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L’Homme est capable de stocker et transmettre de I'information depuis des millénaires.
D'abord gravée dans la roche, ensuite inscrite sur des papyrus ou du papier, et de nos
jours principalement enregistrée sur des bandes magnétiques, la conservation et la
transmission de l'information jouent un réle crucial dans notre évolution. Aujourd’hui, I'ére
moderne dans laquelle nous vivons nécessite plus que jamais de nouvelles solutions pour
le stockage d’information. En effet, le développement des nouvelles technologies
numériques génére d’énormes quantités de données (5 fois plus de données sont
estimées pour 2025 par rapport a 2018).[11 Ceci s’accompagne du besoin d’'un grand
volume de matériaux pour fabriquer les appareils, et d’'une consommation d’énergie en
conséquence. Par exemple, la demande en Sillicium, élément essentiel pour construire
les moyens de stockages conventionnels d’aujourd’hui, risquent de dépasser I'offre d’ici
2030.[4 La création exponentielle d’information numérique conduit également a la
fabrication de nouveaux centres de données énergivores (1% de la consommation
mondiale d’électricité)® causant des impacts environnementaux a long et court termes.
Notamment, une production de gaz a effet de serre accrue, qui est une des principales
causes du déreglement climatique observé sur notre planéte.ll La recherche
d’alternatives aux moyens de stockage traditionnels est par conséquent devenue un défi
de taille pour les années a venir. Il existe de nombreuses possibilités en s’appuyant sur
les technologies d’aujourd’hui. Particulierement, en optimisant la densité d’information
permettant une réduction du co(t énergétique et matériel.l® Toutefois, la recherche de
nouvelles méthodes de conservation demeure particulierement attractive pour satisfaire
les besoins a tenir.

Dans ce contexte, en prenant exemple sur la nature et particulierement le stockage de
linformation génétique dans I'’ADN, il a été démontré que I'information numérique peut
étre stockée dans des polyméres biologiques.l267 En utilisant les différentes bases
nucléiques A, T, G et C, un code binaire peut étre encodé en contrdlant parfaitement la
séquence de la macromolécule naturelle (Figure 1G. 1). Dans ce cas, chaque monomere
peut stocker 2 bits par unité (00, 01, 10, et 11).
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Figure I1G. 1: Principe du stockage d’information numérique a I’échelle moléculaire.
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La densité de stockage atteinte dans ce type de polymeére est un atout considérable pour
la conservation de données. En outre, la capacité de conservation théorique d’'une telle
macromolécule est de 5 x 10 Gb par gramme,[®l ce qui permettrait, théoriquement, de
stocker toutes les données de la planéte dans environ 1 kg d’ADN. Par ailleurs, leur durée
de vie est également un moyen de conservation attractif. Souligné par la reconstruction
compléete du génome d’'un homme Neandertal agé de 5300 ans,® I'information peut étre
conserveée a travers des millénaires en étant stockée dans des conditions adaptées. De
ce fait, des preuves de concept ont largement été démontrées pour un stockage
d’information a I'échelle moléculaire.[1011] Particulierement en 2012, I'équipe dirigée par
Church a réalisé une avancée remarquable en stockant pour la premiere fois un livre
contenant a la fois du texte et des images sous forme de séquences d'ADN. Ces données
ont pu ensuite étre séquencées et récupérées avec un taux d'erreur minimal (10 bits
d'erreur sur 5,27 millions).l® Par ailleurs, les avancées récentes dans le domaine du
séquencage de ces polymeéres, notamment a I'échelle miniaturisée, témoignent du
potentiel prometteur de cette technologie de stockage. Particulierement, les dispositifs
MinlON de la taille d’'une clef USB qui utilisent les nanopores de protéines pour retrouver
I'enchainement précis des bases nucléiques.!1?

Malgré ces différentes preuves de concept innovantes, [l'utilisation de polymeéres
biologiques pour un stockage d’information numérique peut présenter quelques
contraintes. Etant limité & un alphabet & quatre monoméres (ATGC), 'enchainement de
répétition de bases peut étre problématique,!*3! et I'expansion de densité d’information
limitée. Par ailleurs, la sensibilité de certaines bases a I’humidité et/ou aux irradiations UV
a été démontrée, pouvant causer des erreurs d’écriture ou de lecture.'* Par conséquent,
le manque de flexibilité dans la construction de tels polyméres naturels peut étre
compromettant pour un stockage numérigue durable. Ainsi, les scientifiques se sont
intéressés a d’autres polyméres pour conserver les données numériques de maniere
pérenne, et particulierement, les polyméres synthétiques.5

Depuis la premiere preuve de concept de stockage numérique en 2014, utilisant la chimie
des triazoles amides pour la construction de polymeres non naturels a séquence
définie,[*®! de nombreux groupes de recherches ont cherché a optimiser la chimie
synthétique pour fabriquer de telles macromolécules. Diverses chimies peuvent étre
employées a cette fin, telles que celle des thiolactones,[!’] des CuAAC,8l des
nitroxides,!1° des carbamates,[?% etc. Ces différents types de stratégies emploient dans la
plupart des cas des support solides, développés par Merrifield dans les années 1960.[21]
D’abord trés utiles au développement de la synthése d’ADN en utilisant la chimie de
phosphoramidite,??! ces résines solides, au méme titre que les supports solubles, ont été
grandement utilisés pour la préparation de polyméres synthétiques a séquence définie.[?3!
L’emploi de telles matrices inorganiques permet I'ajout consécutif de monomeéres, évitant
des étapes de purifications fastidieuses et couteuses, augmentant ainsi les rendements.
Ce processus a par la suite pu étre automatisé,?4 ouvrant un grand nombre de possibilité
pour la construction de polymeéres numériques.

En 2015, notre groupe a profitt des années doptimisation de la chimie de
phosphoramidite automatisée pour construire une macromolécule synthétique (DP = 104)
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en contrblant parfaitement la séquence.l? Cette premiére preuve de concept a utilisé
deux monomeres phosphoramidites synthétiques de masse différentes, permettant un
stockage a I'échelle moléculaire sous formes de bits 0 et 1. Par la suite, la mise en ceuvre
d’alphabets augmentés a permis de faire croitre la densité d’information dans ces
macromolécules synthétiques.[?8] Effectivement, avec 4 ou 8 monomeres codant pour 2
ou 3 bits par unité, il est théoriquement possible d’encoder 2 a 3 fois plus d’information
respectivement (Figure 1G. 2). Dans ce dernier cas, il est notamment possible d’obtenir
une densité supérieure a celle de ’ADN.

NC @ I NC C NC L Ne L
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>,N:P_O\/\/O O >7N:P70\/j\/0 O >7N:P—0\></O O >7N:P—0 o O
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e e e e s e ees e ee s ee e eee e Alphabet A 8 MONOMEIES  seereerrrerrssssssssnnnnnrtissiisssssssnssnssesrsssssssssnsnssssssenns® <
Figure I1G. 2 : Alphabets augmentés pour une densité d’information accrue dans la chaine polymere.

Toutefois, la quantité d’information stockée a I'échelle moléculaire n’est pas le seul
paramétre a améliorer. Une lecture facile, rapide et efficace est essentielle pour une
application durable d’un tel outil de conservation de données. En outre, dans le cas des
polyméres synthétiques, la méthode d’analyse la plus utilisée est la spectrométrie de
masse (MS): grace aux masses molaires distinctes de chague monomeére, cette
technique d’analyse permet le décodage de la macromolécule numérique. Cependant,
lallongement de la séquence rend difficile sa lecture, particulierement a cause d’'une
augmentation des signaux.?®l En 2017, afin de faciliter leur analyse, notre groupe a utilisé
des espaceurs alcoxyamines clivables (SPACERL1, Figure I1G. 3) et des marqueurs de
masse différents inclus entre les sous-segments dinformations, permettant un
séquencage optimisé par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).[27]

Grace a leur énergie de liaison fragile, les alcoxyamines NO-C peuvent dans un premier
temps étre sélectivement clivés (MS?), avant d’appliquer une énergie plus forte sur l'ion
précurseur isolé (pseudo-MS?), favorisant la dissociation des liaisons phosphates. Les
derniers fragments ainsi formés permettent de retrouver 'enchainement précis des unités
codantes du polymere numérique (Figure IG. 3).

Cependant, les alcoxyamines utilisés dans cette étude n’étaient pas adaptées a une
lecture automatisée du spectre MS par un logiciel développé a cette fin (MS
DECODER).1?8 En cause, des réactions radicalaires secondaires des fragments radicaux
nitroxides formés lors des analyses MS/MS. Afin de pallier ce défaut d’analyse, la
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structure de I'espaceur alcoxyamine a été révisée en insérant un groupe méthyle en a et
un cycle aromatique rigide en B de la liaison NO-C stabilisant le radical induit en
expérience MS, et compromettant la formation de sous-produit non désiré (RISC2, Figure
IG. 3).

o
i i i
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—-0—P—0" "N — 0—P—0--- Nd - 0—P—0---
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Figure 1G. 3 : Principe de séquencage pseudo-MS2 d’un polymeére numérique.

Afin de démontrer I'efficacité de ce nouveau design, le nouvel alcoxyamine a été employé
dans la synthése d’un long polymeéere comportant 11 blocs (11 octets). Chacun d’eux est
séparé d’espaceurs clivable, et fonctionnalisés de marqueurs de masse permettant
l'identification des fragments dans le spectre MS sans contrainte isobarique entre les
segments d’information. En utilisant cette stratégie avec un alphabet a 8 monomeéres, le
portrait d’Antoine de Lavoisier a pu étre encodé et décodé automatiquement dans une
seule et unique chaine polymeére avec un record de 440bits/chaine (Figure IG. 4).129

00000000111011001100111111101001101111
MS3 11100110001100110011101101001011001111
01000100101111101100111101101001001010
11010000010110001100111010000101111110
10001110100001111111001001011110000011
11000111110001111010001011101000111111
100111111011000111011011011001101111

000

DMTO— o

000 o

000 T

e MarqUEUrS st d

Figure I1G. 4 : Long polymére a haute capacité de stockage codant le portrait d’Antoine de Lavoisier

Cependant, la construction d'un tel polymére a nécessité de nombreux éléments
constitutifs et, en particulier, l'utilisation a la fois d'un espaceur alcoxyamine permettant
un clivage contrélé de la chaine et de marqueurs de masse permettant l'identification des
fragments (Figure IG. 5A et B). En outre, ces deux types de monomeres sont dit « non
informationnels » puisqu’ils facilitent le séquencgage de la macromolécule numérique par
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pseudo-MS8, et sont inutiles pour un stockage d’informations artificielles. Par ailleurs, un
des défis dans la synthese de polymeres a séquence définie est la longueur de chaine
maximale limitée par la synthese chimique : par exemple, méme avec des efficacités de
couplages >99%, le rendement d’un polymére comportant 250 unités serait seulement de
6%. Afin de réduire le nombre de blocs de constructions non informationnels utilisé dans
de telles syntheses, et ainsi augmenter la densité de stockage dans la chaine polymére,
un des objectifs de cette thése a été d’élaborer et de synthétiser de nouveaux
macromonomeres contenant des alcoxyamines jouant a la fois le role d'espaceurs clivable
et de marqueurs de masse (Figure IG. 5C).

A.
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Figure I1G. 5 : Plan général de la stratégie approchée pour les travaux de cette thése.
A. Principe de construction de polymére numérique par chimie de phosphoramidite automatisée. i)
déprotection du DMT, ii) couplage phosphoramidite et iii) oxydation. B. Design précédemment étudié
par notre groupe. C. Nouveau design étudié dans cette thése.

Afin de développer les résultats obtenus au cours de cette thése, ce manuscrit est divisé
en 4 chapitres.

Dans le Chapitre |, le contexte dans lequel s’inscrit cette thése ainsi qu’un état de 'art du
stockage numérique a I'échelle moléculaire sont détaillés. Notamment, I'historique des
développements réalisés dans la synthese et le séquengcage de polymeres naturels,
précisément I’ADN et la chimie de phosphoramidite. Aprés avoir démontré différentes
preuves de concept dans la conservation de données de telles macromolécules, leurs
limites seront exposées. Ceci permet d’identifier 'avantage d’utiliser des polyméres
synthétiques a séquence définie, pour une méme application. Divers exemples sont
donnés, employant différents types de chimie. Finalement, les développements effectués
en majorité par notre groupe autour de la chimie de phosphoramidite synthétique sont
montrés, introduisant les voies d’optimisation possibles, et les objectifs de cette thése : la
construction d’'un marqueur alcoxyamine clivable pour un séquengage MS/MS facilité.

Le Chapitre Il détaille les méthodes et les régles importantes a suivre pour une analyse
MS optimale. Ensuite, les premiers essais réalisés pour la construction d’'un espaceur
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clivable sont démontrés. Une nouvelle stratégie utilisant un alcyne et un amino-TEMPO
modifié est introduite (TISP — Tag Inside the SPacer). Puis, l'incorporation du nouvel
espaceur obtenu en chaine polymere est présentée. Alors que I'alcyne a présenté des
comportements radicalaires non désirés lors d’analyses MS/MS des macromolécules
numériques, la réduction de lalcyne a été étudiée (TISP2). Ces expériences peu
concluantes ont conduit a tester d’autres alternatives, également discutées dans cette
partie.

Le Chapitre Ill aborde une nouvelle approche pour la synthése d’'un marqueur clivable.
Inspiré des travaux publiés par notre groupe (RISC2) et des développements effectués
dans le Chapitre Il, la nouvelle stratégie a été mise en ceuvre efficacement (TISP3). Les
résultats probants obtenus permettent de décrire la synthése d’'une série de douze
marqueurs clivables. Parallelement, I'utilisation de nouveaux supports solides universels
pour la construction de polymeres est montrée. De hombreuses optimisations ont di étre
effectuées, et des résultats encourageants sont détaillés. Puis, l'incorporation des
nouveaux marqueurs clivables TISP3 en chaine polymere utilisant ces nouveaux supports
est exposée. Alors que certains espaceurs ne semblent pas avoir correctement été
insérés dans la macromolécule numérique, I'étude de leur efficacité de couplage en
chimie de phosphoramidite automatisée sera discutée. Enfin, les résultats obtenus qui ont
permis d’identifier les marqueurs de masses favorables pour synthétiser des polyméres
numeériques, et les séquencer facilement par MS/MS, sont décrits.

Cette thése a d’abord été effectuée a I'Institut Charles Sadron de I'Université de
Strasbourg au sein de I'équipe Chimie Macromoléculaire de Précision sous la direction
du Dr. Jean-Francois Lutz (Octobre 2020 — Janvier 2023), puis a l'Institut de Science et
d’Ingénierie Supramoléculaire (ISIS - Janvier 2023 — Décembre 2023) dans la méme
Université et sous la méme tutelle. Ces travaux s’inscrivent dans le projet ANR
« Shapenread » en étroite collaboration avec I'équipe du Prof. Laurence Charles a
I'Institut de Chimie Radicalaire de I'Université d’Aix-Marseille. Toutes les données MS et
MS/MS montrées dans ce manuscrit sont le fruit de cette collaboration. Le projet ANR a
pour objectif d’optimiser le séquengage de polymére numérique par MS, de maniére
rapide et efficace. Pour ce faire, la technologie IMS (spectrométrie de mobilité ionique) a
été identifiée comme étant prometteuse. Alors que le design antérieur nécessite une
expérience MS/MS pour lire I'information contenue dans chaque segment d’information,
'IMS permet de séparer les différents octets et de les fragmenter séparément en une
seule et unique expérience. Les espaceurs congus et démontrés dans cette thése ont
pour but de réduire le nombre de monomere non informationnels dans la chaine polymére,
mais aussi de faciliter la séparation des segments d’information par IMS. Les tests
effectués pour de telles analyses ont été réalisé par Isaure Carvin dans le cadre de sa
thése a Marseille. Les résultats trop préliminaires acquis jusqu’aujourd’hui ne permettent
pas une discussion détaillée, et ne sont donc pas montrés dans ce manuscrit.
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Chapitre I. Etat de I'art : stockage de I'information a I'échelle moléculaire

1. Contexte et nécessité d’un stockage
d’information a I’échelle moléculaire

1.1. Vers un déferlement de données numériques dans le monde ?

L’ensemble des données numériques mondiales (toutes les données numériques créées,
capturées ou encore répliqguées) connait une croissance exponentielle selon International
Data Corporation (IDC) et devrait passer de 33 ZB en 2018, a 175 ZB en 2025 (1 ZB =
1012 GB).[! Malgré le fait que ces données soient en grande partie créées pour a posteriori
étre consommeées et supprimées en I'espace de quelques millisecondes, il existe une
demande de capacité de stockage croissante importante.

Depuis des millénaires, 'lHomme n’a cessé de vouloir stocker et transmettre de
linformation. Les premiéres traces de communication et de support de stockage
remontent a la période du Néolithique il y a plus de 6000 ans, ou la communication se
faisait a travers des outils et des dessins. Depuis les premiéres traces d’écritures
apparues pendant la Haute Antiquité il y a plus de 3000 ans, les techniques que
connaissaient autre fois les Mésopotamiens ont considérablement évoluées.[* En
passant des dessins de caverne, au papyrus puis aux premiéres bandes magnétiques
comme stockage d’information, les hommes ont perpétuellement essayé d’'innover et de
trouver de meilleures technologies. A la fin du 20¢ siécle, les appareils de stockages les
plus répandus étaient les bandes magnétiques, et les appareils optiques (CD et DVD).
Aujourd’hui, les plus utilisés sont les semi-conducteurs (RAM et SSD). Ces derniers sont
composeés en majorité de Silicium et, malgré son abondance a la surface de notre planéte
(2¢ élément le plus abondant), un épuisement des ressources pourrait se faire ressentir
d’ici quelques dizaines d’années. En effet, d’aprés des estimations réalisées par W. L.
Hughes et ses collegues, 3! les besoins en Silicium seraient de 'ordre de 2.4 x 10° kg en
2040, alors que I'estimation d’offre de ce méme élément avoisinerait 2.4 x 107 kg pour la
méme année. La demande devrait donc selon ces évaluations dépasser I'offre d’ici moins
de vingt ans. Une autre problématique de ces appareils de stockage est leur composition
en éléments rares. Bien que des efforts soient mis en place pour pallier au manque de
ressources (e.g. recyclage),l32-34 répondre a la demande émergente de certains métaux
reste un enjeu.35381 Ces éléments de terre rare se trouvent en petite concentration sur
notre planéte et entrainent des procédés d’extraction dangereux pour 'Homme et
I'environnement.[37:38] |Is peuvent également générer des conflits géopolitiques importants
du fait de leur répartition inégale dans le monde (ex. la Chine est le premier producteur
mondial en fournissant plus de 90% des éléments se trouvant sur Terre d’aprés United
States Geological Survey).

