mmol, 5.00 eqg.) and the mixture was
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refluxed at 140°C during 2h (CCM, SiOz, Cyclohexane/EtOAc 7:3). The reaction mixture was
cooled to room temperature and then quenched with water (10 mL). Under stirring conditions,
Na>COs3 (1M) was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture was
adjusted to 7. The crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated.
The aqueous phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases
were washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na;SOg, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with Cyclohexane/EtOAc
7:3 afforded the title compound 46 as a brown solid (115 mg, 86%).

M.p.: 179 °C. IR (ATR, cm™): 2911, 2209, 1759, 1641, 1589, 1506, 1497. UV-Vis (DMSO):
404 nm.

E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.50 (dd, Jun = 8.3, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.45 (d, Jun = 15.9
Hz, 1H; Hewmyi g), 7.36 (d, Inn= 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.23 (d, JuH = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.11
(dd, Ju,n=8.3, 1.8 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.08 (d, Jun= 1.8 Hz, 1H; Ar-Ho’), 7.03 (d, Jhn= 1.9 Hz,
1H; Hpyrone 2), 6.91 (d, Ju,n = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hg’), 6.76 (d, Jun= 1.9 Hz, 1H; H,yr0ne 2°), 6.66 (d,
Jun=15.9 Hz, 1H; Hemyi o), 4.08 (t, JuH = 6.8 Hz, 2H; OCH2-11°CH>), 3.96 (s, 3H; OCHs.10),
3.95 (s, 3H; OCHas.j¢°), 2.36 (s, 3H; OCCHas-12), 1.86 (m, 2H; OCH2CH3-12°CHy), 1.51 (m, 2H;
CHa2-13:CH3), 0.99 (t, Jun= 7.4 Hz, 3H; CH2CH3.14°). 13C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 165.7
(C11), 159.3 (C3), 159.2 (C3), 156.1 (C1), 152.1 (Cs), 151.4 (C7), 150.0 (Cs’), 143.3 (C7), 138.6
(Cp), 129.5 (Cas), 127.4 (Cs), 124.0 (Ce), 122.9 (Cs), 119.6 (Cs), 116.0 (Cy), 115.3 (C3-+47),
112.6 (Cs’), 110.2 (Co), 109.9 (Cy’), 107.0 (C2'), 104.4 (C2), 69.0 (C11), 60.1 (C27), 56.4 (C1o),
56.3 (Ci0), 31.2 (Ci2’), 20.8 (C12), 19.3 (Ci3°), 14.0 (Ci4’). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 513.2045
(calculated for CsoH29N206: 513.2020); [M+Na]* m/z = 535.1823 (calculated for
CsoH28N2NaOs: 535.1840).

(E)-4-(6-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-4-(dicyanomethylene)-4H-pyran-2-yl)-2-
methoxy phenyl acetate (47)
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C3gH44N206 M.W.: 624.78 g.mol*
Rf=10.32 (DCM 100%) Yield: 96% as an orange solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one 41 (1.30 g, 2.43 mmol) in Ac.O (100 mL) at room
temperature was added malononitrile (900 mg, 13.62 mmol, 5.60 eq.) and the mixture was
refluxed at 140°C during 3h (CCM, SiO,, DCM 100%). The reaction mixture was cooled to
room temperature and then quenched with water (100 mL). Under stirring conditions, Na2COz3
(1M) was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture was adjusted to 7.
The crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x50 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na>SQg, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with DCM 100% afforded the title
compound 47 as an orange solid (1.46 mg, 96%).

M.p.: 162 °C. IR (ATR, cm™): 2918, 2210, 1759, 1643, 1589, 1553, 1499. UV-Vis (DMSO):
407 nm.

E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.50 (dd, Jun = 8.3, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.45 (d, Jun=15.9
Hz, 1H; Hemi 5), 7.36 (d, Jup = 2.0 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.23 (d, Jup = 8.3 Hz, 1H; Ar-He), 7.11
(dd, Jun=8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.08 (d, Ju,n= 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy’), 7.03 (d, JuH = 2.0 Hz,
1H; Hpyrone 2), 6.90 (d, Ju,x = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hg), 6.76 (d, Ju,n= 2.0 Hz, 1H; H,yrone 2°), 6.66 (d,
Jun=15.9 Hz, 1H; Hemyi o), 4.07 (t, Jun = 6.9 Hz, 2H; OCHa-11--podec), 3.96 (S, 3H; OCHa.10),
3.95 (s, 3H; OCHzs.1¢), 2.36 (s, 3H; OCCHz3.12), 1.87 (m, 2H; OCH2CH2-12-podec), 1.45 (m, 2H;
OCH2CH2CH2-13"-podec), 1.38-1.27 (m, 16H; (CH2)n-podec), 0.88 (t, Jn,x = 6.8 Hz, 3H; CH2CHa.
22-Dodec). °C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 165.7 (Ca1), 159.3 (C3), 159.2 (Cs’), 156.1 (Ca),
152.1 (Cs), 151.5 (C77), 150.0 (Csg'), 143.3 (C7), 138.6 (Cp), 129.5 (Ca4), 127.4 (C4’), 124.0 (Ce),
122.9 (Cs’), 119.6 (Cs), 116.0 (Cy), 115.4 (C5 or Cs), 115.3 (C3 0r C4), 112.7 (Cs’), 110.2 (Co),
109.9 (Cy), 107.0 (C2), 104.4 (C2), 69.3 (Ci1°), 60.2 (C2~), 56.4 (C10), 56.3 (Ci0°), 32.1 (Cpodec),
29.80 (Cpodec), 29.78 (Coodec), 29.74 (Cpodec), 29.69 (Cpodec), 29.52 (Cpodec), 29.49 (Cpodec), 29.2
(Ci2), 26.1 (Ci3), 22.8 (Carv), 20.8 (C12), 14.3 (C22’). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 625.3238
(calculated for CszgHasN2Os: 625.3272); [M+Na]® m/z = 647.3040 (calculated for
CagHaN2NaOs: 647.3092).
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(E)-4-(4-(dicyanomethylene)-6-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-4H-pyran-2-yl)-2-
methoxyphenyl acetate (48)

C28H25N305

M.W.: 483.52 g.mol*

Rf= 0.28 (Cyclohexane/EtOAc: 3/2)
Yield: 54% as a red solid

To a stirred solution of (E)-2-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-
methoxy phenyl)-4H-pyran-4-one 44 (65 mg, 0.17 mmol) in Ac20 (10 mL) at room temperature
was added malononitrile (55 mg, 0.83 mmol, 5.05 eq.) and the mixture was refluxed at 140°C
during 3h (CCM, SiO, Cyclohexane/EtOAc 3:2). The reaction mixture was cooled to room
temperature and then quenched with water (20 mL). Under stirring conditions, Na2COz (1M)
was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture was adjusted to 7. The
crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na SO, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with Cyclohexane/EtOAc 3:2 afforded
the title compound 48 as a red solid (43 mg, 54%).

M.p.: 232 °C. IR (ATR, cm™): 2970, 2901, 2201, 1769, 1636, 1587, 1543, 1489. UV-Vis
(DMSO): 418 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.50 (dd, Ju+ = 8.3, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.46 (d, Jux=15.9
Hz, 1H; Heui g), 7.36 (d, Jun = 1.9 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.23 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.11
(dd, Jun= 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs’), 7.04 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ar-Hy), 7.03 (d, Jun= 2.0 Hz,
1H; Hpyrone 2), 6.93 (M, 1H; Ar-Hg), 6.76 (d, Jun= 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 27), 6.66 (d, Jnn=15.9
Hz, 1H; Hemyi o), 3.97 (S, 3H; OCHz3.10), 3.96 (s, 3H; OCHzs.10°), 2.92 (s, 6H; N(CHz3-11°)2), 2.37
(s, 3H; OCCHjs.12). ¥C NMR (CDCls, 100 MHz): ¢ = 165.6 (C11), 159.3 (C3+3°), 156.0 (Ca),
152.1 (Cs+s’), 143.9 (C7), 143.3 (C7), 138.5 (Cg), 129.5 (Cas), 127.9 (C4), 124.1 (C¢), 122.8
(Cs?), 119.6 (Cs), 117.9 (C¢), 115.4 (Co), 115.3 (C3-44), 110.2 (Co), 109.7 (Co), 107.0 (C2),
104.4 (Cz), 56.4 (Cio+107), 55.9 (Cy»v), 43.2 (Cir’), 20.8 (C12). ESI-HRMS [M+H]* m/z =
484.1887 (calculated for C2sH26N30s: 484.1867); [M+Na]® m/z = 506.1664 (calculated for
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C2sH25N3NaOs: 506.1686).