Cette croissance de données numériques conduit également a la construction de
nombreux centres de données dans le monde (Datacenters). Ces batiments érigés
exclusivement pour stocker de l'information numérique a grande échelle posent des
problémes environnementaux majeurs.? En complément de I'espace et des matiéres
premieres nécessaires a leur construction et leur fonctionnement, ces centres posent un
probléme de consommation d’électricité. A eux seuls, ils consomment 200 TWh par an,
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soit 1% de la demande d’électricité mondiale. De plus, afin de refroidir les appareils, une
immense quantité d’eau est indispensable : il a été estimé que les centres de données
américains ont utilisés environ 100 milliards de litres d'eau en 2014.81 D’apres
Cloudscene, il y aurait plus de 8500 centres de données répartis dans le monde. ]

1.2. Existe-t-il des solutions ?

Aprés avoir abordé les problématiques du stockage de données numériques dans les
années a venir, il parait évident que la recherche d’alternatives aux méthodes de stockage
conventionnelles est devenue une priorité. Deux principaux types de solution existent pour
y remédier : des moyens plus classiques de stockage en se basant sur les technologies
déja existantes telles que le codage par différence de champ électrique ou diffraction de
lumiére (1.2.1), et une nouvelle technologie émergente qui n'était pas exploitée il y a
quelques dizaines d’années auparavant, le stockage a I'échelle moléculaire : I'acide
désoxyribonucléique (ADN) (1.2.2).

1.2.1. Alternatives électroniques et optiques

Dans les disques durs conventionnels (HDD ou Hard Disc Drive), un plateau en rotation
recouvert d'une fine couche magnétique sert a stocker I'information sous forme de code
binaire (0 et 1). Une "téte" se déplace sur le plateau inscrivant le code sous forme de
minuscules zones de Nord ou de Sud magnétique sur ce dernier. Pour relire les données,
la téte se rend au méme endroit et interpréte les 0 et 1 initialement stockés.*l Pour les
semi-conducteurs (RAM ou Random Access Memory), I'information doit étre accessible
rapidement et est donc stockée de maniére temporaire en se basant sur la charge
électrique de I'électron. Un voltage faible codera pour 0 tandis qu’un voltage plus élevé
codera pour 1.2 Cependant, plus la demande de stockage est élevée, plus ces dispositifs
nécessitent une large quantité de micro-constituants (micro-processeurs, puces,
transistors, etc.). Cela freine ainsi la capacité de ces appareils a évoluer dans leur rapport
taille/efficacite.

Pour pallier ces limites, la spintronique s’est avérée étre une nouvelle classe de moyen
de stockage intéressante. Alors que les semiconducteurs conventionnels n'utilisent que
la charge électrique de I'électron pour fonctionner, la spintronique repose sur I'utilisation
du spin de I'électron et de sa charge négative pour transporter et stocker des informations
sous forme de bit O (spin up) et de bit 1 (spin down). Elle combine les propriétés des semi-
conducteurs basées sur la charge (circuits intégrés) et les propriétés magnétiques basées
sur le spin (disque dur de stockage) dans une seule puce afin d'effectuer tous les
processus dans un seul dispositif.[4?

Afin d’améliorer les propriétés et l'efficacité des technologies bien connues, plusieurs
groupes de recherches se sont également intéressés aux bénéfices de remplacer I'air par
de I'hélium dans les disques durs. Dans ce cas, la trainée de la « téte » sur les plateaux
en rotation est réduite, ce qui permet également de réduire la consommation d'énergie,
d'améliorer la circulation de l'air et de faire tourner les plateaux plus rapidement.*3l

D’autres innovations dans ce domaine ont émergées ces derniéres années, telles que
I'utilisation de nanomatériaux (nanoparticules de métaux, oxide de graphene, etc.), ou
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encore le stockage optique en 3[444% et 5461 dimensions permettant de repousser les
limites de densité de stockage.

Beaucoup d’efforts sont investis dans la recherche d’alternatives pour un stockage de
données durable et efficace mais, dans la plupart des cas, la technologie n’est encore
gu’au stade de développement et n’est pas encore sur le point d’étre industrialisée. Bien
que ce soit une éniéme preuve de concept, le stockage de donnée a I'échelle moléculaire,
en particulier dans 'ADN, est également une piste a considérer. Cette voie semble étre
plus accessible que d’autres stratégies du fait des propriétés attractives et du grand
nombre d’études concernant la synthése et la caractérisation de cette macromolécule
depuis la découverte de sa structure en 1953.147]

1.2.2. L’ADN, un moyen de stockage dense et robuste
L’acide désoxyribonucléique stocke l'information génétique grace a sa structure primaire
en utilisant un code a 4 unités, les 4 bases nucléiques de 'ADN : Adénine, Thymine,
Guanine et Cytosine (A, T, G et C respectivement). Ce principe peut également étre utilisé
pour stocker de l'information numérique. En effet, en exploitant ces bases naturelles
comme étant un alphabet a 4 variables, un code peut étre défini sur le méme principe que
le langage binaire utilisé en informatique (e.g. A=00, T=01, C=10 et G=11, Figure I. 1).

— ) llOll and "1"
H Information digitale ;
01001100101 01001100101
10010100100 10010100100
0111010101.. 0111010101..
= | H
00=A
TAGACGA TAGACGA 01=T
f/’ 11=6G
L e
4
7
d//P
Séquencage ADN -
ADN

Figure I. 1 : Principe du stockage de données dans '’ADN.

Un code ASCII (American Standard Code for Information Interchange) est une norme de
codage de caracteres qui est généralement utilisée pour encoder de l'information en
informatique. Une suite de 8 bits (= un octet) permet de traduire un caractére parmi les
256 présents dans cet alphabet en code binaire. Ceux-ci comprennent non seulement
l'alphabet, mais aussi les chiffres, les ponctuations et les caracteres spéciaux.
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Cette alternative aux moyens de stockage conventionnel présente une multitude
d’avantages dont le plus significatif est le gain d’espace. En effet, l'information encodée
dans les bases nucléiques de 'ADN posséde une densité de stockage volumétrique
dépassant de loin les mémoires électroniques actuelles. Par exemple, le génome humain
peut stocker I'équivalent d’1 Gb d’information par cellule. Par ailleurs, en stockant 2 bits
par base nucléique et en se basant sur un seul brin, TADN bénéficie quant a lui d’'un
stockage théorique maximal de 5 x 101 Gb par gramme.[®l Si une telle densité pouvait
étre atteinte dans des systémes de stockage d’information, tous les besoins en stockage
estimés pour 2040 pourraient tenir dans seulement 1 kg d’ADN, ce qui répondrait aux
problemes d’offres de métaux indispensables pour les technologies actuelles, telles que
le Silicium, évoqué dans la sous partie précédente.[3

L’avantage de stocker I'information dans des polyméres d’ADN n’est pas seulement le
gain de densité et le remplacement de certains métaux (Silicium). Avec 'augmentation de
la production de donnée, nous avons pu voir précédemment (1.1) que la consommation
électrique mondiale globale était affectée. Le stockage dans des macromolécules
biologiques permettrait de réduire considérablement les colts énergétiques. En effet,
contrairement aux datacenters qui ont besoin d’étre refroidis pour ne pas surchauffer, les
polymeres biologiques peuvent étre stockés dans des conditions particulieres sans
demande énergétique supplémentaire. Pour ce faire, plusieurs fagons de stocker
I'information de maniére efficace existe.l*8! Pour un stockage a long terme avec un acces
limité (1 fois tous les dix ans), I'encapsulation dans des particules de Silice est a ce jour
la meilleure option. En théorie, grace aux travaux de Grass et ses collégues, il a pu étre
estimé qu’en utilisant 'encapsulation, il serait possible de maintenir I'information intacte
pendant 20 & 90 ans a température ambiante, 2000 ans a 9.4°C et jusqu’a 2 millions
d’années a -18°C.[" Pour un accés plus fréquent (plusieurs fois par an), ’ADN lyophilisé
reste la meilleure option, méme si son stockage en milieu aqueux présente également de
bons résultats.*?! Toutefois, ces méthodes de stockage ne permettent de préserver
information que pendant quelques années (3 a 4 ans).5 |l est nécessaire de souligner
que ceci reste des estimations sur les bases de ce qu'il a pu étre observé en laboratoire.
En effet, pour tester la robustesse de ces échantillons, des vieillissements artificiels sont
réalisés. Par conséquent, des modeles doivent encore voir le jour pour corréler de facon
précise ces résultats a la réalité, dans des conditions optimales.[*8]

Au-dela des problemes environnementaux et techniques, la durée des moyens de
stockage actuels est une autre difficulté a surmonter. Alors que celle-ci ne dépasse pas
50 ans, 'ADN se présente quant a elle comme une solution efficace pour stocker de
l'information a long terme. Comme souligné par les découvertes d’Otzi, 'Homme glace
agé de 5300 ans :[° son génome a pu étre séquencé a 100% permettant de révéler son
groupe sanguin, la couleur de ses yeux, et son intolérance au lactose.? Ces précisions
ont pu étre obtenues grace a son ADN stocké de facon intacte dans son corps pendant
toutes ces années. Cela témoigne qu’'un isolement physique et chimique de 'ADN
empéche toutes contraintes de dégradation (ici par le froid), et permet de conserver
I'intégrité des informations pendant des milliers d'années. >3
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1.2.3. Stockage de données dans I’ADN, différentes preuves de concept
Cette idée de stocker de l'information numérique dans 'ADN et plus généralement a
I'échelle moléculaire ne date pas d’hier. Cela a été suggéré pour la premiere fois en 1959
par 'américain Richard Feynman (Prix Nobel de Physique en 1965) lors de sa conférence
visionnaire « There's Plenty of Room at the Bottom ».[>4 C’est presque 30 ans plus tard
(en 1988), avec the Microvenus project, que le premier message stocké dans de 'ADN a
vu le jour.l%8 En 2012, le groupe de Georges Church a réalisé une prouesse encore plus
aboutie en stockant pour la premiere fois un livre contenant du texte et des images dans
differentes séquences d’ADN. Les informations stockées ont pu a posteriori étre
séquenceées et identifiées avec un taux d’erreur minime (10 bits sur 5.27 millions).!®l En
2013, Goldman et ses collégues ont réussi a repousser les limites en stockant 739 kb de
fichiers informatiques dans différents fragments d’ADN. Cela est possible grace au
recouvrement de biopolyméres de 100 unités, qui se chevauchent sur 75 unités, créant
une redondance quadruple.l®® Parallélement a ces études, I'entreprise Microsoft a
également effectué des recherches autour de ces nouvelles stratégies de stockage. En
2018, Karin Strauss, Luis Ceze et leurs collegues ont démontré qu’il était possible
d’effectuer un accés aléatoire a grande échelle, en stockant et récupérant
individuellement 35 fichiers distincts (200 Mb de données) dans plus de 13 millions
d’oligonucléotides d’ADN.[57]

Dans la continuité de cette technologie jaillissante, afin de faire preuve de concept et
démarrer une révolution dans le stockage d’information, le CNRS, en collaboration avec
les archives nationales de France, a stocké les déclarations des droits de ’'Homme et du
citoyen de 1789, puis celles des femmes de 1791, dans de 'ADN. C’est sous forme de
capsules de métal que ces deux documents historiques figurent depuis décembre 2021
dans la célébre armoire de fer aux cotés d’objets inestimables.lf! Pierre Crozet et
Stéphane Lemaire ont développé une technologie brevetée appelée DNA Drive qui
repose sur une « stratégie bio-inspirée d’archivage, en rupture avec les technologies
existantes, puisqu’elle utilise des technologies biologiques et n‘est pas basée sur des
oligonucléotides ». Sachant que cette technologie peut étre in fine décodée par des
séquenceurs portables,[*? ce succés semble étre une solution non négligeable pour le
stockage du futur.

Bien que ces différentes preuves de concept montrent a quel point le stockage dans des
macromolécules peut-étre une solution révolutionnaire pour le futur, il est important de
souligner que ces méthodes ne sont pour le moment adaptées qu'a un seul type de
stockage : les données « froides ». Contrairement aux données « chaudes », les données
froides font références aux données qui ne sont que tres rarement consultées. La ou les
données chaudes doivent étre accessibles de maniére fréquente et efficace pour étre
lues, copiées ou modifiées, les données froides sont généralement consultées toutes les
dizaines d’années pour lecture. Sachant que ce type de données représente environ 60%
des données dans le monde,®8! une alternative aux moyens de stockage conventionnels
orientée sur la lecture exceptionnelle de ces données reste néanmoins un challenge
louable. La prochaine partie détaillera les avancées réalisées dans la synthése de
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macromolécules biologiques ainsi que leur séquencgage, pour une potentielle application
dans le stockage de données numériques.

2. Stockage d’information dans des
macromolécules biologiques naturelles

Depuis la mise en évidence de la structure de 'ADN par Watson et Crick en 1953,47] de
nombreux travaux ont vu le jour pour tenter de reproduire ce que la nature a réussi a
réaliser dans les systemes biologiques depuis des millénaires.® En utilisant des voies de
synthese biologique ou chimique, des brins d’ADN peuvent étre crées, copiés et lus en
qguelgues heures seulement. L’ADN permet donc de stocker de I'information de maniere
naturelle ou non, tout comme I'ARN et les protéines. Dans cette deuxiéme partie, les
moyens de stockage dans les macromolécules biologiques naturelles (2.1), leurs
syntheéses (2.2), leurs caractérisations (2.3) et leurs limites (2.4) seront discutées.

2.1. Stockage et synthése d’information dans des systémes
biologiques
2.1.1. L’ADN : structure et biosynthése
Depuis que la vie a apparue sur Terre, l'information génétique n’a cessé d’étre présente
dans les étres vivants. Il a fallu attendre le 20¢ siécle (1953) et les travaux de Franklin, [0

suivit des travaux de Wilkins(®ll pour observer les premiéres photos a rayon X de ’ADN et
faire la premiére hypothése d'une structure hélicoidale.
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Figure 1. 2 : Structure de 'ADN.
A. Structure primaire : liaisons phosphodiesters. Structure secondaire : liaisons hydrogenes (rouge).
B. Nomenclature définissant les différentes positions des carbones de la base nucléique.

La méme année, Watson et Crick ont proposé la fameuse structure en double hélices de
la macromolécule.*”l L'ADN est un biopolymére a séquence définie constitué d’'un
enchainement de nucléotides (Adénine, Thymine, Guanine, Cytosine) permettant de
stocker I'information génétique. Des affinités particulieres entre A-T puis G-C émanent par
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la formation préférentielle de liaisons hydrogénes entre elles (Figure I. 2). Ceci détermine
la structure secondaire de '’ADN.

Malgré cette découverte, ce n’est que quelques années plus tard (1958) que cette
derniére a réellement été confirmée grace aux travaux de Meselson et Stahl.[62 Leur
expérience décrite comme étant la plus belle de I'histoire dans le domaine de la biologiel®]
a pu mettre en lumiére la réplication de 'ADN. En assumant que lors de la division
cellulaire, chaque cellule fille doit contenir la méme information génétique que celle codée
dans la cellule mére, lors de la réplication, une copie parfaite du complément génomique
de 'ADN devrait étre générée. En utilisant la différence de densité entre l'isotope N4 et
N5 'ADN marqué a I'azote lourd peut-étre distingué de celui non marqué par technique
de sédimentation. En faisant profit de cette technique, Meselson et Stahl ont pu conclure
gue « l'azote d'une molécule d'ADN est réparti a parts égales entre deux sous-unités qui
restent intactes pendant de nombreuses générations »[%2 (Figure I. 3).

Brin mere Brin fille

\1‘ \‘ 0 X, 'M‘ ‘/7;

IS | /™
2 L XODOT
2 A
“a A
2 o ST SIS
~ XG4,

NN DA
Molécule Réplication 1ére génération Réplication 2¢ génération
mére > molécules filles > molécules filles

Figure 1. 3 : Principe de conservation d’information lors de la réplication de '’ADN.

Lors de cette méme période (1956), le biologiste A. Kornberg a démontré pour la premiére
fois qu’il est possible d’isoler une enzyme capable de répliquer 'ADN et ainsi de le
synthétiser : 'ADN polymérase. Aprés avoir extrait cette enzyme de la bactérie
Escherichia Coli, Kornberg et ses collegues ont développé un protocole rendant possible
la biosynthese de I'ADN.I64 Le processus de réplication consiste a reproduire deux
molécules d’ADN identiques a partir d’'une molécule mére (Figure 1. 4).15% Premiérement,
la double hélice s’ouvre grace a une protéine (hélicase) permettant ainsi de séparer les 2
brins : un brin direct et un brin indirect. Pendant ce temps, une autre enzyme (primase)
s’attache brievement sur chaque brin et assemble une base sur laquelle la réplication peut
commencer (amorgage) : I’ADN polymérase intervient en s’enroulant autour du brin direct
et en catalysant la formation de liaisons phosphodiesters entre ses bases
complémentaires dans le sens 5 & 3'. Le brin indirect quant a lui ne peut pas bénéficier
normalement de I’ADN polymérase puisqu’il se trouve dans le sens inverse. La primase
amorce alors la synthése a plusieurs reprises en ajoutant quelques bases sur ce dernier
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permettant ainsi la réplication dans le bon sens. Ce processus doit se produire de facon
répété donnant ainsi naissance a des fragments : les fragments d’Okasaki.l6¢!

Brin indirect

I (Ll IIWH e

5,

f f Hélicase Fragment d’Okasaki

Ly (P

Brin direct

ADN polymérase Primase

Figure 1. 4 : Biosyntheése de I’ADN par ’ADN polymérase.

L’ADN est aussi connu pour pouvoir étre amplifié, permettant ainsi d’obtenir des millions
de copies en quelgues heures seulement.[7] Ce processus a été découvert et développé
par K. Mullis en 1983 avec la technique PCR (polymer chain reaction).l%8! Ce procédé
biochimique est composé de 3 étapes : (1) la dénaturation, dans laquelle le double-brin
modeéle d’ADN va étre chauffé pour séparer les 2 brins ; (2) la recuisson, lorsque les
chaines courtes qui servent alors d’amorceurs se lient a des chaine latérales voisines et,
(3) 'extension, au cours de laquelle 'ADN polymérase étend la chaine de chaque modeéles
précédemment formés. Cette technologie qui lui a valu le prix Nobel de Chimie en 1993[6¢
a grandement été utilisée pour produire de 'ADN dans les domaines de la chimie et
biologie.

Depuis cette découverte, différentes méthodes de synthese biologique ont émergé.l1% La
synthése enzymatique utilise le principe de synthese sur support solide : une courte
chaine d’ADN est synthétisée sur le support et peut ensuite étre étendue avec 'ADN
polymérase en utilisant les nucléosides 5’-triphosphates (NTPs). Ce processus est
efficace pour amplifier de ’ADN déja existant, mais est inutile pour fabriquer de nouvelles
chaines. C’est pourquoi, une autre enzyme doit servir d’alternative lorsque le modeéle de
synthese (généralement implanté par la primase) est absent. Une telle polymérase a été
identifiée par Bollum en 1959 : terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT).["® TIEQS
(template-independent enzymatic oligonucleotide synthesis) est 'acronyme donné au
type de synthése exploitant 'enzyme TdT.["Y Elle permet de catalyser I'addition de
nucléotides sur I'extrémité 3’ d’'une molécule d’ADN sans nécessité de modéle (Figure I.
5). Cette technologie est I'une des plus utilisées aujourd’hui, notamment a I'échelle
industrielle (DNA script,[”?l ANSA Biotechnologies,[”? etc.).
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Figure I. 5 : Principe de synthése enzymatique de '’ADN par TdT.

* Support solide (résine) fonctionnalisé d’un brin d’ADN servant d’initiateur. Un espaceur clivable en
bout de chaine (brique orange « L ») permet de récupérer le polymére désiré en fin de cycle aprés
clivage. La synthese s’effectue en plusieurs patrties : (a) couplage avec un 3’-protégé (brique noire

« PG »)[" NTP (dans cet exemple, brique verte « G ») en présence de TdT ; (b) déprotection de PG ;
(c) étapes a. et b. répétées n fois ; (d) clivage (peut généralement étre clivé photo-chimiquement!’®! en
utilisant un groupe nitrobenzyl (1) ou bien enzymatiquement!!® & l'aide de I'uracile ADN glycosylase
lorsque la deoxyuridine (2) est utilisée ; (e) l'initial brin d’ADN reste sur le support solide.

Il existe également d’autres méthodes de construction d’ADN, cette fois-ci basées sur
'assemblage de molécules. Contrairement a la synthése de simple brin qui est limitée a
une longueur d’environ 200 nucléobases par chaines, X% 'assemblage permet en théorie
d’accéder a des longueurs illimitées de chaine d’ADN. Deux principaux types
d’assemblage sont utilisés : 'assemblage de Gibsonl’® et le PCA (Polymerase Cycling
Assembly)l””l (Figure |. 6). Les deux méthodes sont deux approches enzymatiques
complétant les méthodes de synthése classique d’oligonucléotides par chimie
phosphoramidite (qui sera discutée plus tard partie 2.2.3) et la méthode TIEOS.
L’assemblage de Gibson, une fois les molécules d’ADN de taille moyenne obtenues
(minimum 100 nucléobases), permet de fusionner deux fragments adjacents d’ADN
partageant une méme terminaison de séquence en une seule molécule d’ADN aprés une
réaction isothermique (Figure I. 6 : L'enzyme T5 exonucléase dégrade chaque
terminaison des brins a 50°C dans le sens 5° > 3’ et, toujours a la méme température,
recuit ces mémes fragments de sorte a les faire chevaucher. L’ADN polymérase et ’ADN
ligase finissent le travail en fusionnant les fragments et ainsi former la nouvelle molécule
d’ADN. Le PCA quant a lui est également un type d’assemblage qui repose sur la
synthése de plusieurs fragments d’ADN). Leur structure est réfléchie de facon a avoir un
chevauchement répétitif entre plusieurs brins afin qu’aprés recuisson et I'action d’'une
polymérase, la molécule d’ADN puisse étre reconstruite en intégrité.

En addition des techniques de biosynthéses discutées a l'instant, il subsiste une multitude
d’autres méthodes plus ou moins utilisées dans la construction enzymatique de ’ADN :
RCA (Rolling Circular Amplification),l”®79 jets d’encre sur micro-pucesl® (la partie 2.2.4
discutera cette technologie avec une approche chimique), etc.
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Figure 1. 6 : Principes de synthése par assemblage de Gibson et PCA.

Adapté de la littérature.l2% A. Assemblage de Gibson : (a) Digestion des chaines terminales par
exonucléase. (b) « Cuisson » des chaines terminales complémentaires formées en (a). (c) Réparation
par ligase et polymérase. B. PCA : (a) « Cuisson » des oligonucléotides se chevauchant (orange). (b)

Extension de la chaine modéle par polymérase. (c) PCR.

L’ADN posséde un éventail d’applications®¥ biologiques ou chimiques, telles que la
création de bibliotheques d’ARN, 81l 'ingénierie des protéines,82 la synthése de génomes
entiers,[83 la thérapie génique, ou encore dans le stockage d’information.[.831.84.85 Sg
synthése a, et suscite encore grandement de l'intérét depuis le milieu du 20 siecle.
Nous verrons dans les deux prochaines sous-parties que d’autres macromolécules
naturelles peuvent également étre support d’'information : I'acide ribonucléique (ARN) et
les protéines.

2.1.2. L’ARN : structure et biosynthese

L’ARN, également support d'information, représente l'intermédiaire dans le transfert du
géne depuis 'ADN vers le ribosome pour la synthése de protéines.[®8 |l est chimiquement
trés proche de 'ADN, notamment par ses propriétés polyméres issues d’'un enchainement
de nucléotides. Cependant, 'ARN différe de 'ADN par sa structure (généralement en
simple brin, rarement en double brin a I'exception de certains virus)8:88 et de sa
composition : les sucres sont des riboses et la base azotée thymine est remplacée par
l'uracile. Fruit de la transcription de 'ADN, I’ARN est formé a I'aide de 'ARN polymérase.
Cette enzyme a pour role de dérouler un fragment d’ADN sélectionné servant alors de
modéle pour synthétiser une molécule d’ARN. Comme dans la réplication de 'ADN, la
séquence de nucléotides est déterminée par I'appariement des bases sur ce modéle.[8°

Moins stable que ’ADN du fait de ses résidus riboses (et non désoxyriboses, voir oxygéne
marqué en rouge sur la Figure . 7),°4 'ARN est un moindre candidat comme support
d’information a long terme. Malgré des efforts dans sa synthése enzymatique,® TARN
suscite peu d’intérét dans le stockage d’information de données numeériques. Cependant,
il est tout de méme captivant du fait de sa capacité a transférer des données, et donc, ce
genre de mécanisme pourrait étre également utilisé pour développer des systémes de
stockage.[®Z
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2.1.3. Les protéines : structures et biosynthese

Les protéines, biopolyméres a séquence définie présents dans les cellules vivantes,
permettent 'expression de I'information génétique. L’'enchainement d’'une bibliothéque de
22 acides aminés liés par des liaisons peptidiques détermine la propriété du polymere
biologique.®3! Leur structure peut synthétiquement étre définie selon le dogme d’Anfinsen
(Prix Nobel de Chimie en 1972) stipulant que la structure primaire d’'une protéine est
définie par I'enchainement spécifiqgue de ses acides aminés, et que sa conformation dans
'espace est régie par sa forme la plus stable thermodynamiquement (notamment grace
aux liaisons hydrogénes et interactions hydrophobiques formées).[®4 De ce fait, sa
structure secondaire émane de ces faibles interactions formant ainsi une forme
hélicoidalel®® (hélice alpha) ou planaire (feuillet béta). Sa structure tertiaire est décrite par
son enroulement en 3 dimensions, également la conséquence d’interactions faibles entre
les acides aminés. Enfin, sa structure quaternaire est définie par I'organisation spatiale
des différentes chaine protéiques (ou sous-unités) entre elles. Cette compréhension
détaillée a été possible grace aux techniques évolutives de caractérisation.[% Par ailleurs,
la diversité de structure des protéines implique de nombreuses propriétés physico-
chimiques utiles au bon fonctionnement de la plupart des processus biologiques.[®’]
Notamment, la réplication de 'ADN catalysée par 'ADN polymérase comme évoqué
précédemment.©8]

ARN polymérase Ribosome
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Figure I. 7 : Biosynthese de I'ARN par 'ARN polymérase suivie de la biosynthese de protéine grace a
la lecture de FARNm par le ribosome.

La biosynthése des protéines est I'aboutissement du dogme défini précédemment (Figure
I. 7). Aprés avoir été transcrit, 'TARN messager (ARNm) peut étre traduit en se liant a un
ribosome. Ce dernier permet d’effectuer la traduction des codons présents sur le brin
d’ARNm. Un enchainement de 3 bases nucléiques spécifiques détermine ainsi I'acide
aminé correspondant. Etant stables et possédant des chaines latérales différentes, les
polypeptides sont intéressants pour le codage et stockage d’information.[®*-191 Aprés avoir
discuté des structures de différents systemes biologiques ainsi que de leur biosynthese
(2.1), nous verrons dans la prochaine partie que le développement de leur synthése par
voie chimique permet une telle conservation de donnée.
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2.2. Synthese chimique de macromolécules biologiques

2.2.1. Synthése de polypeptides (protéines)

2.2.1.1 Synthése sur support solide : R. B. Merrifield

Depuis les travaux d’Emile Fischer sur la synthese du tout premier polypeptide en
1903,[192] des efforts dans I'optimisation de la synthése de peptide ont été nécessaire pour
espérer de bons rendements. Pendant plusieurs décennies, la méthode Bergmann-
Zervas a été utilisée pour réaliser une telle prouesse.['%! Une fois le groupe carboxyle
d'un acide aminé et le groupe amine du second acide aminé protégés, par activation du
groupe carboxyle libre, la liaison peptidique peut étre formée. L'élimination sélective des
deux groupes protecteurs conduit par la suite au dipeptide libre.['®4 Ce procédé étant
limité a la préparation de courtes séquences,105106 R B. Merrifield a développé une
méthode rapide, quantitative et automatique pour la synthése de peptides a longue
chaine.[07]

En 1963, il a prouvé que cela était réalisable en démontrant un moyen efficace dans la
préparation d’'un tétrapeptide par synthese sur support solide (SPS).2! Désormais
appelée synthése peptidique sur support solide (SPPS), ce concept lui a valu le prix Nobel
de Chimie en 1983 témoignant de sa grande contribution, notamment dans la préparation
de macromolécules biologiques auparavant inatteignable (e.g. ribonucléase A
pancréatique de bovin).[1%! Contrairement aux réactions chimiques jusqu’alors effectuées
en milieu liquide, ce procédé présente de nombreux avantages dont les principaux sont :
simplifier et accélérer la synthése multi-étapes (méme vaisselle utilisée) et, obtenir de
meilleurs rendements en minimisant les pertes de produits liées aux purifications
intermédiaires.l1%4 Le principe général de SPS, et plus particulierement SPPS, peut étre
résumé a l'aide de la Figure I. 8. Il implique I'ajout progressif d'acides aminés protégés a
une chaine peptidique croissante liée par une liaison covalente a une résine solide.

Cette stratégie de synthése par protection/déprotection est facilitée par la possibilité de
faire des lavages entre chaque couplage, éliminant ainsi les exces de réactifs utilisés et
les sous-produits formés par filtration. Initialement développée a l'aide du groupe
protecteur Boc (tert-butoxycarbonyle),[109.110 |3 stratégie de protection/déprotection a été
optimisée en utilisant préférentiellement le groupe Fmoc
(fluorénylméthoxycarbonyle).[111.1121 Ce dernier permet un suivi de réaction plus simple et
efficace, ainsi qu'une déprotection complétement orthogonale aux autres groupes
présents sur la chaine peptidique.l*13l Faisant face au potentiel indéniable de cette
technologie, R. B. Merrifield a également développé la chimie sur support solide a plus
grande échelle. L'automatisation de ce procédé permet d’accéder plus rapidement et plus
facilement a des macromolécules complexes, ce qui manuellement peut se révéler lent et
fastidieux. Deux ans aprés avoir synthétisé son premier tétrapeptide par SPS, son nouvel
instrument élaboré pour la SPPS automatisée a pu étre inauguré avec un nonapeptide
(bradykinin) obtenu aprés 32 heures de synthése.l'l4 Depuis, de nombreux robots
synthétiseurs ont vu le jourl'%] et leur optimisation sont encore d’actualité, notamment
pour améliorer leur efficacité en flux rapide,[*'6l ou encore en y couplant des réacteurs
micro-ondes.[117:118]
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Figure I. 8 : Principe de la SPPS.
(a) 1¢" couplage sur la résine fonctionnalisée avec un acide aminé. (b) Déprotection du groupe
protecteur (généralement Fmoc en présence de pipéridine). (c) Couplage peptidique généralement en
présence de DCC. (d) Clivage de la résine (conditions selon le type de résine utilisée).

Traditionnellement, les supports solides utilisés dans la synthese de tels biopolyméres
sont des résines réticulées a base de polystyrene (PS) comme initialement introduit par
Merrifield.[?] En outre, ces supports peuvent bénéficier d’'une large variété de groupes
fonctionnels afin d’étre versatiles et adaptables a d’autres types de chimie tels que la
préparation des oligosaccharides,!'1®-1211 polymeres bioconjugués,1221231 polyméres
synthétigues a séquence controléel?3124 (discutés partie 3.2) ou encore
oligonucléotides!?212% (discutés partie 2.2.2).

2.2.1.2 Approche supramoléculaire
En 2013, le groupe de Leigh a publié le premier synthétiseur de peptide basé sur une
machine artificielle moléculaire. Dans ces travaux, leur but a été de mimer ce que les
ribosomes effectuent en construisant les protéines grace a 'assemblage d’acide aminés
dont I'ordre est déterminé par '’ARNm.[126]

La structure chimique du « moteur » utilisé est un anneau moléculaire enfilé sur un axe
composé d’acides aminés (rotaxane). La machine décrite dans cette étude est un systéme
comprenant un rotaxane dans lequel le macrocycle récupere séquentiellement les acides
aminés présents sur I'axe moléculaire pour assembler un polypeptide dans un ordre bien
défini. L'approche de cette étude est résumée avec la Figure I. 9 ci-dessous. La stratégie
emploie une chaine latérale du macrocycle rotaxane (bleu) fonctionnalisée avec un thiol
permettant de catalyser I'ajout progressif d’acides aminés sur I'axe moléculaire (orange).
Aprés transestérification impliquant le thiol préalablement déprotoné, un réarrangement
S,N-acyl s’effectue entre I'acide aminé sur I'axe (vert) et celui attaché au macrocycle (noir)
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(pour plus de détails sur les mécanismes impliqués, il est conseillé de consulter I'article
originalement publié).['?6l Malgré des rendements faibles rendant I'exécution de ce
processus difficile et seulement applicable aux polypeptides, c’est une preuve de concept
notable par sa complexité qui, avec de l'optimisation, pourrait bien étre appliquée a
d’autres types de chimie (ex. polyméres a séquence controlée 3.2).
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Figure 1. 9 : Machine supramoléculaire pour la construction de polypeptides.
Adapté de la littérature.l*28] Anneau bleu : macrocycle rotaxane. Axe orange : motif répété n fois le
nombre d’acides aminés a coupler. Boule grise : « Stoppeur » encombré (R = tert-butylbenzene).
Acides aminés (C) = Cysteéine, (G) = Glycine, (F) = Phénylalanine, (L) = Leucine, (A) = Alanine. (i)
transestérification du thiol déprotoné sur le carbonyle de I'acide aminé. ii) Aprés catalyse acide,
réarrangement S,N-acyl entre 'acide aminé accroché au macrocycle (noir) et celui attaché a I'axe
moléculaire (vert). iii) Hydrolyse offrant 'hexapeptide.

2.2.2. Synthése d’oligonucléotides naturels

La synthése du premier oligonucléotide remonte a 1955 lorsque Michelson et Todd ont
publié la préparation d’'une dithymidine.l2’ Dans cette étude, la 5’-O-thymidine protégée
avec un groupe benzyle peut réagir avec 'oxygéne 5 d’'une 3’-O-thymidine protégée avec
un groupe acyle. Apres déprotection, le dinucléotide dT-dT peut étre obtenu. Ceci
représente la premiére synthése par voie chimique d’un dinucléotide contenant une liaison
inter-nucléotidique caractéristigue des acides nucléiques. Depuis cette réalisation, de
nombreuses optimisations a travers différentes stratégies dans la synthese
d’oligonucléotides naturels ont émergées.