(E)-2-(2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-6-(4-hydroxy-3-methoxystyryl)-4H-pyran-4-
ylidene)malononitrile (49)

C24H18N205

M.W.: 414.42 g.mol*

Rf=0.32 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)
Yield: 99% as a brown solid

To a stirred solution of (E)-4-(2-(6-(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)-4-(dicyanomethylene)-
4H-pyran-2-yl)vinyl)-2-methoxyphenyl acetate 45 (17 mg, 34.1 pmol) in MeOH (5 mL) at
room temperature was added an excess of KoCOs (47 mg, 0.34 mmol, 10 eq.) and the mixture
was refluxed at 65°C during 2h (CCM, SiO2, Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction mixture
was cooled to room temperature and then quenched with water (10 mL). Under stirring
conditions, HCI (1M) was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture
was adjusted to 7. The crude product was extracted with DCM and the organic phase was
separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined
organic phases were washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over
Na2SOg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with
Cyclohexane/EtOAc 1:1 afforded the title compound 49 as a brown solid (14 mg, 99%).

M.p.: 265 °C. IR (ATR, cm™): 3219, 2970, 2901, 2212, 1636, 1589, 1541, 1506. UV-Vis
(DMSO0): 430 nm.

E isomer:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 10.12 (s, 1H; OH11), 9.68 (s, 1H; OH,;), 7.62 (dd, JuH =
8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.58 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyi ), 7.52 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ar-
Ho), 7.40 (d, Jun = 1.5 Hz, 1H; Ar-Hy’), 7.25 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyiw), 7.19 (dd, JHH =
8.2, 1.5 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.02 (d, Ju,n = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.99 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-
Hs), 6.84 (d, Ju,H=8.4 Hz, 1H; Ar-Hs"), 6.83 (d, Ju,n=1.9 Hz, 1H; Hpyone 2°), 3.93 (s, 3H; OCHs.
10), 3.85 (s, 3H; OCHz3.1¢). 3C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 = 160.1 (C3), 159.7 (C3’), 156.2
(Cy), 151.2 (Cy), 149.4 (C7), 148.12 (Cg), 148.07 (Cs’), 138.3 (Cp), 126.6 (Cs), 123.5 (Cs),
121.0 (Cs), 120.7 (C4'), 115.8 (Co), 116.1 (Cs), 115.8 (C3++4+), 115.6 (Cs’), 110.6 (Co), 110.2
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(Co), 106.0 (C2’), 101.5 (C2), 55.9 (C1o), 55.7 (Cio’), 55.1 (C»7). ESI-HRMS [M+H]" m/z =
415.1306 (calculated for C24H19N20s: 415.1288); [M+Na]* m/z = 437.1090 (calculated for
C24H19N2NaOs: 437.1108).

(E)-2-(2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-

ylidene)malononitrile (50)

Ca2sH26N205
M.W.: 470.53 g.mol™
R¢= 0.35 (Cyclohexane/EtOAcC: 1/1)

Yield: 98% as a brown solid

To a stirred solution of (E)-4-(6-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-4-(dicyanomethylene)-4H-
pyran-2-yl)-2-methoxyphenyl acetate 46 (95 mg, 0.19 mmol) in MeOH (20 mL) at room
temperature was added an excess of K.COz (130 mg, 0.94 mmol, 5.08 eq.) and the mixture was
refluxed at 65°C during 2h (CCM, SiO», Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction mixture was
cooled to room temperature and then quenched with water (10 mL). Under stirring conditions,
HCI (1M) was added potionwise to the mixture and the pH value of the mixture was adjusted
to 7. The crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over Na,SQg, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with Cyclohexane/EtOAc
1:1 afforded the title compound 50 as a brown solid (85.4 mg, 98%).

M.p.: 196 °C. IR (ATR, cm™): 2970, 2901, 2208, 1645, 1593, 1514, 1506. UV-Vis (DMSO):
417 nm.

E isomer:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 10.10 (s, 1H; OH), 7.63 (dd, Jun = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-
Hs), 7.60 (d, Jun = 15.9 Hz, 1H; Hemyip), 7.52 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.41 (d, Jhn=1.9
Hz, 1H; Ar-Hy’), 7.31 (d, Ju s = 16.1 Hz, 1H; Hemyro), 7.29 (dd, Jnn = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs»),
7.03 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 7.02 (d, Ju = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.99 (d, Jun = 8.4 Hz,
1H; Ar-Hs), 6.86 (d, Jn,n= 2.0 Hz, 1H; Hpyrone27), 4.02 (t, Inn= 6.5 Hz, 2H; OCH2-11°CHy), 3.93
(s, 3H; OCHz3.10), 3.84 (s, 3H; OCHa.10°), 1.72 (m, 2H; OCH2CH2.12°CH>), 1.44 (m, 2H; CHo>.

230



PARTIE EXPERIMENTALE

13CHz3), 0.94 (t, JuH = 7.4 Hz, 3H; CH2CHa.14). *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): ¢ = 160.1
(Cg), 159.5 (C3’), 156.2 (C1), 151.2 (C7), 150.4 (C7), 149.0 (Cs’), 148.1 (Cg), 137.8 (Cp), 127.7
(Cs), 123.1 (Cs), 121.0 (Cs), 120.7 (Cs), 116.7 (Cy), 116.1 (Ce), 116.0 (Cs~), 115.7 (Cs»),
112.6 (Ce), 110.2 (Co), 110.0 (Co'), 106.3 (C2'), 101.6 (C2), 67.9 (C11), 55.9 (C10), 55.6 (Cio),
55.4 (C»»), 30.7 (Ci2), 18.7 (Ci3°), 13.7 (Ci4). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 471.1929 (calculated
for CosH27N20Os: 471.1914); [M+Na]® m/z = 493.1711 (calculated for CasH2sN2NaOs:
493.1734).

(E)-2-(2-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-

ylidene)malononitrile (51)

13 15 17 19 21
120 14 18 18 20 22
Ca3sHa2N20s M.W.: 582.74 g.mol ™
Rf=0.28 (DCM 100%) Yield: 98% as an orange solid

To a stirred solution of (E)-4-(6-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-4-(dicyanomethylene)-
4H-pyran-2-yl)-2-methoxyphenyl acetate 47 (1.40 g, 2.24 mmol) in MeOH (100 mL) at room
temperature was added an excess of K2COs (1.50 mg, 10.85 mmol, 4.84 eq.) and the mixture
was refluxed at 65°C during 2h (CCM, SiO2, DCM 100%). The reaction mixture was cooled to
room temperature and then quenched with water (50 mL). Under stirring conditions, HCI (1M)
was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture was adjusted to 7. The
crude product was extracted with DCM and the organic phase was separated. The aqueous
phase was further extracted with DCM (4x50 mL). The combined organic phases were washed
with water (3x50 mL) and brine (3x50 mL) then dried over Na,SOs, filtered, and evaporated
under reduced pressure. Chromatography on silica gel with DCM 100% afforded the title
compound 51 as an orange solid (1.28 mg, 98%).

M.p.: 146 °C. IR (ATR, cm™): 3223, 2916, 2849, 2201, 1645, 1591, 1514, 1499. UV-Vis
(DMSOQO): 416 nm.
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E isomer:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.50 (dd, Jun = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.45 (d, Jun = 15.9
Hz, 1H; Hemyi p), 7.27 (d, Jun = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.11 (dd, Jun = 8.4, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs),
7.08 (d, Ju,n= 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.07 (d, Jn,n = 1.9 Hz, 1H; Ar-Hy’), 6.97 (d, Ju,x= 2.0 Hz,
1H; Hpyrone 2), 6.90 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.73 (d, Jun= 1.9 Hz, 1H; Hpprone2?), 6.65 (d,
JuH=15.9 Hz, 1H; Hemyia), 6.09 (brs, 1H; OH), 4.07 (t, Ju,n = 6.9 Hz, 2H; OCH2-11°-Dodec), 4.03
(s, 3H; OCHzs.10), 3.95 (s, 3H; OCHs.i0°), 1.87 (m, 2H; OCH2CH2-12>-podec), 1.47 (m, 2H;
OCH2CH2CHz-13-Dodec), 1.36-1.27 (M, 16H; (CH2)n-podec), 0.88 (t, Jnn = 6.8 Hz, 3H; CH2CHs-
22Dodec). 3C NMR (CDCls, 100 MHz): ¢ = 160.0 (Cs), 159.0 (C3’), 156.3 (C1), 151.4 (C7),
150.0 (Cg), 149.9 (Cy), 147.2 (Cs), 138.2 (Cp), 127.5 (C4’), 122.8 (Cs), 122.7 (C4), 121.0 (Cs),
116.2 (Cy), 115.8 (Cs or C4+), 115.7 (C3 or Ca+), 115.4 (Cg), 112.7 (Cs?), 109.8 (Co'), 108.3
(Cv), 106.8 (C2), 102.8 (Cz), 69.3 (Ci1°), 58.9 (C2), 56.5 (C10), 56.3 (Ci0°), 32.1 (Cpodec), 29.80
(Cpodec), 29.78 (Cpodec), 29.73 (Cpodec), 29.69 (Cpodec), 29.52 (Cpodec), 29.49 (Cpodec), 29.2 (C12°),
26.1 (Ci3), 22.8 (Car), 14.3 (C2p). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 583.3157 (calculated for
CasHa3N20s: 583.3166); [M+Na]* m/z = 605.2967 (calculated for C3sH42N2NaOs: 605.2986).