2.2.2.1 Phosphodiester en solution : les travaux pionniers de H. G.
Khorana

H. G. Khorana a grandement contribué au développement de la chimie des
oligonucléotides.['?8] En 1956, son groupe a publié une méthode efficace pour la
préparation d’oligonucléotides en impliquant la phosphorylation d’'un composé hydroxyle
par un phospho-monoester d’acide phosphorique en présence de chlorure de p-
toluenesulfonyle,29 puis, I'année d’aprés, en présence de dicyclohexylcarbodiimidel3°
(DCC), ce dernier offrant de meilleurs rendements en étant utilisé comme agent de
couplage (Schéma I. 1). Ce procédé appelé par la suite « approche phosphodiester »
présente tout de méme des défauts puisqu’il contient un phosphate non protégé au niveau
de la connexion inter-nucléotidique, aboutissant a des ramifications non voulues (Schéma
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I. 1, rouge). Dans ce cas, plus la longueur de I'oligonucléotide souhaité est longue, plus
la synthese est difficile du fait des étapes répétées de purification.

DMTO Base DMTO Base
DMTO Base o (o]
o
Y e —
(l) )6\=IL—OH HO Base > O=F!’—OH
0=P—0H ~EY N \/_OD S
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n OBz

Schéma I. 1 : Couplage phosphodiester catalysé par DCC.
En rouge, phosphate non protégé.

Ces différentes problématiques I'ont amené a s’intéresser aux divers groupes protecteurs
pouvant améliorer le schéma général de synthése d’oligonucléotides. Premiérement, il
s’est intéressé au groupe protégeant I'alcool secondaire réagissant sur le phosphate pour
former la liaison phosphodiester. Ainsi, le groupe triphénylméthyle (trityl) a initialement été
investigué.[131.132] Cependant, ce dernier n'a pas donné de résultats favorables dans la
synthese impliguant des purines, certainement d0 a l'acidité labile de leur liaison
glycosidique pouvant étre fragilisée en conditions de déprotection acide.l*38] C’est
pourquoi, d’autres alternatives plus fragiles en conditions acides telles que les dérivés p-
méthoxy des groupes trityl ont été étudiées, notamment le 5'-O-monométhoxytrityl (MMT)
et le di-p-méthoxytrityl (DMT).[133 Le DMT s’est révélé comme étant un groupe protecteur
de choix du fait de sa simple élimination en milieu acide, de son suivi rendu possible par
sa couleur caractéristique apres déprotection (orange) et de sa signature UV (Figure I.
10).
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= >

e @ v/ Bande caractéristique UV (504 nm)
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O ‘ v/ Permet un suivi d’efficacité de couplage
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Figure 1. 10 : Délocalisation des électrons du cation DMT impliquant une signature UV caractéristique.

Parallelement, la protection du groupe phosphate a aussi d( étre étudiée. L’incorporation
d’un groupe cyanoéthyle permettant son élimination dans des conditions alcalines douces
et orthogonales au groupe protecteur DMT s’est aveérée étre une option efficace dans les
couplages de nucléotides.l'3¥l Khorana a également contribué a l'optimisation d'une
chimiotheque de groupes protecteurs pour les nucléobases utilisées dans la synthese
d’oligonucléotides. Elles seront vues en détail plus tard dans la partie 2.2.3.4.

Finalement, grace a ses travaux, le biochimiste a également contribué a la synthese de
polyméres d’ARN en étudiant la connexion inter-ribonucléotidique,™34 ce qui lui a permis
par la suite de réaliser le premier ARNt séquencé (77-nt),[135136] puis la synthése totale
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d’un géne incluant différentes chaines polyméres (126-nt et 207-nt).l1371 Sa grande
contribution lui a valu le Prix Nobel de médecine en 1968.

2.2.2.2 Optimisation sur support solide et soluble: les travaux
pionniers de R. L. Letsinger

R. L. Letsinger a également été tres impliqué dans la synthése d’oligonucléotides
naturels.[138.139 Dans les années 1960, indépendamment de Merrifield?1] (2.2.1.1), il publie
guelgues mois plus tard la synthese d’un dipeptide en utilisant un polystyrene di-vinylique
comme support solide.['41 Parallelement a ses études sur le comportement de ces
supports en présence de différents solvants,!141 il a étudié le potentiel de cette technologie
sur une autre chimie, notamment celle des oligonucléotides. En 1965, son groupe a publié
le premier article impliquant une liaison inter-nucléotidique réalisée sur support solide a
I'aide d’'un copolymére « popcorn » composé de styrene (88%), d’acide p-vinylbenzoique
(12%) et de p-divinylbenzéne (0.2%).1142143] Cette résine ainsi formée est insoluble dans
I'eau, les solutions alcalines et les solvants organiques classiques utilisés en synthese
oligonucléotidique. Elle peut étre chargée avec la 5’-O-trityldeoxycytidine (Figure I. 11A),
et par la suite phosphorylée en présence de DCC. Apres filtration et lavage, le nucléotide
peut réagir avec une thymidine en présence de pyridine formant la liaison phosphodiester.
Apres traitement basique en présence d’hydroxyde de sodium (NaOH), le dinucléotide est
clivé du support et peut étre déprotégé du groupe 5-O-trityl en milieu acide pour donner
le dimére désiré. Dans ses travaux préliminaires, Letsinger a utilisé une liaison amide sur
la base nucléique pour attacher son support solide. Khorana a alors proposé une
alternative avec les groupes protecteurs trityl dont son groupe a I'expertise, mais dans ce
cas en utilisant un polymére soluble développé auparavant par Shemyakin et ses
collegues.l'#4 Avec cette technique, il a initié la connexion 5’-O du nucléotide au support
soluble chargé avec un groupe MMT (Figure I. 11B) pouvant étre clivé du support en
milieu acidel*®! (Melby et Strobach ont étudié le méme schéma de synthése I'année
d’aprés avec un support insoluble sans prouesse particuliére).l'4¢l Dans la méme période,
M. H. Caruthers, a également été impliqué dans le développement de ces supports et a
proposé sa premiére optimisation a I'aide d’'une liaison ester sur la position 3’-O d’'une
thymidine sur un support soluble (Figure I. 11C). Ses travaux ont alors démontré un
procédé simplifié ou le nucléotide attaché au support peut, aprés déprotection du groupe
5’-O-MMT, réagir avec la fonction phosphate d’'un autre nucléotide. La méthode appliquée
dans cette étude a également établi de meilleurs rendements comparativement aux
stratégies par voie solide précédemment publiées par Khorana et ses collégues.!147]
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A. o f C.
\ PS NH MMTO Base
(e]
% e
TrO o N/&O OYO
b (ps
OH
Letsinger — PS insoluble Khorana — PS soluble Caruthers — PS soluble
Spécifique a la cytosine Universel Universel
Clivage basique Clivage acide Clivage basique
Attaché a la nucléobase Attaché au 5’-O Attaché au 3’-O

Figure I. 11 : Développement des supports solides.

2.2.2.3 Approche phosphotriester : la grande contribution de R. L.
Letsinger

Apres les études réalisées par le groupe de Khorana sur [l'utilisation du groupe
cyanoéthyle pour protéger le phosphate et ainsi éviter les hyper branchements indésirés
(discuté précédemment partie 2.2.2.1), Letsinger a profité de leur optimisation pour
d’abord I'appliquer a la synthése d’oligoribonucléosides, 48] puis surtout a la construction
d’oligonucléotides en phase solide. Le schéma de synthese, étape par étape, ressemble
a l'approche phosphodiester discutée auparavant puisqu’il commence par i) la
phosphorylation d’un nucléotide mais dans ce cas en utilisant le phosphate 2-cyanoéthyle
puis, i) 'intermédiaire phosphodiester activé a I'aide du chlorure de mesitylenesuflonyle
(MsCI) pour générer un meilleur groupe partant qui, iii) réagit avec la position 5’-O d’'un
autre nucléotide formant le phosphotriester. Aprés traitement basique faible, le groupe
cyanoéthyle peut facilement étre éliminé, tandis que le clivage du support se fait avec des
conditions plus fortes!'42143 (Schéma I. 2).

/ O s 0 i/PS
/ 2 PS (ps NH
PS NH NH
NH | \/L
N SN
TrO
| \/L ™ |N/go o |N/go o °
ey ot e e
_— I ] 5 NH, —— V)
o) o _Fl,_ N

Schéma |. 2 : Approche phosphotriester.
i) Phosphate de 3-cyanoéthyle pyridinium, DCC. ii) MsClI, pyridine. jii) 5-O-thymidine. Iv) Clivage
basique (NH3) donnant le dimere.[142]
Déja utilisée précédemment sur support insoluble, cette méthode peut parfois demander
une semaine d’agitation pour certains couplages.*#? Adaptée a leur technologie soluble,
« 'approche phosphotriester » a par la suite présenté de meilleurs rendements et de
favorables temps de réaction (ex. cycle passant de 44%l142 a 64%[47 et temps de
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couplage inférieur a 2 jours).!149.150 | etsinger et ses collégues ont par ailleurs prouvé que
cette approche peut étre envisagée avec les différentes nucléobases classiques
(ATGC).[*¥1 |Is ont également démontré que ['utilisation du groupe benzoylel>? pour
bloquer I'amine primaire de la base nucléique est efficace du fait des conditions
d’éliminations orthogonales aux deux groupes 5-O-trityll133] et cyanoéthyle.[154]

Quelques années plus tard, 'agent activateur MsCl de lintermédiaire phosphodiester
discuté ci-dessus (étape ii) Schéma |. 2) a lui aussi fait I'objet d’optimisations et
particulierement par Reese et ses collegues.t55-1571 | 'utilisation des dérivés
mesitylénesulfonyle, le 3-nitrotriazole (MSNT) dans un premier temps puis le 4,6-
dinitrobenzyltriazole (DBMT), ont donné des efficacités de couplage atteignant les 95% et
des temps de conversion a I'échelle de la minute, autant en employant les supports
solubles que des résines solides.[’*”] Ces avancées ont notamment permis la synthése de
plus grands oligonucléotides (20 a 50 nt)[158-160] et |a semi-automatisation de I'approche
phosphotriester.[161]

2.2.2.4 Approche Phosphite Triester : la grande contribution de R. L.
Letsinger et M. H. Caruthers

Dans les années 1970, toujours dans un but d’optimisation maximale du temps de
conversion et d’efficacité de couplage dans la construction d’oligonucléotides, Letsinger
et ses collegues se sont intéressés a une toute nouvelle approche. Basée sur I'utilisation
d’'un phosphite (Ill) plus réactif qu'un phosphate (V), l'originale méthode appelée
« phosphite triester » nécessite une étape d’oxydation additionnelle aux procédés
précédemment développés. Cependant, elle permet de diminuer de maniere significative
les temps de couplage dus a la nature hautement réactive de [lintermédiaire
phosphomonochloridite, ce qui en fait une stratégie de choix pour la synthése de longs
polymeéres.[162.163] (Schéma I. 3 : X = Cl, DMT remplacé par MMT, et SiO, remplacé par
PS). Néanmoins, la découverte de Letsinger reste perfectible puisqu’elle présente de
faibles rendements sur résine (9% pour 5-nt),[164 posant une grande problématique pour
son automatisation et son application a grande échelle.[163164] Son ancien étudiant
Caruthers, dirigeant a présent son propre laboratoire, a pris conscience de cette lacune
en proposant un nouveau support solide fondé sur une matrice inorganique de silice : elle
peut étre fonctionnalisée par un groupe acide carboxylique, et éventuellement réagir avec
une thymidine sur la position 3’-O en présence de DCC, laissant la position 5-O-trityl
disponible a une future déprotection et a un couplage nucléotidique.'6% L’application de
ce support a la récente méthode développée par Letsinger permet la semi-automatisation
de la synthése d’oligonucléotides avec un cycle total inférieur a 2h30[166 (Schéma I. 3).
Afin d’y parvenir, le support est compressé dans une colonne reliée a une pompe et une
série de valves ; aprés déprotection, le nucléotide attaché au support peut réagir avec le
groupe phosphite d’un autre nucléotide, puis, aprés une étape de piégeage des groupes
hydroxyles supportés n’ayant pas réagis (non illustrée sur cette figure), le phosphite
obtenu est oxydé en phosphate en présence d’l>. Enfin, I'oligomére peut étre clivé du
support a l'aide du thiophénol et d’hydroxyde d’ammonium avant d’étre purifié par
chromatographie en phase inverse (rendement de 30% pour un déoxydécanucléotide).[16¢]
Dans cette méme étude, Caruthers a également montré que I'utilisation du tétrazole a la
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place du chlorure permet d’obtenir une meilleure efficacité de couplage (95% au lieu de
90%) due a la formation d’un meilleur groupe partant lors de la condensation de I'alcool
sur le phosphite (Schéma I. 3).

DMTO Base

(0]
DMTO Base DMTO Base HO Base

O (0] (o}
(0]
HO Base }L

o \O/ ~x (I) CI) CI)
/O_ri: o—|I3=0 0—P=0
. ! ! /

o) o i) Base i) Base iii) (I) Base jv)
_— o B —— o —_— 0 —_— V)
o — D T

Schéma |. 3 : Approche phosphite triester en utilisant la matrice inorganique a base de silice de
Caruthers.[166]

i) Formation de liaison phosphite triester : nucléobase, -78°C. ii) Oxydation / |, H>O, t.a. iii)
Déprotection du DMT / TsOH, t.a.. iv) Cycle itératif : i), ii) et iii) répétés n fois. v) Clivage du support
(thiophénoxyde) offrant I'oligomere.

Malgré des développements encourageants, ce procédé présente toutefois des points
négatifs. En outre, le protocole utilise le phosphomonochloridite qui doit étre préparé a -
78°C dans du tétrahydrofuran (THF) en présence de dichlorure de méthylphosphonique
(CH3OPClz). En addition de ces conditions de réactions peu souhaitables, cet
intermédiaire activé ainsi que son dérivé tétrazole (obtenu en une étape a partir du
phosphomonochloridite) doivent étre stockés a basse température du fait de leur haute
sensibilité a '’humidité et a 'oxydation. De ce fait, I'application a plus grande échelle ainsi
gue la commercialisation de cette technologie ne semble pas viable et nécessite encore

d’étre améliorée.

2.2.2.5 Approche Phosphoramidite : les travaux pionniers de M. H.

Caruthers

Au début des années 1980, le groupe de Caruthers a instauré une nouvelle méthode de
construction d’oligonucléotides en utilisant une approche phosphoramidite. Conscient des
défauts de la méthode phosphite triester utilisant des réactifs non stables, il a étudié la
construction d’intermédiaires plus stables. Inspiré par leur découverte sur 'augmentation
d’efficacité de couplage en remplacant le chlore par un tétrazole sur 'espéce phosphite
(Schéma I. 3), il a publié la méme année [lutilisation du N,N-
diméthylaminophosphoramidite.['67] Alors que ses analogues chlorés et tetrazolés doivent
étre stockés sous forme de précipité a -20°C dans de I'hexane, ce nouveau réactif peut
étre conservé dans des conditions classiques de laboratoire sous forme de poudre et
présente également de bons résultats de conversion. Méme si la préparation de I'agent
phosphorylant (CH3OP(CI)N(CHz3)2) ainsi que sa condensation sur un alcool pour former
le dialkylphosphoramidite se préparent toujours a -78°C dans du THF et dans I'hexane
respectivement, le fait de pouvoir maintenir le phosphite généré de maniere stable a
représenté un progres majeur puisqu’il facilite de maniére significative son utilisation. Plus
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tard, la formation du monomeére phosphoramidite a connu plusieurs optimisations,168.169
notamment sa formation in-situ catalysée a 'aide du 1H-tétrazole a 25°C,'’ ou bien a
I'aide de la base de Hunig (N-éthyl-N,N-diisopropylamine, DIPEA),[171 qui restent encore
utilisées a ce jour (Schéma I. 4).0172

of
N S \’/ DMTO Base
CI ¢}

Base DMTO Base

YY

Schéma l. 4 : Synthése du monomére phosphoramidite.

i) Protection : DMT-CI, 0°C, pyridine. ii) Phosphorylation : DIPEA ou 1H-tétrazole, THF ou CDCls, t.
a..1167,171]

Par ailleurs, aprés avoir observé que I'aminophosphoramidite peut étre activé en condition
acide avant un éventuel couplage inter-nucléotidique, des travaux permettant d’identifier
le meilleur agent activateur ont été effectués. L’acide faible 1H-tetrazole s’est révélé étre
le meilleur candidat en offrant des rendements quasi quantitatifs lors de la formation du
phosphodiester. Des études supplémentaires ont démontré que I'exploitation d’'un amine
plus encombré sur I'intermédiaire phosphite donne de meilleurs résultats tout en restant
stable pendant quelques semaines en solution d’acétonitrile, notamment les N-morpholino
et N,N-diisopropylaminophosphoramidite,[173174] dont ce dernier restera le meilleur choix
postérieurement.[22]

Plus tard, 'approche phosphoramidite est devenue la meilleure stratégie dans la synthese
d’oligonucléotides, en particulier grace a sa compatibilité avec le groupe protecteur
cyanoéthyle discuté précédemment.l'’® De plus, I'adaptabilité de ce procédé a de
nouveaux supports solides (discutés partie 2.2.3.2) a apporté une révolution dans cette
technologie.

Méme si la chimie phosphoramidite fait encore I'objet d’études et d’optimisations (e.qg.
mécanosynthése,[178 chiralité,[177:178 etc.), elle est encore aujourd’hui un premier choix
pour la synthése de longues chaines d’oligonucléotides.[172 Cette technique de synthese
permet assurément d’obtenir des efficacités de couplage quasi quantitatives avec des
temps de cycle a I'échelle de la minute, ce qui en fait un outil trés utile pour la préparation
de chaines modéles d’ADN avant extension et/ou amplification (discuté précédemment
partie 2.1.1.). Les bonnes performances de cette technologie ont notamment rendu
possible son automatisation,[179.180.138] donnant ainsi un acces direct et simplifié a toute la
communauté scientifique dans la production d’oligonucléotides. Les différents détails et
aspects du processus de synthese seront détaillés dans la sous-partie ci-apres.

2.2.3. Principes de la méthode phosphoramidite

2.2.3.1 Les robots synthétiseurs d’ADN
En décembre 1980, I'entreprise Vega Biotechnologie a introduit le premier robot
synthétiseur d’ADN avec le modéle 280 pouvant fabriquer une chaine oligomérique de 15
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unités maximum en utilisant les bases communes ATGC.18l Deux années plus tard, M.
H. Caruthers et ses collaborateurs ont créé leur entreprise Applied Biosystems (ABI) et
ont commercialisé leur premier synthétiseur automatique en 1982 (modéle 380A).1381 A |a
fin des année 1990, la méme entreprise a inauguré le modele 3900, encore utilisé
aujourd’hui par de nombreux laboratoires.[15:182-184]

Image 1 : Caruthers avec son premier Image 2 : Synthétiseur automatique d’ADN
synthétiseur d’ADN robotisé.[138] ABI 3900.[185]

Image 3 : Valves permettant d’introduire les Image 4 : 48 positions disponibles
réactifs dans les colonnes supportées.[18] permettant d’effectuer autant de synthéses
simultanément.[85]

Dans un besoin de contréler et suivre la synthése automatique, d’autres robots ont été
développés par cette méme entreprise. C’est notamment le cas de I'Expedite 8909 qui
permet de faire un suivi de I'efficacité de chaque couplage en quantifiant le taux de DMT
déprotégé a partir d’'une référence (discuté plus tard en détail dans le chapitre 3 partie
4.1). En outre, des protocoles détaillés peuvent étre définis sur le robot, permettant un
contrdle absolu des parameétres de synthése en fonction des oligoméres désirés. Sous
atmosphére inerte, différentes valves permettent de délivrer la quantité voulue de
différents réactifs placés au préalable dans des réservoirs, a travers une colonne chargée
en support solide, ou les temps de réaction peuvent étre précisément ajustés en fonction
du compose utilisé.

Aujourd’hui, les robots automatiques pour la synthése d’ADN n’utilisent plus
exclusivement la chimie phosphoramidite pour produire de tels biopolyméres. Par
exemple, I'entreprise DNA Script évoquée précédemment (2.1.1) utilise une « imprimante
d’ADN » (DNA printer) en utilisant la voie enzymatique (TdT, 2.1.1) a partir de chaines
modeles synthétisées par la technique de Caruthers.'88! La chimie phosphoramidite
automatisée reste donc indispensable et fait encore aujourd’hui I'objet d’innovation (e.g.
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Agilent),[*87.188] notamment la synthése automatisée sur micro-puces (discutée plus tard
partie 2.2.4).

2.2.3.2 Développement des supports solides

Depuis que Merrifield a initié la synthese peptidique sur support solide (2.2.1.1), de
nombreux efforts ont été investis dans le développement d’'une stratégie de synthese
oligonucléotidique supportée (2.2.2.2). Différents types de supports ont pu étre étudiés
tels que les polystyrenes,[18919] |es polyamides!®®19l1 ou encore la cellulose.l19
Cependant, le gonflement de certains supports (notamment le polystyrene) au contact des
solvants organiques empéche la diffusion rapide des réactifs a travers la matrice.l?? Ces
limites ont poussé Koster et Cramer a rechercher des dérivés du polystyrene permettant
d’éviter le gonflement.[193.194] | es résultats peu probants de polymeéres hydrophobes!194
les ont amené a s’intéresser aux supports hydrophiles. Particulierement, aux billes de
verres non poreuses qui théoriquement laisseraient les chaines d’oligonucléotides a
I'extérieur des surfaces des spheéres et éviteraient ainsi le probléme de diffusion.[%%] Le
réseau rigide incompressible formé permettrait assurément I'application de débits élevés
de solvants et de réactifs.[19! Cela rendrait également plus efficaces les différentes étapes
de lavage nécessaires dans I'approche phosphoramidite.l'971 Depuis, ce type de supports
communément appelé CPG (Controlled-Pore Glasses) a été la principale source d’étude
pour la chimie phosphoramidite supportée.l198-2021 | eur préparation se fait
traditionnellement par traitement de silice de qualité chromatographique en phase liquide
a haute performance (HPLC) avec du 3-aminopropyltriethoxysilane ((EtO)sSi(CH2)sNH>).
Cette silice aminoalkylée peut ensuite réagir avec un anhydride succinique,
fonctionnalisant la matrice avec un acide carboxylique. Le couplage d’'un nucléotide
protégé sur ce dernier en présence de DCC acheve la préparation du support
insoluble.[22.165.166]

Le choix de i) la taille des pores ainsi que ii) la longueur de la chaine entre la silice et le
branchement nucléotidique se sont révélés étre cruciaux dans l'optimisation des
rendements et de la pureté dans les couplages phosphoramidites :

i) La taille des pores varie généralement entre 500 A, 1000 A et 2000 A. Plusieurs
études ont démontré que plus les pores sont grands, plus la chaine polymere
attachée peut étre longue.l2%3l Comme le soulignent Katzhendler et ses collégues
a travers d’élégantes images de microscopie électronique, la structure des
oligonucléotides a la surface des pores devient plus organisée en augmentant la
taille de ces derniers, résultant en une meilleure disponibilité des sites réactifs et
par conséquent une efficacité de couplage accrue.l?%4 D’autres travaux confirment
ce phénomeéne, notamment ceux de Kozlov et ses collegues qui, en comparant
deux oligonucléotides de tailles égales (75-nt), ont démontré que le biopolymere
obtenu en utilisant des pores plus grands (1400 A contre 1000 A) résulte en une
meilleure pureté et un meilleur rendement.[20%]

i) Aerschot et ses collegues ont démontré que I'utilisation d’'une chaine d’au moins
25 atomes attachés sur la matrice de silice est optimale.[2%6] Ces résultats
confirment I'étude préliminaire réalisée par Adams et ses collégues ou ils ont utilisé
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une longue chaine alkyle amine (LCAA) pour former un polymére d’ADN de 51
unités.[207]

Par ailleurs, les CPG peuvent étre fonctionnalisés a souhait en fonction des éventuelles
post-modifications de I'oligonucléotide voulue. Entre autres, I'ajout de ponts disulfures
stables en milieu acide ou alcalin permet de réaliser d'autres réactions chimiques a
I'extrémité 5 des oligonucléotides : le clivage du pont disulfure en présence de
dithiothréitol (DTT) dans 'ammoniac donne I'oligomére portant une 3’-amine libre pouvant
réagir avec d’autres composés d’intéréts (e.g. entité fluorescente).[208.209]

Finalement, il est notable qu’en addition des CPG, différents types de support restent
utilisés dans I'approche phosphoramidite avec des performances quasi similaires. C’est
le cas par exemple de billes de polystyréne non gonflables qui ont permis la préparation
d’un oligonucléotide de 150 unités.[210]

2.2.3.3 Le cycle itératif détaillé
Les différentes étapes du cycle itératif du procédé initié par Caruthers sont décrites dans
cette section. Désormais principalement utilisé par chimie automatisée en phase solide,
ce cycle s’applique également manuellement a la paillasse (Schéma I. 5).

i) Déprotection (détritylation) : le cycle commence par la déprotection du
nucléoside 5-O-DMT attaché au support solide en présence d’acide
trichloroacétique (TCA) laissant par la suite la position 5’-O, préte pour réaliser
le couplage inter-nucléotidique.

1)) Activation et couplage : un excés de monomere 5’-O-DMT phosphoramidite,
en solution dans 'acétonitrile anhydre et activé a I'aide du 1H-tetrazole (formé
en atteignant la colonne simultanément), réagit avec I'alcool 5’-O déprotégé a
'étape précédente. Le couplage n’excédant généralement pas les 2min en
incluant les étapes de lavage postérieures, assure une efficacité supérieure a
98%.

iii) Piégeage (Capping) : Malgré I'efficacité de couplage quasi quantitative, des
chaines attachées au support n’ayant pas réagi, et comportant donc un groupe
5-0 libre, sont susceptibles d’interférer lors du prochain cycle. Cette étape a
par conséquent effet a piéger ces alcools a I'aide d’anhydride acétique activé
en présence de N-méthylimidazole (DMAP). Ce processus évite la formation
de chaines tronquées et facilite de ce fait la purification du polymére désiré en
fin de cycle.

iv) Oxydation : Le phosphite triester P(Ill) obtenu aprés couplage est oxydé en
phosphate P(V) plus stable en présence d'l. et de pyridine dans l'eau.
L’oxydation du phosphite est quantitative et ne dure qu’environ 30 secondes
en incluant les lavages qui s’y accompagnent.

Finalement, aprés I'oxydation, le cycle peut se répéter n fois a partir de I'étape i) jusqu’a
I'obtention de la séquence désirée.

V) Clivage/déprotection : Une fois le dernier cycle terminé, la colonne contenant
le polymere attaché au support solide peut étre enlevée du robot pour un
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traitement post-synthése. Généralement, le clivage du support ainsi que la
déprotection des groupes protégeant le phosphate (cyanoéthyle) et les
éventuelles bases nucléiques (discutés ci-apres partie 2.2.3.4), interviennent
simultanément puisqu’ils nécessitent tous les deux des conditions basiques
(cependant, la déprotection de certaines bases comme la guanine requiert un
temps plus long ou une température autour des 50°C selon le protocole pour
étre compléte).[22.211]

Remarques sur le clivage : les conditions de clivages ont a travers différentes études été
optimisées rendant le processus encore plus efficace et rapide, notamment avec
l'utilisation d’'un bi-composant NH3(H20)/MeNH2(H20) (Ammoniac/MéthylAmine, AMA)
facilitant I'attaque nucléophile sur la fonction ester du support.[?12 D’autres protocoles ont
également été développés, plus spécifiqguement en y adaptant des conditions douces
lorsque des dérivés nucléotidiques sensibles sont utilisés (t-butylamine/H.O/MeOH,[213]
K2CO3/MeOHI?14 ou encore diisopropylamine/MeQH[?21]),

Base 1

Base n
Base
/l/l o-f~ (A CPG ouPS

DMTO ase 1
v) Clivage — .
vi) Purification i) Déprotection
DMTO ase 2
?
O0—P=0 HO Base 1
NC/\/ |

0. Base 1 0
(0]
A

DMTO Base 2 ”) Couplage

iv) Oxydation W
DMTO Base 2

NC/\/O\ 0 fo)
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\g/o s iii) Capping : ~ | NN
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Schéma I. 5 : Cycle itératif pour la synthése d’oligonucléotides par approche phosphoramidite.

Vi) Purification : Différents protocoles de purification peuvent étre appliqués
suivant le mode de synthése utilisé sur le robot. Habituellement, pour des
aspects pratiques, l'oligonucléotide est produit avec le mode DMT-ON qui
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signifie que lors du dernier cycle, le dernier monomeére ajouté est
volontairement laissé protégé avec le DMT en position 5°-O. Cette technique
rend le polymére désiré chimiquement différent des séquences tronquées qui
contiennent quant a elles une fonction ester. Cela permet en outre de séparer
ces derniéres par chromatographie en phase inverse. L'utilisation d'une
colonne disponible commercialement et adaptable avec une seringue rend
accessible ce processus a n’importe quel laboratoire (pas d’instrument
spécifique requis). Il simplifie le lavage des groupes protecteurs éliminés lors
du clivage et des chaines non désirées, tandis que le polymére ciblé reste
guant a lui sur la colonne. Apres déprotection du groupe DMT attaché au
polymére en présence de TCA, celui-ci peut étre élué avec une solution
basique (NH4/OH) puis lyophilisé.

2.2.3.4 Les groupes protecteurs

Les groupes protecteurs pour la synthése d’oligonucléotides jouent un rdle trés important
puisque le rendement d’un tel procédé est directement corrélé a I'efficacité de clivage et
a l'orthogonalité de ce dernier en présence d’autres groupes fonctionnels. En outre, la
protection de la fonction éxocyclique de I'amine des différentes purines classiques
(Adénosine, Guanosine et Cytosine) est essentielle du fait des problemes de dépurination
récurrents en synthése oligonucléotidique.l?1¢l Des conditions acides ou basiques trop
fortes peuvent résulter en une perte de la purine laissant le sucre sur la chaine croissante
non substitué?1l (Schéma I. 6).
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Schéma I. 6 : Exemple de dépurination avec la guanosine.[?18l

Le choix d’'un groupe protecteur clivable en conditions douces, mais orthogonal au groupe
DMT utilisé en chimie phosphoramidite est par conséquent nécessaire. Khorana a
grandement participé a leur optimisation comme discuté précédemment (2.2.2.1) avec les
dérivés benzénes utilisés sur support solidel142.143.147.154.219] majs aussi les dérivés trityles,
initialement utilisés en solution.[131-133]

Les méthodes classiques de protection dans la synthése d’oligonucléotide sont détaillées
dans le Tableau I. 1 ci-dessous. (A noter que chacune des nucléobases a fait I'objet d’une
quantité considérable d’études et d’optimisations, détaillées par Beaucage et lyer).[?2.220]
Sauf exception, qui dans ce cas sera discutée, les groupes protégeant les fonctions
amines éxocycliques des nucléobases sont déprotégées simultanément lors du clivage
du support solide en conditions basiques (NH4/OH) a 55°C ou en conditions plus douces
(AMA) a température ambiante. Par ailleurs, il est notable que seulement les purines
bénéficient traditionnellement de tels groupes protecteurs.??9 La Thymidine et I'Uracile
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ne possedent pas d’amines éxocycliques et n’ont par conséquent pas la méme sensibilité
a I'hydrolyse pouvant générer une perte de la nucléobase.

R _ Groupe .
Espece protegée Commentaires
protecteur
~o Discuté précédemment partie 2.2.2.1, aprés
R =DMT

0.

4 Base
O o
(o]
v

X

X =H (ADN) ; X = OH (ARN)

avoir étudié la réactivité du trityl et du MMT,
Khorana a optimisé le groupe protecteur de la
position 5’-O en utilisant le DMT, pouvant étre
éliminé en conditions acides douces (TCA) et
permettant un suivi de réaction grace au sel de
DMT clivé, tres actif en UV.

'
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[¢]

w Base
-
o
I
|
|
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Position 2'-O (ARN)

Le groupe tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS)
peut protéger la position 2’-O du ribonucléotide.
Son avantage est de pouvoir étre déprotége
orthogonalement des  autres  groupes
protecteurs en présence de fluorure de
tétrabutylammonium (TBAF). Utile puisqu’il doit
étre déprotégé le plus tard possible en raison
de la possible migration de la liaison
phosphodiester (3’ -> 2°).[221] D’autres dérivés
silylés peuvent également étre envisagés.[?22

(0FP—0

’
/
/
O—1v—-0
/

Phosphate ou Phosphite

R = Cyanoéthyle

\/\\\N

Egalement discuté précédemment partie
2221, le groupe cyanoeéethyle est
indispensable pour éviter les hypers

branchements sur le phosphate. Introduit avant
le couplage inter-nucléotidique directement a
I'aide de I'agent phosphorylant (Schéma 1. 4), il
est facilement déprotégé dans des conditions
basiques douces et s’élimine généralement
pendant le clivage du support.
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R = Benzoyle
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Le groupe protecteur benzoyle a été introduit
par Schaller et Khorana en 1963 et est toujours
utilisé aujourd’hui.['33! || est apprécié pour sa
résistance aux conditions de réactions
employées en chimie phosphoramidite.[?20 Des
conditions de clivage plus douces peuvent étre
utiisées avec le groupe  protecteur
phenoxyacétyle (PAC) requérant moins de 4h
a température ambiante dans du NHz aqueux
(29%).[223]
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</N o robuste pour la guanosine.?20l Autrement,
N “/)\H/R 0 Teoule et ses collegues publiaient quelques
' U\( années plus tard le groupe méthoxyacétyle

Guanosine (MAC) nécessitant des conditions de clivage

Khorana et ses collegues ont également
introduit en 1972 le groupe isobutyrylel?24.225]

_ qui s’est avéré étre un groupe protecteur
R = iso-butyryle

plus douces (les mémes que son homologue
PAC pour I'adénosine).l?23

B R = Benzoyle pour protéger la thymidine peut étre nécessaire
N dans le cas ou AMA est utilisé pour le
o
?J%o . clivage.[?1?
Par ailleurs, lisobutyryle peut également étre

Cytosine

Le groupe benzoyle est aussi un premier choix
pour protéger la cytosine du fait de sa
robustesse.[?2%1 Cependant, un groupe acétyle

utilisé pour cette nucléobase en conditions plus
douces (les mémes que PAC et MAC ci-
dessus).[223l

Tableau I. 1 : Les principaux groupes protecteurs utilisés par approche phosphoramidite.