(E)-2-(2-(4-(dimethylamino)-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-

pyran-4-ylidene)malononitrile (52)

C26H24N304

M.W.: 441.49 g.mol*

Rf=0.32 (Cyclohexane/EtOAc: 1/1)
Yield: 98% as a dark red solid

To a stirred solution of (E)-4-(4-(dicyanomethylene)-6-(4-(dimethylamino)-3-
methoxystyryl)-4H-pyran-2-yl)-2-methoxyphenyl acetate 48 (40 mg, 82.7 pumol) in MeOH (5
mL) at room temperature was added an excess of KoCOz (40 mg, 0.29 mmol, 3.50 eq.) and the
mixture was refluxed at 65°C during 1h (CCM, SiO,, Cyclohexane/EtOAc 1:1). The reaction
mixture was cooled to room temperature and then quenched with water (10 mL). Under stirring
conditions, HCI (1M) was added portionwise to the mixture and the pH value of the mixture
was adjusted to 7. The crude product was extracted with DCM and the organic phase was
separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x10 mL). The combined

organic phases were washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL) then dried over
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Na>SO0s, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with
Cyclohexane/EtOAc 1:1 afforded the title compound 52 as a dark red solid (35.7 mg, 98%).
M.p.: 225 °C. IR (ATR, cm™): 2988, 2901, 2208, 1636, 1589, 1520, 1422. UV-Vis (DMSO):
432 nm.

E isomer:

IH NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 = 10.10 (s, 1H; OH), 7.62 (dd, Jun = 8.4, 2.1 Hz, 1H; Ar-
Hs), 7.59 (d, Jun = 15.8 Hz, 1H; Hemyip), 7.51 (d, Jup = 2.2 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.35 (d, Juu=1.7
Hz, 1H; Ar-Ho), 7.27 (d, Jun = 16.0 Hz, 1H; Hemyi o), 7.24 (dd, Jnn=8.2, 1.7 Hz, 1H; Ar-Hs>),
7.02 (d, Jn,x= 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.99 (d, Jun = 8.4 Hz, 1H; Ar-He), 6.87 (d, Ju,n = 8.3 Hz,
1H; Ar-Hg), 6.84 (d, Jnn = 2.0 Hz, 1H; Hpprone 27), 3.93 (S, 3H; OCHzs-10), 3.87 (s, 3H; OCHs.
10°), 2.82 (s, 6H; N(CHs.11°)2). *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § = 160.1 (C3), 159.7 (C3"),
156.1 (Cy), 151.3 (Cs*), 151.2 (C7), 148.1 (Cg), 144.2 (C7), 138.0 (Cp), 127.8 (C4’), 123.2 (Cs’),
121.0 (Cs), 120.8 (C4), 117.0 (Cs’), 116.1 (Ce), 116.0 (Cs~), 115.9 (C,), 115.8 (C4»), 110.2
(Co+97), 106.1 (Cy’), 101.5 (C2), 55.9 (Cuo), 55.6 (Cio’), 55.1 (Cz»), 42.3 (Ci1°). ESI-HRMS
[M+H]" m/z = 442.1782 (calculated for CasH2sN3Os: 442.1761); [M+Na]* m/z = 464.1564
(calculated for C26H23N3NaO4: 464.1581).

11.5. Amphiphilic keto- and malo-compounds synthesis

17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzenesulfonate (53)*2°

C19H3209S
M.W.: 436.52 g.mol*

o LT
I
HO&O%AO/S\\O Rr= 0.37 (DCM/MeOH: 95/5)

Yield: 99% as a yellowish oil

To a stirred solution of 3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecane-1,17-diol (327 mg, 1.16 mmol)
in DCM (15 mL) at 0°C was added KI (40 mg, 0.24 mmol, 0.21 eq.) and Ag-0O (407 mg, 1.76
mmol, 1.52 eq.) slowly. After a few minutes, tosyl chloride (232 mg, 1.22 mmol, 1.05 eq.) was
added portionwise. Once the addition was completed, the mixture was stirred at 0°C for 1h.
(CCM, SiO,, DCM/MeOH 95:5). The reaction mixture was evaporated under reduced pressure
and chromatography on silica gel with MeOH (5%) in DCM afforded the title compound 53 as
a yellowish oil (502 mg, 99%).
'H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 7.79 (d, Ju,n = 8.3 Hz, 2H; Ar-H), 7.33 (d, Ju,x = 8.0 Hz, 2H;
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Ar-H), 4.15 (m, 2H, OCHy), 3.70-3.58 (m, 22H; PEG), 2.67 (br s, 1H; OH), 2.44 (s, 3H; Ar-
CHpa). The analyzes are agree with the literature.

2-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-6-methyl-4H-
pyran-4-one (54)

SO OO

HO 21 20 o 17 16 o 13 12 o
Ca2sH36010 M.W.: 496.55 g.mol*
Rf=0.36 (DCM/MeOH: 95/5) Yield: 94% as a brown oil

To a stirred solution of 2-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl)oxy)-3-
methoxyphenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one 53 (201 mg, 0.87 mmol) and 17-hydroxy-
3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzenesulfonate (440 mg, 1.01 mmol, 1.16 eq.) in
dry DMF (30 mL) at room temperature was added Cs>CO3 (450 mg, 1.38 mmol, 1.60 eq.)
portionwise. Once the addition was completed, the mixture was stirred at 80°C for 18h. (CCM,
SiO2, DCM/MeOH 95:5). After cooling down to room temperature, the reaction mixture was
evaporated under reduced pressure. Then, the residue was dissolved in DCM (50 mL),
quenched with saturated aqueous NH4Cl (20 mL) and the organic phase was separated. The
aqueous phase was further extracted with DCM (3x20 mL). The combined organic phases were
washed with water (3x20 mL) and brine (3x20 mL) then dried over Na;SOu, filtered, and
evaporated under reduced pressure. Chromatography on silica gel with MeOH (5%) in DCM
afforded the title compound 54 as a brown oil (402 g, 94%).

IR (ATR, cm™): 3377, 2886, 1653, 1620, 1506. UV-Vis (DMSO): 316 nm. 'H NMR (CDCls,
400 MHz): 6 = 7.35 (dd, Jun = 8.5, 2.2 Hz, 1H; Ar-H), 7.21 (d, Jun= 2.2 Hz, 1H; Ar-H), 6.98
(d, Jun=8.5 Hz, 1H; Ar-H), 6.61 (d, Jun = 2.2 Hz, 1H; Hpyran-a-one), 6.14 (M, 1H; Hpyran-4-one),
4.24 (m, 2H, OCH>), 3.90 (m, 5H; OCH2CH2/OCH?3), 3.74-3.58 (m, 20H; PEG), 2.36 (d, Jhn =
0.7 Hz, 3H; Ar-CHj3). 13C NMR (CDClIs, 100 MHz): ¢ = 180.2 (C4), 165.2 (C5°), 163.7 (Cs),
151.4 (C7), 149.9 (Ce), 124.4 (C4), 119.4 (Co), 114.3 (Cz), 113.3 (Cg), 109.8 (C2), 109.2 (Cs),
72.8 (Creg), 71.0 (Cpeg), 70.75 (Creg), 70.70 (Creg), 70.66 (Creg), 70.4 (Crec), 69.6 (C12), 68.7
(C11), 61.9 (C22), 56.3 (C10), 20.0 (C1). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 497.2395 (calculated for
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CasH37010: 497.2381); [M+Na]* m/z = 519.2208 (calculated for CzsHszsNaOi1o: 519.2201);
[M+K]"m/z = 535.1935 (calculated for C25HzsKO10: 535.1940).

(E)-2-(4-(butoxy)-3-methoxystyryl)-6-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxahepta
decyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one (55)

Ca7Hs50012 M.W.: 686.80 g.mol™
Rf = 0.38 (DCM/MeQOH: 95/5) Yield: 51% as a brown oil

To a stirred solution of 2-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl)oxy)-3-
methoxyphenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one 54 (850 mg, 1.71 mmol) and 4-(butoxy)-3-
methoxybenzaldehyde 28 (500 mg, 2.40 mmol, 1.40 eq.) in dry EtOH (50 mL) at room
temperature was added fresh EtONa solution (1.56M in EtOH, 4.0 mL, 6.24 mmol, 3.65 eq.)
dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C (CCM, SiO2, DCM/MeOH 95:5). The
reaction mixture was quenched with water (30 mL). The crude product was extracted with DCM
and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x30
mL). The combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL)
then dried over Na>SOg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
silica gel with MeOH (5%) in DCM afforded the title compound 55 as a brown oil (600 mg,
51%).