2.2.4. Synthése sur micro-puces utilisant la chimie de phosphoramidite

A partir des années 1990, lorsque I'approche phosphoramidite est établie comme étant la
meilleure stratégie dans la construction d’oligonucléotides, la synthése sur micro-puces a
fait son apparition(?28] en proposant deux principaux av antages :

)

Le moyen d’accéder a une grande quantité de différentes macromolécules
simultanément : la microminiaturisation de la synthése d’ADN combinée a son
automatisation permet de réaliser en paralléle de nombreuses bibliotheques de
différentes macromolécules biologiques.[227:228]

Un co(t de revient défiant toute stratégie : I'utilisation de micro-puces peut
diviser le colt de revient par base nucléique jusqu’'a 100 fois ($0.00001 par
base contre $0.001 en synthése classique sur colonne supportée).l® Cette
prouesse est possible grace a I'optimisation de protocoles et la miniaturisation
des matériaux nécessaires réduisant ainsi la quantité de réactifs utilisés
(femtomoles contre des micromoles en synthése classique)?29 et par
conséquent le colt de synthése. 230

Cette technologie, développée initialement pour des applications biologiques et
diagnostiques,?31 utilise un protocole modifié de I'approche phosphoramidite. Inspirés
des travaux préliminaires d’Ekins et ses collegues sur le potentiel des marqueurs
luminescents et fluorescents attachés sur les nucléotides,?3?1 Fodor et ses collegues ont
développé cette stratégie en développant une chimie photo-active. Elle permet de
contréler spatialement différentes synthéses en paralléle a I'aide de techniques photo
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lithographiques (dans ce cas, processus par lequel une entité est transférée depuis un
photo masque vers la surface réactive du biopolymere), laissant place a la déprotection
sélective de nucléotides photo labiles.[?33]

NO,
ﬁ ’ : = Bases ATGC N — Groupe protecteur o_ _0O---
A photo labile (NPPOC) T

a. et b. (n fois)

Figure 1. 12 : Principe de synthése sur micro-puces.
(a) : Déprotection (UV). (b) Couplage phosphoramidite miniaturisé avec des conditions classiques
(2.2.3.3).

Techniquement, la position des trous du masque définie exactement I'endroit ou le
couplage phosphoramidite s’effectue, tandis qu’un couplage avec les positions dans
'ombre du masque est empéché. Alors que I'approche phosphoramidite traditionnelle
développée par Caruthers utilise un groupe protecteur labile en condition acide (DMT),
cette stratégie nécessite une entité pouvant se débloquer photo chimiquement. L’'usage
du 3‘-nitrophenylpropyloxycarbonyl (NPPOC) a contribué de maniéere satisfaisante a cette
fin donnant de trés bons rendements!234 (Figure I. 12).

Par ailleurs, le recours a des photo masques codteux, et parfois contraignant du fait de
sa conception, a laissé place a de nouvelles optimisations s’affranchissant de tels
supports, notamment des micromiroirs programmables, 23] des semi-conducteurs,236.237]
ou encore des jets d’encre.[238] Ces différentes approches ont par exemple été employées
dans la synthése totale de genes incluant des séquences d’anticorps thérapeutiques (35
kilobases ont pu étre encodées dans cette étude),?39 et ont également démontré leur
potentiel dans la construction d’ARN.[240]

Dans cette section (2.2), nous avons pu voir que l'optimisation de la synthése
d’oligonucléotides a travers plusieurs décennies a permis de parvenir & un processus
accompli avec des efficacités de couplage supérieures a 99%. Cela permet notamment a
la communauté scientifique d’obtenir des chaines polymeéres allant de 100 a 200
nucléotides.[8:5657.187.241-244] - Cependant, afin que ces macromolécules biologiques
puissent bénéficier d'études supplémentaires (e.g. activités biologiques, candidats
médicaments), il est nécessaire de pouvoir caractériser ces dernieres de maniere fiable,
efficace et rapide. Dans la prochaine section, nous discuterons des différentes méthodes
de lectures utilisées pour analyser ces biopolymeres.
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2.3. Méthodes de séguencage

Au méme titre que sa synthese, le séquengcage d’ADN a été un sujet de recherche
démontrant beaucoup d’intérét depuis la découverte de sa structure en 1953, permettant
notamment aujourd’hui de mieux comprendre certains génomes cancéreux,?4%! ainsi que
I'identité de maladies spécifiques.l?46l Trés récemment, la crise de la Covid-19 a
également prouvé l'importance du séquencage de génomes avec plus d’un million de
séquences du coronavirus partagées par la communauté scientifique dans le monde
entier.?4’1 Dans cette section, les principales techniques de séquengage d’ADN seront
discutées.

2.3.1. 1¢ génération : W. Gilbert et F. Sanger
Les méthodes de séquencage parallelement développées par Gilbert et Sanger dans les
années 1970 sont considérées comme étant les techniques de 1€ génération et leur ont
notamment permis de partager le Prix Nobel en 1980.

Maxam et Gilbert ont proposé en 1977 une procédure déterminant la séquence de
nucléotides basée sur la labélisation de la chaine terminale d’une molécule d’ADN
pouvant étre partiellement et préférentiellement rompue a chaque répétition de bases
(typiguement un 3?P radioactif). L’'ensemble de fragments imbriqués obtenu peut ensuite
étre résolu par électrophorése a I'aide d’'un gel polyacrylamide ou leur taille révéle dans
un ordre bien précis le point de rupture. La comparaison des résultats obtenus avec un
modele de bandes radioactives permet de retrouver I'ordre exacte de la séquence
(environ 100 bases dans cette étude).248! Malgré I'automatisation de cette technique,[24°!
quelques défauts tels que l'utilisation d’atomes radioactifs ou encore d’hydrazine rendent
néanmoins difficile sa manipulation.

Dans la méme période, Coulson et Sanger ont proposé une méthode de séquencage par
« terminaison de chaine ». Elle implique [lincorporation éparse dun des 4
didésoxynucléotides (ddNTP) (Figure 1. 13) par '’ADN polymérase lors de la réplication de
I’ADN. Une fois placées dans la séquence, ces bases labélisées (marqueurs fluorescents
ou radioactifs) empéchent I'extension de la chaine par liaison phosphodiester générant
par conséquent des fragments tronqués a la position 3’ du ddNTP. Finalement, en fin de
processus, I'échantillon contient un mélange complexe de ces fragments qui est analysée
par électrophorése. Alors que cette technique permet de séparer les différentes espéeces
par leur taille, en confrontant les données récoltées a des références bien décrites, I'ordre
de la séquence peut in fine étre retrouvé.[?50.2511 Comparativement a la technique
développée par Gilbert, ce procédé reste moins dangereux lorsque des marqueurs
fluorescents sont impliqués, d’ou son automatisation quelques années plus tard (1986)252
par ABI qui établit cette technique comme étant celle de premier choix dans le
séquencage d’ADN a cette époque.
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Figure I. 13 : Principe du séquencage d’ADN développé par Sanger et Guilbert.
* Mélange de séquences tronquées a la suite de I'ajout de ddNTP lors de la réplication. ** Exemple
de fluorophore utilisé comme marqueur dans le séquencage d’ADN : la fluorescéine.252

2.3.2. 2¢ génération: seéguencage de nouvelle génération (Next
Generation Sequencing, NGS)
A partir de la fin des années 1980, de nombreux efforts ont été investis pour explorer de
nouvelles alternatives au séquencgage par électrophorése, qui restait alors codteux et lent.
Contrairement aux techniques de 1¢¢ génération, NGS est une approche s’appuyant sur
la multiplicité et impliquant un séquencage paralléle massif de mélanges complexes
d’ADN.[253]

Une technique notable est celle du « séquencage par synthése » (SBS) dont une
principale stratégie peut étre retenue : le pyroséquencage. Ce procédé repose sur la
mesure luminescente de pyrophosphates générés lors de la réplication de I’ADN sans
avoir recours aux labels fluorescents (ou radioactifs) précédemment employés. Il implique
deux enzymes dans lequel l'adénosine triphosphate (ATP) sulfurylase catalyse la
conversion d’un pyrophosphate en ATP. Cette derniére, digérée par la luciférase (enzyme
bioluminescente), produit ainsi un signal lumineux proportionnel a la quantité de
pyrophosphate initialement engagée.?>4 Néanmoins, cette méthode présente des limites
lorsque plusieurs bases similaires viennent a étre pyroséquencées, du fait des signaux
lumineux résultants quasi analogues. (2%

D’autres procédures dérivées de cette technique ont par la suite émergées, notamment
une méthode d’amplification d’ADN par émulsion (emPCR) adapté a un support solide
paramagnétiques,?>6l ou encore l'incorporation progressive de dNTP labelisés avec des
marqueurs fluorescents par ADN polymérase.[?571 Alternativement, non plus basées sur
des techniques de SBS utilisant TADN polymérase, certaines méthodes reposent sur
I'hybridation d’un brin d’ADN attaché sur une surface solide (Par exemple, le séquengage
par ligation et détection (SOLID) développé par I'entreprise ABI).[258]

Finalement, la méthode la plus simple et indéniablement la plus utilisée encore aujourd’hui
est appelée "polonies"?%9 ou "amplification par pont" (bridge amplification en anglais).
Principalement développée par Pascal Mayer, elle consiste a amplifier une série de
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modeles a l'aide d'amorceurs immobilisés sur une surface, afin que les copies de chaque
modele restent étroitement groupées. La Figure I. 14 résume cette méthode.[?5°]

pal= =]

I Al —l
:ﬁ'ﬁs I ‘l' )

Figure I. 14 : Méthode de séquencage par « amplification par pont ».

Adapté de la littérature.?8% (a) Fonctionnalisation des bouts de chaines d’oligonucléotides a I'aide
d’adapteurs de séquences (différents pour chaque extrémité). (b) Copie d’un nouveau brin (pointillé)
attaché sur une surface a l'aide d’adapteurs (bleu clair). (c) Dénaturation éliminant le brin initial
(rouge). (d) et (e) Un second brun est copié (pointillé) grace a la formation d’un pont a l'aide de l'autre
adapteur de séquences (bleu foncé). Le processus est répété un trés grand nombre de fois formant
des colonies. (f) Clivage sélectif du brin complémentaire (orange) grace a un adapteur différent (bleu
clair). (g) La lecture du brin se fait par ajout progressif de bases nucléiques labelisées avec des
fluorophores. Un détecteur permet de lire en temps réel les bases ainsi ajoutées.

Quelques décennies d’innovation ont donné naissance a de nombreuses solutions dans
le séquencage d’ADN. A I'époque compétitrice avec les entreprises ABI, 454 (Roche) et
bien d’autres, Illlumina reste aujourd’hui le principal leader sur le marché en utilisant la
méthode d’amplification par pont décrite ci-dessus (Figure I. 14). En utilisant celle-ci, plus
d'un milliard de lectures indépendantes peuvent étre générées en deux jours par un
étudiant sur un seul instrument (lllumina NovaSeq) pour quelques milliers de dollars.[253]

2.3.3. 3% génération : séguencage en temps réel de molécules singulieres
Les deux générations a l'instant susmentionnées nécessitent dans la plupart des cas une
amplification de matrice par ADN polymérase. Cependant, cet usage présente des
défauts tels que des erreurs de copies, pertes d’'information (dépurination) ou encore le
temps additionnel souvent fastidieux requis dans la préparation d’échantillons.[253.255]
Idéalement, les biopolymeres devraient étre analysés de maniere fiable, rapide, sans
limite de longueur et sans digestion de protocoles préalables a leur séquencgage. Cette 3¢
génération essaie de répondre a ces défis en proposant une lecture « brique par brique »
et ce, en temps réel.

Deux principales approches peuvent étre soulignées dans cette catégorie. Une premiere
est basée sur 'observation optique de I'activité d'une ADN polymérase en temps réel.[261
La technique appelée SMRT (Single-Molecule Real-Time) développée par I'entreprise
Pacific BioSciences capture linformation de la séquence durant la réplication du
biopolymere d’intérét a l'aide de quatre bases nucléiques contenant des marqueurs
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fluorescents. Ces derniers générent ainsi des émissions de spectres distinctes lors de leur
lecture.?62] Les brins d’ADN circulaires formés par ligase a I'aide d’adapteurs sont guidés
et piégés dans des micro puits ou une polymérase est immobilisée. Lorsque la réplication
commence, la séquence peut étre lue en temps réel grace a I'excitation des entités
fluorescentes (Figure I. 15).
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Figure 1. 15 : Principe de séquencgage par SMRT.

Une deuxieme approche, admirablement plus efficace que celle juste discutée a I'instant,
est le séquencage par nanopore. Dés les années 1980, plusieurs groupes ont identifié le
potentiel d’utiliser les pores des protéines afin d’apporter une technique répondant aux
défis de la 3¢ génération mentionnée plus t6t.1263] Plus tard, les travaux remarquables de
Gouaux et ses collegues sur l'identification de la structure de la protéine a-Hemolysin(264
ont laissé place a la détection stochastique de molécule (en d’autres mots, I'observation
d’événements individuels de liaison entre I'analyte et un récepteur),[?5% et ont ainsi ouvert
la voie a de nombreux chercheurs dans 'optimisation du séquengage par nanopore.

Alors que cette technologie peut étre développée et appliquée en théorie a toute
macromolécule d’'intérét biologique, c’est pour 'ADN qu’elle a suscité le plus d’intérét.
Dans ce cas, le principe réside sur la mesure des variations de courants électriques
lorsqu’un acide nucléique passent a travers un nanopore : une tension constante produit
un courant ionique a travers le nanopore qui va entrainer le biopolymeére a l'intérieur de
ce dernier dans un sens unique. L’action d’'une hélicase attachée a I'entrée des pores de
la protéine permet de dérouler le double brin d’ADN en simple brin a travers cette derniere
de facon constante, nucléobase par nucléobase. La difféerence de courant ionique
observée lors des différentes translocations des bases nucléiques avec les pores permet
d’analyser en temps réel la séquence du polynucléotide (Figure I. 16).1263]
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Figure I. 16 : Principe du séquengage par nanopores.

J. J. Kasianowicz et H. Bailey ont grandement contribué au développement de cette
technologie.?66] Ce dernier a notamment exploité les découvertes de ces derniéres
décennies en fondant son entreprise Oxford Nanopore Technology (ONT) en 2005, qui,
guelques années plus tard, a créé des séquenceurs automatisés pour 'ADN. Alors que
'entreprise lllumina reste commercialement I'entreprise la plus représentée dans le
domaine du séquencage,[?53 ONT se démarque par la portabilité de ses appareils. En
effet, grace a un processus pouvant étre miniaturisé du fait de I'aspect électrique de
l'analyse, la société de Bailey a mis au point le seul séquenceur portable permettant de
lire 'information contenue dans I’ADN en temps réel (MinlON).[267] Le dispositif de la taille
d’une clef USB pése moins de 500g et peut générer jusqu’a 50Gb d’information (en 72h,
420 bases par seconde).l?671 Cet outil montre a quel point des progrés ont été réalisés
depuis les travaux pionniers de Sanger et Gilbert dans les années 1970. Aujourd’hui, ce
type d’équipement permet efficacement de séquencer des virus directement sur le terrain
comme démontré par la lecture de génomes de I'Ebola présents chez 14 patients en
Afrique, ou les résultats ont été obtenus 48h apres réception des échantillons.[268]

Dans la partie 2.3, 'historique des techniques de séquencgage et leurs principales
optimisations ont été détaillées. Lire I'information contenue dans les macromolécules
biologiques s’est révélée essentiel dans la compréhension du génome humain ainsi que
la caractérisation de certains virus. Effectivement remarquable par la technologie NGS
utilisée dans le séquencage du coronavirus ces derniéres années, cela a notamment
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récompensé P. Mayer (un des pionniers du NGS avec la technique de génération de
clusters et d’amplification)?69 du Breaktrhrough Prize 2022.1270]

Néanmoins, I'innovation des techniques de séquengage suscite encore de l'intérét, et ce,
spécifiguement pour une application dans le stockage de données numériques.271-273] L a
prochaine sous-partie discutera des limites du stockage d’information artificiel dans des
macromolécules biologiques.

2.4. Limites des systémes biologiques dans le stockage
d’information

Récemment, la combinaison de différentes technologies (e.g. synthése sur micro-puces,
synthése enzymatique utilisant TdT, etc.) a permis d’encoder des dizaines de GB
d’'information comme des données Wikipedia, des films Netflix ou encore la musique
d’introduction du jeu vidéo Super Mario Bros.274273 Le catalogue de méthodes de
synthése d’ADN aujourd’hui existant encourage la communauté scientifique a collaborer
et encore plus innover pour trouver ensemble des solutions durables et batir un
écosysteme autour du stockage de données dans I’ADN.1274]

Cependant, il existe de nhombreuses limites dans le stockage sur support biologique qui
apparaissent difficiles a surmonter.[“8276] Premiérement, la synthése doit se faire dans la
plupart des cas sur de petits fragments (~100-200 nt) avant d’étre digérés par des
enzymes ayant pour réle 'assemblage (e.g. assemblage de Gibson) ou I'amplification
(PCR) jusqu’a atteindre la longueur et la quantité de séquence désirée. Dans ce cas, les
erreurs de copies ou la perte d’'information précédemment mise en relief dans le NGS
(2.3.3) s’appliquent également au moment de la synthése de ces polynucléotides. Alors
que les avancées récentes démontrent l'utilisation d’appareils miniaturisés a des fins
économiques et pratiques, le recours aux enzymes accompagnées de leurs défauts dans
I'obtention d’'une large quantité de biopolyméres semble étre irremplacable.