IR (ATR, cm™): 3397, 2866, 1643, 1628, 1593, 1508. UV-Vis (DMSO): 362 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.44 (dd, Jun = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.39 (d, Jux=15.9
Hz, 1H; Hethyi p), 7.27 (d, Jnn = 2.1 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.08 (m, 2H; Ar-Hs19), 7.04 (d, Jun= 8.5
Hz, 1H; Ar-Hs), 6.88 (d, Ju,x = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.63 (d, Ju,n = 2.2 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.61
(d, Jnn=16.1 Hz, 1H; Hethyi o), 6.28 (d, In,n = 2.1 Hz, 1H; Hpyrone 2°), 4.26 (t, Jnn = 5.1 Hz, 2H,
OCHaz-11-peG), 4.06 (t, JhHn = 6.8 Hz, 2H, OCHa.11°), 3.93 (m, 8H; OCH2CH2-12.pec/OCHs.
10/OCHas.1¢°), 3.74-3.58 (m, 20H; PEG), 2.82 (br s, 1H; OH), 1.84 (m, 2H; OCH2CH>.1»°), 1.49

235



PARTIE EXPERIMENTALE

(m, 2H; OCH2CH2CH2.13-), 0.98 (t, Jun = 6.8 Hz, 3H; CH2CH3.14-). $3C NMR (CDCls, 100
MHz): 6 = 180.5 (Cy), 163.0 (Ca), 162.0 (Cs°), 151.4 (C7), 150.6 (C7’), 149.88 (Cs), 149.85 (Cs),
136.0 (Cp), 127.9 (C4), 124.6 (C+), 122.1 (Cs’), 119.6 (Cs), 117.7 (C,), 113.4 (Ce), 113.3 (C),
112.7 (Cs), 110.3 (C2), 109.8 (Cs'), 109.5 (Cs), 72.7 (Cpec), 71.0 (Cres), 70.72 (Cpes), 70.67
(Crec), 70.63 (Creg), 70.4 (Cpeg), 69.6 (C12), 68.9 (Cir), 68.7 (C11), 61.8 (C22), 56.29 (Cio’),
56.26 (C10), 31.2 (C12), 19.3 (Ci3), 14.0 (Ci#). ESI-HRMS [M+H]* m/z = 687.3401
(calculated for C37Hs51012: 687.3375); [M+Na]* m/z = 709.3204 (calculated for Cz7HsoNaO12:
709.3194).

Z isomer:

IH NMR (CDCls, 400 MHz): & = 6.90 (dd, Jun = 8.3, 1.4 Hz, 1H; Ar-Hs), 6.86-6.82 (m, 4H;
Hs/9/9/ethyi ), 6.78-6.74 (M, 2H; Hs+6°), 6.62 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.31 (d, Jun= 2.1
Hz, 1H; Hpyrone 27), 6.15 (d, Jun = 12.4 Hz, 1H; Hemyi o), 4.15 (t, Jnn=5.0 Hz, 2H, OCH2-11-peG),
3.96 (t, Jun= 7.0 Hz, 2H, OCH2.11°), 3.86 (t, Ju,H = 5.0 Hz, 2H; OCH2CH2-12-peG), 3.71-3.56
(m, 26H; PEG/OCH3.10/OCHj3.10°), 2.78 (br s, 1H; OH), 1.78 (m, 2H; OCH>CH2.12°), 1.46 (m,
2H; OCH2CH2CH2-13°), 0.94 (t, Jun = 7.4 Hz, 3H; CH2CHs3.14°). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz):
0 =180.1 (Cy), 163.2 (C3), 162.1 (Cs°), 151.3 (C7), 149.6 (C7), 149.4 (Cs), 149.2 (Cg), 138.0
(Cp), 128.3 (Cy4’), 123.7 (C4), 122.5 (Cs), 119.5 (Cs), 119.2 (C,), 115.4 (C2), 112.9 (Cs), 112.4
(Ce), 112.3 (Co’), 110.1 (C2), 108.9 (Cs), 72.6 (Crec), 70.9 (Creg), 70.7 (Creg), 70.62 (Creg),
70.60 (Creg), 70.4 (Creg), 69.5 (C12), 68.8 (Ci1°), 68.5 (C11), 61.8 (C22), 55.91 (Cu1o), 55.85
(C10), 31.2 (Ci2), 19.3 (Ci3°), 13.9 (Ci4). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 687.3390 (calculated for
Cs7Hs51012: 687.3375); [M+Na]* m/z = 709.3239 (calculated for Cs7HsoNaO12: 709.3194).

(E)-2-(4-(dodecyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxahepta
decyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-one (56)

CasHe6012 M.W.: 799.01 g.mol™*
Rt = 0.42 (DCM/MeQOH: 95/5) Yield: 44% as a brown oil
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To a stirred solution of 2-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl)oxy)-3-
methoxyphenyl)-6-methyl-4H-pyran-4-one 54 (850 mg, 1.71 mmol) and 4-(dodecyloxy)-3-
methoxybenzaldehyde 29 (800 mg, 2.50 mmol, 1.46 eq.) in dry EtOH (50 mL) at room
temperature was added fresh EtONa solution (1.56M in EtOH, 4.0 mL, 6.24 mmol, 3.65 eq.)
dropwise and the mixture was stirred 48h at 40°C (CCM, SiO2, DCM/MeOH 95:5). The
reaction mixture was quenched with water (30 mL). The crude product was extracted with DCM
and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x30
mL). The combined organic phases were washed with water (3x30 mL) and brine (3x30 mL)
then dried over NaxSQg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
silica gel with MeOH (5%) in DCM afforded the title compound 56 as a brown oil (600 mg,
44%).

IR (ATR, cm™): 3383, 2914, 2847, 1639, 1618, 1589, 1508. UV-Vis (DMSO): 362 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.45 (dd, Jun = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.40 (d, Jun=15.9
Hz, 1H; Hetnyi ), 7.28 (d, Jup = 2.2 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.09 (m, 2H; Ar-Hs-+9), 7.05 (d, Jun = 8.5
Hz, 1H; Ar-Hs), 6.89 (d, Jux = 8.4 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.64 (d, Jux = 2.3 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.62
(d, JnH=16.2 Hz, 1H; Hethyi o), 6.29 (d, Jun= 1.9 Hz, 1H; Hpprone 2°), 4.27 (t, Jnn = 5.1 Hz, 2H,
OCHz-11-peG), 4.05 (t, JnH= 6.9 Hz, 2H, OCH2-11>-Dodec), 3.92 (M, 8H; OCH2CH2-12.pec/OCHa.
10/OCHs.1¢°), 3.7263.59 (m, 20H; PEG), 2.82 (br s, 1H; OH), 1.86 (m, 2H; OCH2CH2-12"-podec),
1.45 (m, 2H; OCH2CH2CH2-13-podec), 1.36-1.26 (m, 16H; (CH2)n-Dodec), 0.88 (t, JuH = 6.8 Hz,
3H; CH2CH3-22>-podec). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 = 180.8 (C1), 163.0 (Cs), 162.0 (Cs),
151.4 (Cy), 150.7 (C7), 149.93 (Cs), 149.89 (Cs), 136.1 (Cp), 128.0 (C4), 124.7 (Cs), 122.2
(Cs), 119.6 (Cs), 117.7 (Cy), 113.4 (Cs’), 113.3 (C2’), 112.7 (Cs), 110.4 (C2), 109.9 (Co’), 109.5
(Co), 72.7 (Cpeg), 71.0 (Crec), 70.8 (Creg), 70.72 (Creg), 70.68 (Cpea), 70.5 (Creg), 69.7 (C12),
69.3 (Cir), 68.7 (C11), 61.9 (C22), 56.3.2 (C10), 56.29 (C10), 32.1 (Cpodec), 29.79 (Cpodec), 29.77
(Cpodec), 29.72 (Cpodec), 29.68 (Cpodec), 29.52 (Cbodec), 29.48 (Cpodec), 29.2 (C12°), 26.1 (Ci3°),
22.8 (Car), 14.3 (Cx). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 799.4597 (calculated for CasHe7O12:
799.4627); [M+Na]" m/z = 821.4404 (calculated for CssHesNaO12: 821.4446); [M+K]" m/z =
837.4172 (calculated for C4sHessKO12: 837.4186).

Z isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 6.93 (dd, Jun = 8.4, 1.5 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.87 (m, 4H; Ar-
Hs/s019), 6.82 (d, Jnn = 12.2 Hz, 1H; Hemyip), 6.77 (d, Jnn= 8.5 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.64 (d, JHH
= 2.0 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.34 (d, Jn,n = 1.8 Hz, 1H; Hpyrone 27), 6.17 (d, Jn,n = 12.4 Hz, 1H; Hetnyi
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2), 4.18 (t, Jun = 5.0 Hz, 2H, OCHz.11.pe6), 3.97 (t, Jun = 7.0 Hz, 2H, OCHz-11-odec), 3.88 (M,
2H; OCH2CH2.12-pec), 3.72-3.59 (m, 26H; PEG/OCH3.10/OCHz3.10°), 1.81 (M, 2H; OCH2CHa-12:-
Dodec), 1.43 (M, 2H; OCH2CH2CH2-13°-Dodec), 1.35-1.26 (M, 16H; (CH2)n-Dodec), 0.87 (t, Jnn=6.8
Hz, 3H; CH2CHa.22).2C NMR (CDCls, 100 MHz): 6 = 180.2 (Cy), 163.3 (Cs), 162.2 (Cs'),
151.4 (C7), 149.7 (C+), 149.5 (Cs), 149.3 (Cs'), 138.1 (Cp), 128.4 (C4), 123.9 (Cs), 122.6 (Cs),
119.5 (Cs), 119.2 (C4), 115.5 (C2'), 113.0 (Ce'), 112.5 (Ce), 112.4 (Co), 110.2 (C2), 109.0 (Co),
72.7 (Cpeg), 71.0 (Cpea), 70.8 (Creg), 70.72 (Creg), 70.69 (Creg), 70.5 (Cpea), 69.6 (C12), 69.2
(Ci1"), 68.6 (C11), 61.9 (Cz2), 56.0 (C10), 55.9 (C10), 32.1 (Coodec), 29.80 (Cpodec), 29.77 (Coodec),
29.74 (Cpodec), 29.70 (Cpodec), 29.54 (Cpodec), 29.48 (Cpodec), 29.3 (Ci2°), 26.1 (C13°), 22.8 (Car),
14.2 (C). ESI-HRMS [M+H]" m/z = 799.4561 (calculated for CasHe7O12: 799.4627);
[M+Na]" m/z = 821.4374 (calculated for CssHesNaO1o: 821.4446); [M+K]"™ m/z = 837.4099
(calculated for C4sHesKO12: 837.4186).

(E)-2-(2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl)
oxy)-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-ylidene)malononitrile (57)

C40Hs0N2011 M.W.: 734.84 g.mol*
Rt = 0.28 (DCM/MeOH: 97/3) Yield: 83% as an orange oil

To a stirred solution of 17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzene
sulfonate 53 (110 mg, 0.252 mmol) and (E)-2-(2-(4-butoxy-3-methoxystyryl)-6-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-4H-pyran-4-ylidene)malononitrile 50 (145 mg, 0.308 mmol, 1.22 eq.) in
acetone (20 mL) at room temperature was added an excess of K2COz (100 mg, 0.724 mmol,
2.87 eq.) and the mixture was refluxed overnight (CCM, SiO,, DCM/MeOH 95:5). The reaction
mixture was quenched with water (10 mL). The crude product was extracted with DCM and
the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x10
mL). The combined organic phases were washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL)

then dried over Na>SOyg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
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silica gel with MeOH (3%) in DCM afforded the title compound 57 as an orange oil (180 mg,
83%).
IR (ATR, cm™): 3394, 2915, 2848, 1649, 1614, 1592, 1503. UV-Vis (DMSO): 416 nm.

E isomer:

IH NMR (CDCls, 400 MHz): ¢ = 7.50 (dd, Juu = 8.5, 2.0 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.45 (d, Jun = 15.9
Hz, 1H; Hethyi 5), 7.29 (d, Jun = 2.0 Hz, 1H; Ar-Ho), 7.09 (m, 2H; Ar-Hs-+9), 7.06 (d, Jun= 8.6
Hz, 1H; Ar-Hs), 6.98 (d, Jnn = 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.90 (d, Jun = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hy), 6.73
(d, Jnp= 1.8 Hz, 1H; Hpprone 27), 6.65 (d, Inp = 16.2 Hz, 1H; Hetnyl o), 4.28 (t, Jun= 4.9 Hz, 2H,
OCHa-11-peG), 4.08 (t, Jun = 6.8 Hz, 2H, OCH>.11°), 3.94 (m, 8H; OCH,CH>-12-pec/OCHa-
10/0CHs.10°), 3.76-3.58 (m, 20H; PEG), 1.86 (m, 2H; OCH:CHa.;»’), 1.51 (m, 2H;
OCH2CH>CH2.13), 0.99 (t, Jun = 7.4 Hz, 3H; CH2CH3.14). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 =
159.9 (C3), 159.0 (C3), 156.3 (Cy), 152.4 (C7), 151.3 (C7), 150.1 (Cs), 150.0 (Cs"), 138.2 (Cp),
127.5 (Cx), 123.3 (C4), 122.8 (Cs’), 120.4 (Cs), 116.2 (C,), 115.71 (C3> or C4), 115.66 (Cs~ or
C4), 113.3 (C¢), 112.7 (Cs’), 109.8 (Co’), 109.5 (Co), 106.8 (C>’), 103.0 (C2), 72.8 (Crec), 71.0
(Crec), 70.74 (Cpec), 70.68 (Crec), 70.65 (Cpec), 70.4 (Creg), 69.6 (C12), 68.9 (Ci1), 68.7 (C11),
61.8 (C22), 58.9 (C27), 56.5 (C100r C10°), 56.3 (C100r C10), 31.2 (C127), 19.3 (C13’), 14.0 (C14").
ESI-HRMS [M+H]* m/z = 735.3465 (calculated for C4oHs1N2011: 735.3487); [M+Na]* m/z =
757.3367 (calculated for CaoHsoN2NaO11: 757.3307); [M+K]* m/z = 773.2994 (calculated for
CaoHsoKN2011: 773.3046).

(E)-2-(2-(4-(dodecyloxy)-3-methoxystyryl)-6-(4-((17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxa
heptadecyl)oxy)-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-ylidene)malononitrile (58)

CagHesN2011 M.W.: 847.06 g.mol™*
Rt = 0.32 (DCM/MeQOH: 97/3) Yield: 76% as an orange oil

To a stirred solution of 17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecyl 4-methylbenzene
sulfonate 53 (70 mg, 0.161 mmol) and (E)-2-(2-(4-dodecyloxy-3-methoxystyryl)-6-(4-
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hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-pyran-4-ylidene)malononitrile 51 (115 mg, 0.197 mmol, 1.22
eq.) in acetone (20 mL) at room temperature was added an excess of K2COs (120 mg, 0.868
mmol, 5.41 eq.) and the mixture was refluxed overnight (CCM, SiO,, DCM/MeOH 95:5). The
reaction mixture was quenched with water (10 mL). The crude product was extracted with DCM
and the organic phase was separated. The aqueous phase was further extracted with DCM (4x10
mL). The combined organic phases were washed with water (3x10 mL) and brine (3x10 mL)
then dried over Na,SOQg, filtered, and evaporated under reduced pressure. Chromatography on
silica gel with MeOH (5%) in DCM afforded the title compound 58 as an orange oil (127 mg,
76%).

IR (ATR, cm™): 3387, 2911, 2849, 1644, 1614, 1595, 1510. UV-Vis (DMSO): 416 nm.

E isomer:

!H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.50 (dd, Ju+ = 8.5, 2.1 Hz, 1H; Ar-Hs), 7.45 (d, Jux=15.9
Hz, 1H; Hethyi g), 7.29 (d, Ju,n = 2.1 Hz, 1H; Ar-Hg), 7.09 (m, 2H; Ar-Hs-+9°), 7.06 (d, Jnn= 8.6
Hz, 1H; Ar-He), 6.99 (d, Ju,n= 1.9 Hz, 1H; Hpyrone 2), 6.90 (d, Jn,n = 8.3 Hz, 1H; Ar-Hs’), 6.73
(d, Jnn=1.9 Hz, 1H; Hpprone 27), 6.65 (d, Jun = 16.2 Hz, 1H; Hethyi o), 4.28 (t, Jnn= 5.1 Hz, 2H,
OCHaz-11-peG), 4.07 (t, Jnn= 6.9 Hz, 2H, OCH2-11>-Dodec), 3.92 (M, 8H; OCH2CH2-12-pec/OCHa.
10/OCHs.10), 3.76-3.59 (m, 20H; PEG), 1.87 (m, 2H; OCH2CHa-12-podec), 1.47 (m, 2H;
OCH2CH2CH2-13>-podec), 1.37-1.26 (m, 16H; (CH2)n-Dodec), 0.88 (t, In,x = 6.8 Hz, 3H; CH2CHa.
22-Dodec). 2C NMR (CDCl3, 100 MHz): § = 159.9 (C3), 159.0 (Cs'), 156.3 (C1), 152.4 (Cv),
151.3 (C7), 150.1 (Cs), 150.0 (Cs’), 138.2 (Cp), 127.5 (C4’), 123.3 (C4), 122.8 (Cs’), 120.4 (Cs),
116.2 (Cy), 115.71 (C3» or C4»), 115.67 (C3» or C4>), 113.3 (Ce), 112.7 (Cs’), 109.8 (Co-), 109.6
(Co), 105.9 (C2), 103.0 (C»), 72.7 (Creg), 71.0 (Creg), 70.8 (Creg), 70.72 (Cpec), 70.68 (Cpec),
70.5 (Creg), 69.6 (C12), 69.3 (C11’), 68.8 (C11), 61.9 (C22), 58.9 (C»>), 56.5 (C1o0r Cio), 56.3
(Cro0rCio’), 32.1 (Cpodec), 29.79 (Cpodec), 29.77 (Coodec), 29.72 (Cpodec), 29.68 (Cpodec), 29.51
(Cpodec), 29.48 (Cpodec), 29.2 (Ci27), 26.1 (Ci3), 22.8 (Ca1), 14.3 (Cx27). ESI-HRMS [M+H]*
m/z = 847.4753 (calculated for CagHs7N2011: 847.4739); [M+Na]" m/z = 869.4535 (calculated
for CasHesN2NaO11: 869.4559); [M+K]* m/z = 885.4258 (calculated for CasHssKN2O11:
885.4298).
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I11. Steady-state Measurements

I11.1. Absorption and Emission Spectra

UV-visible spectra were recorded on a PerkinElmer Lambda 1050 UV-Vis—NIR
spectrophotometer using a 1 cm optical path length cell at 25 °C, unless otherwise specified.
The steady-state measurements were recorded on a Jobin Yvon Fluorolog-3 spectrofluorometer
from Horiba Scientific and the FluorEssence program. The excitation source was a 450 W
xenon lamp, and the detector used was R-928 operating at a voltage of 950 V. Excitation and
emission slits width were 1 nm. The fluorescence quantum yields were determined using
quinine sulphate and tris(bipyridine)ruthenium (11) chloride as the standard (® = 0.53 in H2SOg,
0.05 M and ® = 0.028 in H20, respectively) using the equation 1 :

Dy = Pg (M) (ﬁ) (Equation 1)

Grads/ \n%

where @, Grad, and n represent the fluorescence quantum yield, gradient from the plot of
integrated fluorescence intensity versus absorbance, and refractive index of the solvent,

respectively. The subscripts S and X denote the standard and test, respectively.