Par ailleurs, 'ADN est connu pour étre sensible a la lumiére et/ou la chaleur résultant en
une dégradation partielle ou compléte selon les conditions appliquées (humidité,
température).l'] Méme si les observations du groupe de Grass ameénent des solutions
guant au stockage numérique dans I’ADN en le pérennisant dans des endroits stables a
'abri des UV et de la chaleur, certaines contraintes persistent, notamment la nécessité
d'immobiliser le biopolymére dans une matrice inorganique de Silice afin d'éviter
d’éventuelles dégradations liée a I'humidité.' D’autre part, I'encapsulation des
polynucléotides dans cette Silice supprime un des avantages majeurs du principe de
stockage a [l'échelle moléculaire : le rapport densité/donnée. Effectivement, en
considérant le systéme entier comprenant 'ADN et le support inorganique, Grass et ses
collegues ont démontré que I'approche la plus fiable et robuste pour stocker I'information
a long terme comprend seulement 0,7% de pourcentage massique du polynucléotide.l277]
Malgré des efforts dans l'optimisation de cette technologie en utilisant un dispositif
« couche par couche » (LBL, layer by layer en anglais) déposé sur des nanoparticules
magneétiques, la proportion d’information par rapport au poids et la taille du matériel reste
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plus faible que la densité théorique assumée précédemment ((1.2.2), 5 x 10! GB par
gramme contre 1 x 1010 dans cette étude).[278]

La lecture des données présente également certains inconvénients: comme vu
précédemment, le séquencage de I'ADN nécessite dans la plupart des cas des
fluorophores pouvant étre colteux et devant s’accompagner d’équipements optiques pour
leur détection.[l Méme si les nanopores émergent comme une solution répondant a ces
défis, d’autres contraintes liées a la pratique de cette méthode subsistent : lors de la
lecture de longues chaines d’oligonucléotides avec le MiniON, le taux d’erreur peut aller
jusgu’a 15%(27°1 comparativement aux séquenceurs lllumina qui comportent une moyenne
de seulement 0.25%.[280]

Finalement, une des principales limites dans 'usage de TADN comme moyen de stockage
numérique reste le manque de flexibilité. Particulierement, travailler avec des
macromolécules biologiques impliquent de rester en conditions physiologiques, c’est-a-
dire, majoritairement dans I'eau. Ceci améne éventuellement des contraintes si par
exemple, de nouvelles méthodes de séquencage requérant des solvants organiques
venaient a étre développées. Par ailleurs, encoder de I'information dans un polynucléotide
revient a étre limité par un seul alphabet (ATGC). Cette barriére présente plusieurs
inconvénients : premierement, la densité dinformation théorique contenue dans le
biopolymere ne pourra jamais étre excédée puisqu’elle dépend de ses quatre bases
nucléiques ou chaque base code pour 2 bits (Figure I. 1). Et deuxiemement, ['utilisation
d’un alphabet restreint & quatre monomeres peut manifester une augmentation de taux
d’erreur. En outre, les séquences homopolymeéres ou la méme base se répéte plusieurs
fois a la suite résultent dans la plupart des cas en une non-concordance lors de leur
lecture.[13]

Dans ce sous-chapitre 2, les difféerentes voies de synthése et de lecture de
macromolécules biologiques ont pu étre détaillées. Malgré le développement d’'un grand
nombre d’approches autant dans la fabrication que dans le séquencage des
biopolymeres, des limites quant a leur application dans des systémes de stockage
numeériques subsistent (2.4). Alors que les polymeéres d’origine naturelle sont limités par
leurs propriétés biologiques et leurs structures non modulables, les polymeéres
synthétiques demeurent une alternative intéressante : ils peuvent étre élaborés a souhait
avec comme seule contrainte, la physico-chimie. Le prochain sous-chapitre détaillera
cette nouvelle classe de polymeére, leur synthése ainsi que leur lecture, dans I'application
de stockage numérique.

3. Stockage d’information dans des
macromolécules synthétiques abiotiques

Depuis que Staudinger a instauré le concept de polymére en 1920,12811 de nombreuses
avancées dans la chimie des matériaux ont été réalisées. Ces décennies de recherches
ont notamment ouvert la voie a de nouvelles catégories de polyméres comme celle des
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polyméres a séquence controlée.’82 Ces derniers, intéressants par leur propriétés
mécaniques, optiques, électroniques et/ou encore supramoléculaires
(autoassemblage)l’® peuvent répondre aux défis persistants énoncés précédemment
concernant les macromolécules biologiques. Dans ce sous-chapitre, les principes du
stockage d’information sur support synthétique, les principaux polyméres synthétisés a
cette fin, leurs moyens de caractérisation, puis enfin la chimie de phosphoramidite comme
outil de stockage introduisant les travaux de cette thése seront détaillés.

3.1. Comment stocker l'information dans des macromolécules
synthétiques ? Principes et avantages

Au méme titre que les macromolécules biologiques, les polyméres synthétiques peuvent
étre utilisés comme moyen de stockage.l?83 Alors que 'ADN emploie ses quatre bases
nucléiques pour constituer son alphabet numérique, une entité synthétique peut concevoir
un alphabet a souhait. Le procédé reste le méme que pour ses analogues biologiques
(Figure 1. 17) : I'information binaire est transcrite en langage moléculaire avec I'alphabet
de monomeres choisi puis, aprés synthése du polymére, la chaine obtenue peut
finalement étre séquencée pour retrouver le code binaire initialement encodé.

P —
{of <

Information digitale : '

o
01001010
i lile OH TN
"'O\ /
P
: O

R=H ou CH, X

Unités codantes

Séquencage polymere Polymé(rj(iagsi,t)g;;hétique Synthése polymeére

Figure I. 17 : Principe de stockage d’information numérique dans un polymere synthétique.

Remplacer 'ADN par les polyméres synthétiques comme support d’information présente
de nombreux avantages et répond a différentes problématiques énoncées précédemment
(2.4). Alors que le polynucléotide est limité par l'utilisation de seulement quatre bases
(ATGC), la diversité structurelle des macromolécules synthétiques offre une opportunité
considérable pour augmenter la densité de stockage.?84 Effectivement, un alphabet de
2" monomeére encodera pour n bits. Par exemple, 'ADN encode théoriquement
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2bits/nucléotides grace a son alphabet de 4 monomeres (Figure I. 1). Cette capacité tend
vers 'augmentation en attribuant un n plus élevé a cette relation : lorsqu’un alphabet a 8,
16 ou encore 32 monomeres est appliqué, un potentiel de 3, 4 ou 5bits/monomeres
respectivement en résulte.

De plus, outre la flexibilité intéressante pour encoder un alphabet augmenté, la
polyvalence d’approches chimiques possible pour encoder de 'information reste un atout
majeur. Effectivement, des enjeux importants dans le stockage d’information a I'échelle
moléculaire sont, la vitesse d’écriture (cinétique de réaction) et I'utilisation de réactifs qui
idéalement devraient étre sans dangers et durables (ex. biosourcés). La grande variété
de réactions chimiques existante laisse 'opportunité aux chercheurs, avec le temps, de
trouver le meilleur compromis en répondant a tous ces criteres, importants au
développement d’'un stockage pérenne.

Autrement, la considération de ces polyméres non naturels pour un stockage
d’information serait dans un premier temps, comme I'ADN, appliqué a des « données
froides ». Tandis que leur synthése et lecture ont déja fait I'objet de nombreuses
études, 23285 [eur moyen de conservation a long terme a trés peu été étudié. Néanmoins,
des recherches dans l'optimisation de préservation pour ce type de matériaux restent
nécessaires et commencent a susciter de l'intérét. En outre, 'assemblage LBL, dont
Decher a été le pionnier dans les années 1990,2%6 a récemment été intéressant dans
'organisation spatiale de polymeres. Alors que les technologies modernes de stockage
d’ADN utilisent des matrices inorganiques de silices unidimensionnelles (2.4), cette
méthode de construction tend a croitre la densité de stockage théorique puisqu’elle
occupe éventuellement deux ou trois dimensions dans I'espace.[287]

Finalement, dans un contexte de stockage de données strictes, les polymeéres
synthétiques ont également I'avantage de s’affranchir des contraintes structurelles et
biologiques de '’ADN (double hélice et autoréplication respectivement).l288 Contrairement
au biopolymére, la macromolécule non naturelle peut étre concue a la demande en
s’appuyant sur les différentes méthodes de synthéses et de lectures déja existantes. En
effet, les innovations effectuées les dernieres décennies dans la construction et le
séquencage d’oligonucléotides profitent au développement de méthodes (nouvelles ou
non) adaptées aux polymeres synthétiques. Bien que les premieres études sur cette
nouvelle classe de polymére soient récentes, les progrés remarquables obtenus pour les
macromolécules naturelles complexes, sur une ligne temporelle relativement courte,
suggeérent la possibilité d’obtenir, avec du temps et de l'optimisation, des procédés
performants.[288]

La prochaine sous-section détaillera différentes approches dans la synthése de
polyméres a séquence contrdlée dans un but de stockage d’information.

3.2. Les polymeres a séquences contrblée pour le stockage
d’information

Avant de discuter de la synthese de tels polyméres, il semble important de définir avec
exactitude deux termes bien spécifiques. De l'anglais, « un polymere a séquence

62



|.3. Stockage d’information dans des macromolécules synthétiques abiotiques

contrblée est une macromolécule dans laquelle les séquences de monomeéres sont
contr6lées dans une certaine mesure. Ce contrdle peut étre absolu mais n'est pas
nécessaire (...). Un polymere a séquence définie est une macromolécule uniforme avec
une longueur de chaine exacte et une séquence de monomeres parfaitement définie. En
d'autres termes, chaque unité monomére se trouve a une position définie dans la chaine
(...) ».12% les différentes méthodes de préparation de polymeére a séquence contrblée
peuvent étre regroupées en 3 catégories distinctes (Figure I. 18) : i) polymérisation par
étape, ii) polymérisation en chaine et iii) polymérisation multi-étape.[?8

)

ii)

Dans le cas des polymérisations par étape, des monomeres multifonctionnels
réagissent ensemble pour obtenir des structures linéaires, cycliques ou
réticulées.l?85 Les oligomeéres téléchéligues ainsi formés donnent aprés
répétition du processus des polyméres a séquence contrblée avec une
polymolécularité élevée D=2. Cette classe de réaction rassemble divers types
de réactions telles que les ADMET (métathéses de diéne acycliques), les
CuAAC ou encore les réactions impliguant des groupes ester, amide ou
uréthane.[289]

Lors des polymérisations en chaine, au moins une espece continuellement
active réagit avec les autres monomeres un par un et sont ainsi incorporés
successivement.1285.289 Cette catégorie de polymérisation permet d’accéder a
un meilleur contréle de la séquence en offrant une polymolécularité comprise
entre B=1.01 et BD=2. De nombreux types de réaction ont été utilisés dans la
construction de tels polymeéres regroupant principalement les « non contrélés »
donnant acces a des copolymeéres statistiques, alternés ou en blocs, puis d’'un
autre coté les « vivants » (en anglais living polymerization). Ces derniers offrent
une meilleure maitrise en utilisant un amorceur faisant croitre la chaine
simultanément. Cette catégorie regroupe principalement les réactions
ioniques, radicalaires (NMP, ATRP et RAFT) ou encore d’ouvertures de cycles
(ROMP et ROP).

Finalement, les polymérisations multi-étapes impliquent la formation de
polyméres uniformes, étape par étape. Les réactions successives entre des
monomeres bifonctionnels en utilisant une stratégie de protection/déprotection
donnent des macromolécules parfaitement définies avec une polymolécularité
D=1. La chaine croissante est généralement attachée a une résine afin de
profiter des avantages de la chimie sur support solide développée par Merrifield
discutée précédemment (2.2.1). Comme démontré a l'aide de la chimie de
phosphoramidite par notre groupe, I'emploi de cette technique ne se limite pas
aux oligomeres mais peut donner des polyméres a séquence définie d’une
longueur de plus de 100 unités.[?5]
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Figure 1. 18 : Les trois différentes catégories regroupant les polymeéres a séquence contrélée non
naturels.
Adapté de la littérature.[285]

Les différentes catégories décrites ci-dessus laissent apparaitre la possibilité de stocker
de l'information dans des macromolécules synthétiques de deux fagons : une en ayant un
contrle sur la séquence (polymolécularité comprise entre B=1.01 et D=2 en utilisant les
polymérisations par étape ou en chaine), et une autre en ayant un contréle absolu sur
chaque unité monomére (B=1 avec les polymérisations multi-étapes). A linstar des
polynucléotides naturels ou la séquence est définie a I'unité prét (propriété essentielle
pour y stocker de linformation génétique ou artificielle), la recherche d’alternatives
synthétiques en considérant préférentiellement les macromolécules a séquence contrdlée
uniformes (B=1) parait logique. Bien que des efforts aient été fournis pour obtenir une
séquence parfaitement définie en employant les polymérisations en chaines (par exemple
notre groupe avec une polymeérisation en chaine radicalaire),l?°? les résultats obtenus
jusgu’a présents ne sont pas suffisants pour garantir un contréle absolu.[!1] Cette stratégie
pouvait alors étre comparée a de « I'écriture imparfaite »,291 et n’était donc pas adéquate
pour une application de stockage informationnel. C’est pourquoi, ce sous-chapitre
discutera uniqguement des synthéses multi-étapes pour la préparation de polyméres a
séquence définie.

Comme illustré sur la Figure 1. 18 et expliqué précédemment, la polymérisation multi-étape
repose sur I'ajout consécutif, étape par étape, de monoméres bifonctionnels (AB). De
cette maniére, des macromolécules linéaires ou non-linéaires (dendriméres) avec une
seéquence totalement définie peuvent étre obtenues. La construction de tels polyméres
utilise deux stratégies distinctes : une reposant sur des réactions orthogonales ne
nécessitant pas de groupes protecteurs (« AA + BB » ou « AB + CD »), et une autre
utilisant une stratégie de protection/déprotection (« AB + AB ») (Figure I. 19).

Dans ces deux approches, une chimie en phase solide est dans la plupart des cas utilisée.
Aussi bien a I'aide d’'une phase solide pour profiter des nombreux avantages de la SPPS
(2.2.1.1), qu’a l'aide de phase soluble. Par ailleurs, notre groupe a démontré ces dernieres
années que cette approche est attractive par la possibilité de fabrication de supports sur
mesure, avec des structures moléculaires soigneusement optimisées (longueur des

chaines, distribution du poids moléculaire, capacité de chargement et liens clivables).[292-
295]
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«AB + CD » ou « AA + BB »
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Figure I. 19 : A. Stratégies « AB + CD » ou « AA+ BB » et B. « AB + AB ».
Pour la stratégie « AB+CD » (A.), D réagit avec A et B avec C de maniére orthogonale.

3.2.1. Approches itérative « AB+AB » : la chimie de phosphoramidite

Au méme titre que la synthése d’ADN, les polyméres non naturels sont capables d’étre
construits en utilisant une approche en phase liquide ou solide. Les nombreux avantages
que proposent la synthese sur support solide (2.2.1.1) ont naturellement amené certains
groupes de recherches a obtenir de meilleurs résultats en employant cette stratégie, et
particulierement dans I'approche itérative AB + AB qui est la méme que celle utilisée dans
'approche phosphoramidite. Dans cette méthode de protection/déprotection, la fonction
B du monomere représente le groupe protecteur qui, inséré sur la chaine croissante, peut
étre déprotégé et impliqué dans un nouveau couplage avec la fonction A. Manifestement,
les conditions chimiques utilisées lors du couplage doivent étre orthogonales au groupe
protecteur et, dans le cas d’'une synthése sur support solide, au connecteur attaché sur la
résine.

En 2015, notre groupe a réalisé la premiére avancée dans le développement de la chimie
de phosphoramidite en tant que support de stockage en utilisant des monomeéres
synthétiques a la place des nucléotides de I'’ADN.[?%! Ces travaux représentent les
fondations d’'une nouvelle stratégie qui sera par la suite, une des principales sources de
recherche du groupe. Dans cette étude, afin d'incorporer un code moléculaire dans la
chaine polymére, deux monoméres synthétiques tels que le propyl (2-cyanoéthyl (3-
diméthoxytrityloxy-propyl) diisopropylphosphoramidite) et le 2,2-diméthyl-propyl (2-
cyanoéthyl  (3-diméthoxytrityloxy-2,2-diméthyl-prop-yl)  diisopropylphosphoramidite)
codant pour 0 et 1 respectivement ont été synthétisés. Leur préparation s’effectue en deux
étapes a partir du propane-diol correspondant (Figure 1. 20).
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Figure 1. 20 : Unités codantes utilisées dans les polyphosphodiesters numeériques.

L’'usage de l'approche itérative phosphoramidite sur un support solide fonctionnalisé
(polystyréne) a permis d’obtenir des polyméres a séquences définies d’'une longueur
allant jusqu’a 24 unités. Dans ce cas, les analyses ESI-HRMS, MALDI-HRMS, RMN et
SEC ont indiqué la présence effective d’'un polymére monodisperse, ainsi que la séquence
initialement encodée. La méme année, notre groupe a utilisé ces monomeres
synthétiques pour la préparation d’'un long polymére par approche phosphoramidite
automatisée. Ces travaux confirment la faisabilité d’obtenir une longue séquence définie
sans l'usage de nucléotides naturelles et démontrent le premier mot encrypté dans une
seule chaine polymere (Figure I. 21). L’'uniformité du polymere codant « Macromolécule »
ayant un degré de polymérisation de 104 unités (DP = 104) a pu étre confirmée par ESI-
MS en mode négatif sous des états multichargés, par déconvolution du spectre donnant
sa masse exacte, et également par HPLC grace a 3 bases thymidines (actives en UV)
incorporées en bout de chaine.

La chimie automatisée utilisée dans cette étude repose sur le méme principe que celle
utilisée dans les robots synthétiseurs d’ADN puisque c’est un de ces instruments qui a en
effet été utilisé (ABI 3900). Le cycle itératif phosphoramidite « synthétique » est résumé
dans le Schéma |. 7 ci-dessous, ou les étapes i) a vi) sont les mémes que dans le cycle
impliguant les nucléotides naturelles vu précédemment (Schéma I. 5).