I11.2.Kinetics and Fatigue resistance

The photoisomerization was carried out on a 1.0 cm path length quartz cell placed on a
foursided cuvette holder (Cuvette Holder with Four Light Ports, CVH100 Thorlabs). Unless
otherwise specified, the concentration of the samples was 40 puM. The kinetics of the
photoisomerization process were measured by following the absorption spectrum during
irradiation by selected LEDs, placed perpendicular to the absorbance measurement. To reach
the PSS of the E->Z isomerization, the E-stereoisomer was illuminated within the 7—n* band
using an M375L4.1540 mW LED (LED Power Output 1540 mW, 2% power used) with a
central wavelength of 375 nm and a bandwidth (FWHM) of 9 nm. For the reverse
transformation, Z-E isomerization, the compound was excited within the n—* band using an
M300L4.32 mW LED (LED Power Output: 47 mW, full power used) with a central wavelength
of 300 nm and a bandwidth (FWHM) of 20 nm. The thermal return process between Z and E
isomers was analyzed by measuring the changes of the maximum absorbance wavelength at 25
and 40°C, respectively. Kinetic monitoring of absorbance was performed using an Ocean

Optics USB2000 + XR CCD sensor and kinetic constants were determined using “Biokine”
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software.

111.3.Photoisomerization quantum yield and Z-isomer

The equipment used and the protocol followed are the same as those described in the
previous section. Since the thermal back-switch is very slow in all solvents, it was considered
negligible on the time scale of the photokinetic measurements. The absorbed light intensity lo
during E->Z and Z->E isomerization at the corresponding irradiation wavelengths and initial
concentration Cgo of the E-isomer was determined using a Thorlabs PM16-140 - USB Power
Meter (Integrating Sphere Sensor, FC Fiber Adapter, Si, 350 - 1100 nm, 500 mW Max).

111.4.Photothermal measurements

In order to characterize the photothermal conversion efficiency 1, 200 puL of each solution
of Malo compound at different concentrations (5/10/20/40 uM) in DMSO were placed in 96-
well plate. The absorption of these samples was previously measured with a microplates
SAFAS Xeniux XML. The irradiation and photothermal measurement setup were a home-made
setup composed of a continuous-wave 470 nm blue diode MDL-F-470 laser (2W) connected to
a 400um fiber of CNILasers (Full Name) whose power was modulated by a controller. The
thermal camera was a Xi400 camera from Optris (IR camera Optris Xi 400 "spot finder"
compact : 382 x 288 Pixel / 80Hz, Objective : 18° x 14° objectiv / f = 20 mm). Finally, the
protective enclosure was made with components from Thorlabs.

Using this setup, the solutions were irradiated with the 470 nm laser for 400 s with an
irradiance of 0.68 W.cm™. After extinction of the laser, a return to natural room temperature
comes after 800 s. The temperature of the solution is recorded with a digital thermometer with
an accuracy of 0.1°C every 0.5 s. The resistance to photothermal fatigue was studied by
performing 5 cycles as described above (irradiation then return to room temperature) with an

absorption measurement between each cycle.

V. Liposomes and Langmuir experiments

IV.1.Preparation of loaded liposomes

1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC, 850355P), and 1,2-distearoyl-
snglycero3-phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (ammonium salt)
(DSPEmMPEG(2000), 880120P) were purchased from Avanti Polar Lipids. DPPC/DSPE-
PEG(2000)/MI vesicles were prepared by the lipid film hydration method. Firstly, 20 mL stock
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solutions of DPPC (5 mg/mL), DSPE-PEG(2000) (1 mg/mL) and MI (1.72 mM) were prepared
in CHCI3 and stocked at -18°C. Then, 1 mL of DPPC and DSPE-PEG(2000) stock solution
were mixed with adequate volume of Ml solution to obtain a final molar ratio of DPPC/DSPE-
PEG/MI : 95/5/X, with X ranging from 2.5 to 20 % in 10 mL of water. CHCI3z was evaporated
to form a thin lipid film that was then hydrated with 10 mL distilled water heated at 60°C and
sonicated for 30 min (30W). All subphases were prepared with pure Milli-Q water (Millipore,
resistivity 18 MQ cm, surface tension of 72.8 mN.m? at 20 °C). Finally, the solution was
filtered through polycarbonate membranes with a pore size of 0.450 um in order to remove the

titanium particles released from the sonication tip, and stocked at 4°C.

IV.2.Size determination of liposomes

Dynamic Light Scattering (DLS, Malvern 300HSA Zetasizer instrument) measurements

were performed at 25°C to determine the mean size of the particles.

IVV.3. Photoisomerization of loaded liposomes

The photoisomerization of liposome-encapsulated Keto compounds was performed on 2
mL of stock solution without any concentration modification following the general procedure

previously described.

IV.4.Encapsulation efficiency and rate determinations

After 24h at 4°C, the stock solutions were placed at room temperature. Since Keto
compounds were poorly soluble in water, the unencapsulated molecules precipitated. 200ul of
the supernatant of each stock solution was mixed with 1.8 mL of ethanol. The mixture was
shaken for 5 min at room temperature and then analyzed by UV-Vis spectroscopy with the
equipment and following the protocol previously described. The concentration of encapsulated
E-isomers was determined using the Lambert-Beer law and the approximation that molar
absorption coefficients of the molecule solubilized in 100% ethanol or in an ethanol/water
mixture (9/1) were similar. The encapsulation efficiency (EE) and the encapsulation rate (ER)

of E-isomers entrapped within liposomes was calculated as reported in chapter 4.

IV.5. IA isotherms of Langmuir films

The surface pressure - area (/7-A) isotherms were determined with a KSV NIMA - Biolin
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Scientific, Gothenburg, Sweden. The surface pressure was monitored using a paper Wilhelmy
plate. The thermostated Teflon® trough of the effective film area of 765 cm2 (58 x 15 x 1 cm)
was equipped with two hydrophilic Delrin® barriers (symmetric compression). Before each
measurement, the subphase surface was cleaned by sweeping and suction. Then, the lipid or
lipid/Keto compounds chloroform solutions were spread with a Hamilton syringe on the
subphase water and left for 60 min to allow solvent evaporation and to reach an equilibrium
state of the monolayer. All isotherms were recorded upon symmetric compression of the
monolayer at a constant barrier speed 10 mm.min. In the case of binary mixtures, the surface
pressure was plotted against the mean molecular area, obtained by dividing the total surface
area by the number of molecules spread on the surface. For each monolayer composition, all
the measurements were repeated at least 3 times and the isotherms were recorded at 25 + 0.1°C.
The standard deviation obtained from compression isotherms was + 0.5 A2 for the molecular
area and + 0.2 mN.m* for the surface pressure. The compression isotherms allowed the

determination of the compressibility modulus, was calculated as reported in chapter 4.

IV.6. Photoisomerization ok Keto compounds in Langmuir films

Using the previously described material and protocol, a Langmuir monolayer composed of
a 9:1 DPPC/E-isomer mixture was initially prepared. The Teflon barriers were stopped when a
surface pressure equal to 20 mN.m™ was obtained. The M375L4.1540 mW LED, (LED Power
Output 1540mW, full power used) with a central wavelength of 375 nm and a bandwidth
(FWHM) of 9 nm, was placed above the film in order to irradiate the total surface. The evolution

of the surface pressure was recorded as a function of time.

V. Computational methodology
V.1. Chapter 2

The GS minima of both isomers of the prepared y-pyrone analogue of CC 39 was found
under the framework of DFT, applying the B3LYP functional.**® To compute the absorption
spectra of both isomers, time dependent DFT (TD-DFT) was used. Different DFT functionals
and basis sets were used to characterize the excitation of the molecule using Gaussianl16
software.*®” As more remarkable, two main behaviors can be shown. CAM-B3LYP strongly
blue shifts the absorption maximum as is common for range-separate functionals.**® It can be

related to an improved representation of charge-transfer states compared to hybrid functionals
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that avoid the presence of significant intruder states, whose excitation energy would have been
artificially lowered. In contrast, B3LYP better describes the shape of the absorption spectrum
but yields in the presence of the intruder states due to an overstabilization of Sz and an increase
of the charge transfer states.**® To provide UV data more accurate to the one found
experimentally, the vibrational and dynamical effects were considered around the
Franck—Condon region via a Wigner distribution, using the Newton X code to generate 100
structures.®®® The excited states were computed for each one through single-point calculations
under vacuum at the CAM-B3LYP/6-31G* level of theory considering 20 roots, and finally
convoluting all the Gaussian functions resulting from all transition energies and oscillator
strengths.*®® Furthermore, this was carried out for the molecule in different solvents, using the
optimized structure and the phase space for each solvent, not the vacuum frequencies. The
solvent was included using the PCM?*! as implemented in Gaussian16,*’ using water, ethanol,
dimethyl sulfoxide, and chloroform. Fluorescence spectrum in vacuo was obtained from a
Wigner distribution, sampling the vibrational space on the excited state minimum generating
100 structures. To compute the emission spectra, the first root which represents the So to S1
transition was only considered. Coherently with an established protocol,?%1462-464 TPA cross
sections have been simulated as a vertical transition from the ground-state equilibrium
geometry only, that is, the Franck—Condon region, and was obtained at the TD-DFT level of
theory through a quadratic response approach as implemented in the DALTON package.*®® The
CAM-B3LYP exchange—correlation functional and the Pople 6-311+ +G(d,p) basis set were
used, while excitation energies and cross sections have been calculated considering the effect

of water solvent modeled at the PCM level.

V.2. Chapter 3

CASPT2//CASSCF approach has been considered to explore the excited states PES
landscape and hence characterize the photochemistry of these compounds around the
isomerizable pathways.466:467

As a first step the ground state geometry has been optimized for all compounds at DFT
level using the B3LYP functional.**® Subsequently, those geometries were used to compute the
absorption spectrum as vertical excitations using CAM-B3LYP functional in the TD-DFT
formalism.*®8 For this kind of systems, this functional feature a proper description as previously
reported,*®® even usually underestimates the m-m* transition in comparison with n-n*. The

nature of the excited states has also been determined using NTO formalisms.*® For the
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computation of UV-Vis spectra, a Wigner distribution over the vibrational normal modes was
done and 100 geometries were generated. The final spectrum was a convolution of gaussians
of the single point computed transition energies using the CAM-B3LYP/6-31G*. On top of the
B3LYP optimized geometry wavefunction calculations have also been performed under MS-
CASPT2//SA(4)-CASSCF level of theory.*®” Firstly, CASSCF calculations including 4
averaged states (from So to S3) were done followed by a multistate 2nd order perturbation theory
to the CASSCF wavefunction. As previously reported,*®® the active space containing 10
electrons in 9 orbitals (10,9) was used for compound 44, including the n orbital and different xt
and n* orbitals. In case of 49 and 52 the use of 8 electrons in 8 orbitals (8,8) was selected
consistently with the elimination of the n orbital.

In particular, the S; 1(n-n*) and S2 1(n-n*) states identified at Franck—Condon were
optimized at CASSCF level, reaching the respective minima whose diabatic nature was
confirmed by analyzing the respective molecular orbitals. Starting from these structures,
relaxed scans along the dihedral angle optimizing both S; and S; states were performed freezing
the dihedral at the desired value and relaxing along all the other coordinates. In addition, the
same procedure for the other compounds 49 and 52 was also performed. In case of 49, the MEP
from FC yields directly to a crossing region and not scan was needed for this coordinate.

On the optimized CASSCEF structures, single point multi-state CASPT2 (MS-CASPT2)
were performed to include the necessary dynamic electron correlation. For those calculations,
an imaginary shift of 0.2 eV without IPEA was applied to avoid the influence of intruder states.

For all calculations, the 6-31G* basis set was used.*® CASSCF and CASPT2
calculations have been performed using the OpenMolcas suite of programs,*/%4’t while DFT
and TD-DFT have been obtained employing the Gaussian16 software.*’

V.3. Chapter 4

For the three families of cyclocurcumin derivatives the force field for both isomers has
been parameterized using the GAFF strategy.*’?> The chosen model system is composed of a
lipid bilayer involving 318 fully hydrated DPPC lipids described by the lipid14 force field*"®
and the corresponding molecule in each case. Periodic boundary conditions were applied
consistently. The temperature and pressure were kept constant at 300 K and 1 atm employing
Langevin thermostat and Langevin barostat algorithm, respectively. The hydrogen mass
repartition (HMR)*"* scheme was used; thus, the equations of motion were integrated with a

time step of 4 fs.
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The free energy landscape for the penetration of cyclocurcumin derivatives inside the lipid
bilayer was explored using the recently developed metadynamics-extended adaptive biasing
force (meta-eABF) algorithm.*"44 As a collective variable ¢ we chose the projection of the
distance between the center of masses of the cyclocurcumin derivative and the membrane onto
the zdirection of the cartesian space, i.e. the normal to the membrane bilayer, was used in all
cases. The permeation pathway was sampled from 0<£<50 A and starting with the Z/E-isomers
positioned randomly in the water phase. The pathway was discretized in bins of 0.5 A wide,
where samples of the local force were accumulated along z. The potential of mean force was
evaluated through integration of the average force, with an asymptotically unbiased estimator
of the free energy. The sampling time amounts to 660 ns and was repeated in two replicas
achieving a proper representation of the studied phenomena. Classical equilibrium MD
simulations were also performed with the chromophores placed in the water bulk and following
the same protocol as previously detailed. All the calculations have been performed using the
NAMD code*>*#'® and analyzed using VMD*"” and Colvar.*’®
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Annexe 1. Spectres d'absorption (lignes pleines) et d'émission (lignes en pointillés) des composés Kéto 39 (A),
42 (B), 43 (C), 55 (D) et 56 (E) dans différents solvants
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Annexe 2. Spectres d'absorption (lignes pleines) et d'émission (lignes en pointillés) des composés Malo 57 (A) et

58 (B) dans différents solvants

Annexe 3. Propriétés optiques des composés Kéto (39, 42-43 et 55-56 ) et Malo (57-58)

) ) o Solvants
Entrée Composé  Propriétés
CHCl3 MeCN DMSO EtOH
. 29 Aabs (€.10%) 359 (24,6) 354 (27,2) 363 (26,9) 366 (24,7)
Aem (Df) 441 (0,02) 455 (0,02) 461 (0,01) 488 (0,01)
Aabs (£.10%) 362 (25,8) 356 (30,3) 364 (29) 367 (31,6)
2 42
Aem (@)  492(0,05) 457 (0,02) 462 (0,02) 487 (0,02)
3 4 Aabs (£.10%) 364 (27,4) 356 (33,3) 365 (28,6) 370 (31)
Aem (Df) 454 (0,04) 460 (0,02) 462 (0,02) 488 (0,03)
. 55 Aabs (£.10%) 366 (31,2) 354 (35) 362 (29,9) 369 (29,5)
Aem (Df) 451 (0,02) 456 (0,02) 462 (0,02) 488 (0,02)
; 56 Aabs (.10%) 362 (36) 356 (40,6) 364 (33,7) 369 (32,8)
Aem (Df) 447 (0,02) 455 (0,02) 460 (0,02) 490 (0,02)
6 57 Aabs (£.10%) 413 (47,1) 408 (46,9) 416 (45,8) 410 (42,5)
Aem (@f) 510 (0,01) 547 (0,01) 558 (0,02) 544 (0,01)
. 58 Aabs (£.10%) 413 (47,2) 408 (50,4) 416 (47) 411 (44,6)
Aem (@f) 511 (0,01) 547 (0,01) 561 (0,02) 544 (0,01)
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Annexe 4. Propriétés optiques des composés Kéto dans d’autres solvants organiques

) ) o Solvants
Entrée Composé Propriétés :
Toluene CHCl; THF MeOH 1-Octanol E.G.

. . Aabs (£.10%) 351(31,5) 354 (27,1) 357 (37) 371(27,6) 379 (24,4)  378(24,8)
Aem (D) 428 (<0,01) 439 (<0,01) 432(0,01)  515(0,01)  480(0,05)  513(0,02)

) 2 Aabs (&.10°%) 354 (25,8) 357 (27,2)  352(29,8) 366 (285) 375(28,1)  374(24,3)
Aem (D) 418 (<0,01) 442 (0,01)  422(0,01)  490(0,01) 456 (0,03) 502 (0,01)

3 10 Aabs (€.10°) 356 (34,2) 360(33,7)  355(36,8) 370(32,1) 372(33,7)  375(3L,7)
Aem (D) 418 (<0,01) 446 (0,01)  425(0,01) 500 (0,01)  460(0,07) 514 (0,03)

A " Aabs (£.10°) 355(34,2)  359(33,7) 354(368) 370(32,1)  372(33,7) Micelles
Aem (D) 416 (<0,01)  450(0,01)  427(0,01) 499 (0,01) 462 (0,02) Micelles

; - Aabs (€.10°) 354 (28,5)  360(28,8)  353(40,6) 368 (315)  371(30,1) 375 (25,6)
Aem (D) 420 (<0,01) 444 (0,01)  436(0,01) 501 (0,01)  465(0,06) 511 (0,03)

5 13 Aabs (£.10%) 358 (30,6)  362(33,8) 357(366)  368(34,1)  371(30,7) 376 (26)
Aem (D) 422 (<0,01) 444 (0,01)  428(0,01) 500 (0,01)  467(0,05)  511(0,03)

. " Aabs (£.10%) 385(30,8) 389(33,4) 385(39,2) 387(27,7) 399(26,7) 394 (23,5)
Aem (D) 479 (0,02) 536 (0,03)  503(0,03) 593(<0,01) 558 (0,04) 592 (<0,01)

o 56 Aabs (£.10%) 357(353)  360(33,9)  355(37,2) 372 (33) 372 (34,4) Micelles
Aem (D) 417 (<0,01)  453(0,03)  430(0,03)  500(0,01) 462 (0,08) Micelles

o 56 Aabs (€.10°) 355(31,8) 359(36,1) 354 (345)  371(37,3)  372(322) Micelles
Aem (D) 418 (<0,01)  451(0,03)  427(0,03) 500 (<0,01) 464 (0,08) Micelles
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Annexe 5. Propriétés optiques des composés Malo dans d’autres solvants organiques

) ) o Solvants
Entrée Composé Propriétes :
Toluene CHCl; THF MeOH 1-Octanol E.G.
. 49 Aabs (£.10%) 416 (48,2) 414 (53,7)  414(53,9)  411(52,1)  417(49,2) 418 (40,6)
Aem (D7) 515 (<0,01) 544 (<0,01) 527 (<0,01) 578(0,01)  555(0,01) 581 (0,02)
Aabs (€.10°) 413 (48,9) 411 (54,1)  412(54,6) 409 (554) 414 (456) 414 (20,5)
2 >0 Aem (D) 510(<0,01) 531(<0,01) 515(<0,01) 565(0,01)  539(0,02) 565 (0,03)
3 51 Aabs (£.10%) 413 (48,1) 411 (52,3)  412(52,3) 410 (47,8) 414 (51) Micelles
Aem (D7) 504 (<0,01) 551(<0,01) 511(<0,01) 551(0,01) 518 (0,01) Micelles
A 5 Aabs (€.10°) 427 (33,7) 422 (37,4)  426(505) 417 (40,3)  425(353) 425 (33,3)
Aem (D7) 597 (0,06)  631(0,05) 623 (0,07) 667 (<0,01) 626 (0,04) 575 (<0,01)
5 57 Aabs (£.10%) 413 (47,3)  411(52,9)  412(46,5) 409 (47,2) 414 (48,7) Micelles
Aem (D7) 502 (<0,01) 516 (<0,01) 515(<0,01) 553 (0,01) 517 (0,09) Micelles
6 58 Aabs (£.10%) 414 (48,7) 412 (52,4)  412(50,9) 409 (50,7) 414 (52,5) Micelles
Aem (D7) 501 (<0,01) 517 (<0,01) 515(<0,01) 555(0,01) 521 (0,01) Micelles
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ANNEXES

Annexe 6. Ratios E/Z des composés 39, 42 et 43 dans différents solvants a 1’état initial (EI) et aprés irradiation a

375 nm (EPS1) et 4 300 nm (EPS2)

Entrée Composé Solvant E/Z (EI) E/Z (EPS1) E/Z (EPS2)

Chloroforme-d 95/5 18/82 72/28

1 39 Acétonitrile-ds 94/6 17/83 48/52
DMSO-ds 95/5 50/50 84/16

Ethanol-ds 94/6 33/67 65/35

Chloroforme-d 96/4 22178 74/26

5 42 Acétonitrile-ds 96/4 17/83 50/50
DMSO-ds 95/5 48/52 82/18

Ethanol-ds 94/6 32/68 66/34

Chloroforme-d 92/8 28/72 78/22

3 43 Acétonitrile-ds 93/7 19/81 55/45
DMSO-ds 90/10 48/52 84/16

Ethanol-ds 91/9 32/68 68/32

Annexe 7. Constantes de cinétique et temps de demi-vie des réactions de photoisomérisation des composés Kéto
(39, 42 et 43)

. . k375100 675 k3%%-10° 6507 kFnp10°
Entrée Composé Solvant (51) © (5Y) © (5Y) t12 (s)
CHCI3 15 46 206 3.4 0/0 0/0
1 39 MeCN 20 35 172 4,0 0/0 0/0
DMSO 7 99 124 5,6 0/0 0/0
EtOH 13 53 194 3,6 0/0 0/0
CHCI3; 18 39 164 4,2 0/0 0/0
5 42 MeCN 20 35 240 2,9 0/0 0/0
DMSO 7 99 107 6,5 0/0 0/0
EtOH 12 58 200 3,5 0/0 0/0
CHCI; 19 37 228 3,1 0/0 0/0
3 43 MeCN 21 33 248 2,8 0/0 0/0
DMSO 8 87 120 5,8 0/0 0/0
EtOH 13 53 143 4.8 0/0 0/0
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Résume

Au-dela de la thérapie photodynamique (PDT), il existe plusieurs alternatives thérapeutiques assistées par la
lumiére parmi lesquelles la thérapie photothermique (PTT) ou encore la photoisomérisation dont I’action mécanique
induirait des dommages cellulaires au sein des membranes. De plus, les molécules capables d’absorber simultanément
deux photons permettraient de surmonter la nécessité d’une excitation a haute énergie par photon tout en gardant une
pénétration suffisante des tissus. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la conception et a 1’étude
d’analogues biomimétiques de la cyclocurcumine (CC), un photoswitch E/Z naturel. Guidé par la modélisation
moléculaire, ces nouveaux composes de type donneur-accepteur ont été structurellement congus pour accroitre la
section efficace d'absorption a deux photons (o).

Dans un premier temps, nous avons synthétisé deux classes d’analogues de la CC portant des groupements
accepteurs (oxo et malonitrile) et donneurs (hydroxy, alcoxy et amine) ainsi qu’un bras PEG pour augmenter leur
hydrophilie. Libres en solution, les dérivés oxo subissent une isomérisation photoinduite réversible, sans aucune
isomérisation thermique en retour dans I’obscurité alors que les dérivés malonitrile ne photocommutent plus mais
Subissent une relaxation vibrationnelle. Elle conduit ainsi & une augmentation de température, d’intérét en thérapie
photothermique. Enfin, confinées dans un environnement lipidique (bicouches de liposomes et monocouches de
Langmuir), la cinétique d’isomérisation directe E->Z des composés oxo est fortement ralentie et aucune isomérisation
retour Z>E n’est observée, ni thermique ni sous illumination. Ces mémes composés ont montré une efficacité
certaine pour perturber la fluidité membranaire, plus ou moins prononcée selon la forme, Z ou E, la longueur de la
chaine alcoxy ou encore la présence du motif PEG. Les dérivés malonitrile quant a eux se voient diminuer leur effet
photothermique au sein des bicouches lipidiques, apres plusieurs cycles d’irradiation.

L’ensemble de cette étude est une preuve de concept quant au potentiel des réponses photoinduites des analogues
de la cyclocurcumine pour la perturbation de la fluidité membranaire vers une potentielle utilisation in vivo.

Mots-clés : cyclocurcumine, photoisomérisation, photothermie, fluorescence, fluidité membranaire, liposome,
monocouches de Langmuir.

Abstract

Beyond photodynamic therapy (PDT), there are several light-assisted therapeutic alternatives, including
photothermal therapy (PTT) and photoisomerization, whose mechanical action would induce cellular damage within
the membranes. Also, molecules able to simultaneously absorb two photons would overcome the need for high energy
excitation per photon while maintaining sufficient tissue penetration. In this context, we were interested in designing
and studying biomimetic analogues of cyclocurcumin (CC), a natural E/Z photoswitch. Guided by molecular
modeling, those novel donor-acceptor compounds were structurally designed to increase the effective two-photon
absorption cross section (o2).

First, we synthesized two classes of CC analogues bearing acceptor (oxo and malonitrile) and donor (hydroxy,
alkoxy and amine) groups as well as a PEG arm to increase their hydrophilicity. Free in solution, the oxo derivatives
show a reversible photoinduced isomerization, without any thermal isomerization in the dark, whereas the malonitrile
derivatives do not photoswitch but undergo a vibrational relaxation. This is leading to a temperature increase, of
interest in photothermal therapy. Finally, confined in a lipidic environment (liposomes bilayers and Langmuir
monolayers), the direct E->Z isomerization kinetics of oxo compounds is strongly slowed down and no Z->E back
isomerization is observed. Those compounds also showed a certain efficiency to disrupt membrane fluidity, more or
less pronounced depending on the form, Z or E, the length of the alkoxy chain or the presence of the PEG unit. The
malonitrile derivatives exhibit a diminished photothermal effect in lipid bilayers after several irradiation cycles.

Taken together, this study is a proof of concept for the potential of photoinduced responses of cyclocurcumin
analogs for disruption of membrane fluidity towards potential use in vivo.

Keywords: cyclocurcumin, photoisomerization, photothermia, fluorescence, membrane fluidity, liposome,
Langmuir film.
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