Grace a la chimie des polyphosphodiesters, d’autres études intéressantes ont pu étre
effectuées pour I'obtention de macromolécules informationnelles, ouvrant notamment la
voie a de la modification d’informations. Les réactions post-polymérisations par CUAAC
en sont un exemple. En incorporant des alcynes sur la chaine polymére, des réactions
click sélectives ont pu étre effectuées sans altérer I'information contenue dans la chaine.
Cet outil servirait éventuellement a ajouter et/ou modifier des données numériques.[?%7]
Par ailleurs, l'introduction de dérivés nitrobenzyles photo-clivables dans la séquence a
permis la préparation de polymeres numériques effacables. Dans la méme étude,
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l'utilisation de deux composés isobariques dont un photo-clivable et l'autre inerte aux
excitations UV a laissé la possibilité de modifier la séquence binaire initialement
encodée.[?%8] Enfin, la synthése photo-contrélée de poly(phosphodiesters) numériques en
utilisant le groupe NPPOC a également pu étre investiguée. L'utilisation de ce groupe
protecteur photo-labile généralement utilisé en synthése d’ADN sur micro puces (2.2.4),
a démontré la possibilité d’employer une stratégie similaire a la construction des
biopolyméres, mais pour les macromolécules synthétiques.[29

«M » «a» «C»
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Figure . 21 : Polymeére a séquence définie non naturel encodant le mot « Macromolecule » a l'aide du
code ASCII.
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Schémal l. 7 : Cycle itératif pour la synthése de polyphosphodiesters synthétique par approche
phosphoramidite.

Cependant, malgré les innovations révélées dans ces exemples, des améliorations
restent a faire pour la lecture de ces polymeres. Particulierement, les longues séquences
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comme celle codant « Macromolecule » dont I'analyse MS/MS pour reconstruire bit par
bit la chaine informationnelle s’est révélée fastidieuse et longue. En effet, 'absence de
liaison labiles permettant de sélectivement fragmenter le polymere complique et rallonge
le déchiffrage de ce dernier. C’est pourquoi, les études paralleles effectuées avec les
poly(alcoxyamines amides) (3.2.2.2) impliquant des liaisons alcoxyamines labiles pouvant
sélectivement étre fragmentées (3.3.1) ont été inspirantes pour la construction d’'un
nouveau design de polymeéres synthétiques : I'incorporation d’espaceurs clivables.

Cette nouvelle approche utilisant la chimie de phosphoramidite sera discutée plus en
détail dans la partie 3.4, qui permettra notamment d’introduire les objectifs de cette thése.

3.2.2. Approches itératives orthogonales

Une approche orthogonale signifie qu’aucun groupe protecteur n’est requis pour faire
croitre la chaine polymere. Cette stratégie est intéressante puisque par la variété des
différents groupes fonctionnels, elle permet de faire grandir rapidement la chaine du
polymeére sans utiliser d’étapes additionnelles de déprotection. Deux principaux procédés
peuvent étre utilisés dans ce cas. AA + BB utilise deux monomeres bifonctionnels
alternativement ajoutés ou A peut réagir avec B, tandis que I'approche AB + CD implique
I'ajout successif de AB et CD ou B réagit seulement avec C et D seulement avec A.
D’autres variantes peuvent également étre considérées avec par exemple « AA + BC ».

Zuckerman et ses collegues ont été a l'origine des premiers travaux dans la synthése
d’oligomeéres synthétiques a séquence définie en utilisant cette approche avec une
stratégie de sous-monomere. En prenant exemple sur la SPPS qui repose sur le procédé
AB + AB, ils ont pu mimer la synthese de peptide mais dans ce cas, en impliquant des
monomeres N-substitués sans utiliser de groupe protecteur (Schéma 1. 8). En utilisant i)
un acide bromoacétique en présence de N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC), la fonction
amine N-substituée attachée a la résine peut réagir avec la fonction acide carboxylique
du dérivé bromé. Ensuite, ii) une autre amine libre également N-substituée peut
simplement réaliser une substitution nucléophile sur le carbone en a du brome laissant
une nouvelle amine libre sur la chaine oligomeére, capable par la suite de réitérer I'étape
i). Cette méthode a effectivement été efficace pour obtenir des oligo(N-substituées
glycines) (peptoides) d’une longueur allant jusqu'a 25 unités dans des rendements
raisonnables. 300!

/H OH JJ\/Br RI_NHZ )]\/'!‘\
---N =N ~==N H

—_—
|IQ DIC, DMF R DMSO }IQ

R, R’ = alkyl, aryl, propylamine ...

Schéma |. 8 : Principe de synthése de peptoides par voie supportée (Zuckerman).300
DMF, DMSO.

Depuis ces travaux, de nombreuses études ont été effectuées pour I'obtention de
polymeres a séquence définie en utilisant une approche itérative orthogonale. Les
principales d’entre elles sont discutées dans les sous-sections ci-apres.
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3.2.2.1 Lachimie click CUAAC : outil multifonctionnel

La chimie click introduite par Sharpless et Meldal (justement récompensés l'année
derniére d’'un Prix Nobel pour leurs travaux dans ce domaine) est un outil trés utile dans
le controle des séquences polymeres. La cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée
par le Cuivre(l), plus couramment appelée la CUAAC, est une des réactions click les plus
utilisées en chimie des polyméres a séquence contrdlée ces derniéres années. Cet outil
permet non seulement le contréle absolu de la séquence, mais aussi les modifications
post synthéses pouvant étre utiles dans [I'obtention de macromolécules
multifonctionnelles. 301

Cette approche « AB + CD » nécessite un monomeére portant un alcyne (A) et un acide
carboxylique (B) ainsi qu’'un autre monomére portant une amine (C) et un azoture (D). En
'occurrence, I'utilisation de groupes protecteurs n’est pas nécessaire puisque la fonction
B ne réagit qu’avec la C, et la D seulement avec la A. Grace a cette stratégie, un premier
exemple de polymére numérique synthétique a pu étre publié en 2014.116 En variant la
chaine pendante en a du carbonyle sur le monomere AB, notre groupe a prouveé qu'il était
possible d’encoder de I'information artificielle en utilisant cette stratégie (Figure 1. 22).11¢l

i i) o N=N i) 0 N=N . _
O—O)K/\ O—OMN\/\O/\/NHZ O’OMN\/\O/\/NIH\/
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Figure 1. 22 : Principe d’encodage en utilisant la chimie CuAAC.[8]
i) CUAAC : 1-amino-11-azido-3,6,9-trioxaundecane, CuBr, 4,4'-di-n-nonyl-2,2"-bipyridine, THF
anhydre, 20h. ii) Amidification : Acide alcynoique (« 0 » ou « 1 »), benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate, DIPEA, DCM, 3-4h. iii) Clivage : TFA, 2h.

Alors que cette étude a été réalisée sur support solide avec une résine polystyrene, notre
groupe a également démontré la faisabilité d’appliquer cette chimie a un support soluble.
Dans ce cas, le procédé a été automatisé et la densité d’information a été augmentée en

utilisant un alphabet & 4 monoméres codant chacun pour deux bits (dyades, non illustré
ici).[302]

Néanmoins, malgré une chimie efficace dans la construction d’oligoméres a séquence
définie, leur lecture en masse laisse apparaitre un clivage compétitif entre la liaison amide
désirée et la liaison éther (espaceur) non voulue, rendant complexe leur séquencage. Afin
de pallier ce probleme, le groupe de Laurence Charles spécialisé dans I'analyse en
spectrométrie de masse, a démontré que la contrainte observée peut étre évitée en
remplagant simplement I'espaceur glycol éther en une chaine alkyle de méme taille.[03]
Cet exemple souligne I'avantage de la flexibilité dans I'élaboration de macromolécules
synthétiques numériques.
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3.2.2.2 Les poly(alcoxyamine amide)s

En 2015, notre groupe a montré une nouvelle stratégie pour encoder de I'information dans
les polymeres non naturels. La labilité de la liaison alcoxyamine incorporée entre
différentes unités codantes dans une chaine polymeére définie, a permis de faciliter son
séquencage par MS/MS (plus de détails sur 'optimisation de ces conditions analytiques
sont données plus tard (partie 3.3.1). Cette stratégie repose sur l'utilisation de deux étapes
de couplages chimiosélectives successives (stratégie AB + CD), a savoir la réaction d'une
amine primaire (A) avec un anhydride d'acide symétrique (C) et le couplage d'un radical
carboné (B) avec un nitroxyde (D) (Figure I. 23).[19 Alternativement, la méme chimie peut
étre utilisée pour construire des poly(alcoxyamine amide)s de maniere convergente en
préparant quatre monomeéres codant chacun pour deux bits (dyades).[3%4

(o] (o]
ON“Z %’ O‘HH/B — O‘HJ\J{‘
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Figure I. 23 : Principe d’encodage en utilisant des poly(alcoxyamines amides).1°]
i) THF, DIPEA ou K2CO:s. (ii) CuBr, Me6 TREN, DMSO, (iii) TFA, CHxCl,.

e 8]

i), ii)

Par ailleurs, ces polymeres présentent des propriétés physico-chimiques intéressantes
grace a la liaison alcoxyamine fragile. En chauffant le poly(alcoxyamine amide), une
dégradation peut facilement étre observée par MS et SEC. Dans la premiére étude
énoncée ci-dessus, il a été démontré que cette décomposition de chaine polymere peut
étre contrblée. Cette caractéristique semble étre directement applicable a de I'écriture
d’information qui pourrait par exemple, aprés avoir été décodée, étre seélectivement
supprimée.®]

3.2.2.3 Les dérivés phosphodiesters
Les phosphodiesters se sont révélés comme étant une alternative de choix dans le
codage d’information numérique a I'échelle moléculaire comme introduit précédemment
avec une approche itérative « AB + AB » (3.2.1). Dans cette section, il est démontré
qu’une approche itérative orthogonale est également possible pour la construction de
poly(alcoxyamine phosphodiester)s.[305.306]

Parallelement aux études menées sur les poly(alcoxyamine amide)s (3.2.2.2), notre
groupe s’est également intéressé a la combinaison des propriétés avantageuses de la
liaison alcoxyamine et de la chimie des phosphodiesters.[3%] Dans ces travaux, une
stratégie AB + CD a été choisie : un alcool primaire (A) attaché sur un support solide peut
générer une liaison phosphite avec un monomere phosphoramidite (C). Aprés son
oxydation en phosphate, la deuxiéme fonctionnalité du monomeére phosphoramidite
(radical carboné caché) (C) peut réaliser un couplage radicalaire avec un nitroxide (D)
(Figure I. 24). Les oligoméres ainsi obtenus ont par la suite pu facilement étre séquencés
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par spectrométrie de masse en profitant de la fragmentation sélective NO-C de
I'alcoxyamine.[305]
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Figure I. 24 : Principe de synthése d’oligomeres a séquence définie combinant chimie
phosphoramidite et couplages radicalaires. 303!
i) Couplage phosphoramidite : ACN, tétrazole, t.a.. ii) Oxydation : I, 2-6-lutidine, THF/H20, t.a.. iii)
Couplage radicalaire : CuBr, Me6TREN, DMSO. iv) Clivage : piperidine, ACN, et MeNH2, NH4OH,
H,0.

Cette approche a également été appliquée a un alphabet augmenté en sélectionnant
différents nitroxides, combinés a différents monomeres phosphoramidites, portant chacun
d’entre eux des chaines alkyles différentes.[306]

3.2.2.4 Oligocarbamates (polyuréthanes)

Cette classe d’oligomére a montré ces derniéres années son utilité pour des applications
d’anticontrefagons,271 notamment pour des implants intraoculaires a base de
méthacrylate.[3%8 Dans cette étude, notre groupe a utilisé une stratégie « AA + BC » sans
'usage de groupes protecteurs. Une résine Wang modifiée avec une fonction hydroxyle
est capable de réagir i) avec le carbonate de N,N'-disuccinimidyl (DSC, monomeére AA)
pour former I'alcoxycarbonyle. Par la suite, ce dernier peut réagir ii) avec un aminoalcool
(BC) portant une chaine latérale modifiée (groupe R, Figure |. 25A) formant
préférentiellement le carbamate correspondant.

La répétition du cycle itératif donne la séquence définie correspondante. En variant le
groupe R de I'aminoalcool, I'oligomeéere peut effectivement contenir de linformation
numérique, capable d’étre séquencée in fine par MS/MS. En outre, I'utilisation de
polyuréthanes codés est avantageuse pour une telle lecture grace au groupe acide
carboxylique a I'extrémité de leur chaine a: cette fonctionnalité facilite la lisibilité du
polymére par MS/MS en mode négatif puisqu’elle se déprotone toujours sur cette
extremité, induisant préférentiellement et prévisiblement la fragmentation C-O du
carbamate.l3%71 Lorsque la macromolécule était finalement obtenue et caractérisée, son
incorporation dans I'implant méthacrylate a été effectuée par polymérisation radicalaire in
situ ou par stratégie de « gonflement/dégonflement » (en modifiant les paramétres de
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solubilité du matériel). Enfin, le polyuréthane a facilement pu étre extrait et le code
retrouvé par ESI-HRMS.[308]

A. q ? ) o ©

H,N—R—OH

O—OJ\H/R\OH
i), ii)
PS HZN/\/\/OH HZN/\)\/OH
Q@ o 0 |-0000 — Q@ } —Q
iii)

B.
o i) Né\N)]\N/\\
\9’ \N f o) -

QOJ\N wOH O‘OJ\N ----o)I\N ﬂ»

o o) “w11OH

«11OH o
Résine* * L] — Alkyls,
A h aryles,

amines, éther

Figure I. 25 : Synthése d’oligocarbamates a séquence définie.[3%8
A. Encodage utilisant des dérivés aminoalcools. i) ACN, TEA, microonde, 60 °C. (i) DMF, TEA, t.a..
(iii) Clivage : TFA/DCM. B. Synthese d’oigocarbamates a I'aide d’hydroxyprollines.3%9 *Matrice de
silice fluorée. i) carbonyldiimidazole, DMF, t.a., 1h. ii) Monomére hydroxyproline, DMF, t.a., 17h.

Subsidiairement, les oligocarbamates peuvent étre modifiés en ajoutant des chaines
pendantes sur leur fonction amine pour ainsi former des poly(N-substitué uréthane)s. [0l
Le polymére construit a l'aide d’un protocole itératif supporté par phase solide peut
contenir de l'information numérique en ayant comme code des dyades (groupe R sur
I'amine oU R = Méthyle (00), Ethyle (01), Propyle (10) et Butyle (11)). Cette stratégie a par
la suite été utilisée pour tester ses capacités de « dégradations et réparations ».[31]
Effectivement, la dépolymérisation contr6lée en milieu basique (NaOH) sans trace de
clivage aléatoire de la chaine informationnelle a pu dans un second temps étre
« réparée » en présence de DSC et d’'une amine secondaire. Cette derniére étude ouvre
une voie intéressante pour la réparation a I'échelle moléculaire, potentiellement applicable
a de I'édition d’information.11 Par ailleurs, les oligocarbamates ont également été étudiés
d’'une maniére différente en utilisant des dérivés hydroxyprolines, démontrant la variété
de monomeres disponibles en utilisant ce type de chimie (Figure I. 25B).[30

Autrement, pour répondre a des besoins de quantité nécessaire a certaines applications
(ex. marqueurs moléculaires pour des tonnes de plastiques), le groupe de R. Szweda a
récemment utilisé une approche itérative en un seul pot (en anglais, one pot synthesis)
permettant de générer jusqu’a 50 g d’oligomeres a séquence définie. Cependant, la
stratégie reste perfectible puisque la longueur maximale atteinte dans cette étude n’a été
gue de 5 unités.312
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3.2.2.5 Les thiolactones

La chimie des thiolactones est trés intéressante puisque par sa polyvalence, elle permet
d’offrir un outil performant en ingénierie macromoléculaire. Grace a son ouverture de cycle
en présence de groupe amine ou hydroxyle libérant ainsi un thiol, elles sont capables de
réagir avec une grande variété de groupes fonctionnels.[®13] Le groupe de F. Du Prez a
beaucoup été impliqué dans I'utilisation des thiolactones pour la préparation de polymeres
a séquence définie ces derniéres années.313314 En addition des propriétés de post-
polymérisation intéressantes que ces composés peuvent apporter, les thiolactones
constituent des monomeéres efficaces dans la construction de chaines polyméres
définies.['1 Un exemple récent a été publié par le méme groupe. Il repose sur la synthése
de séquences d’oligo(thioéther-uréthane)s codées pour une éventuelle application en
stockage de données.[}15 La premiére étape consiste a ouvrir le cycle thiolactone en
présence d’amine primaire. Le thiol ainsi libéré in situ peut directement réagir avec un
époxyde laissant un alcool libre, prét a réagir avec une nouvelle thiolactone pour étendre
la chaine (Figure I. 26A). En utilisant deux types de monomeéres, une chimiothéque de 12
amines et 7 époxydes a pu étre préparée prouvant ainsi la faisabilité d’'un alphabet
moléculaire augmenté. Apres séquencage par spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS), les différentes unités composant I'oligomére ont pu étre attribuées laissant la
possibilité d’appliquer cette chimie a du stockage d’information.

L’année d’apres, le méme groupe a utilisé cette méme stratégie pour répondre a un des
défis importants mais difficile a surmonter dans le domaine des macromolécules
numériques : la réécriture d’information. En effectuant un clivage orthogonal d’un
groupement thioester par aminolyse (Figure |. 26B), ils sont parvenus a déplacer un
morceau de la séquence résultant en une modification du code initialement encrypté. [316]

Inspiré par ses premiers travaux sur la réaction des thiols avec des alcénes (réaction thiol-
ene)317.318] et des développements du groupe d’Alabi en utilisant cette méme chimie, 319
Du Prez et ses collégues ont aussi démontré qu’un protocole automatisé peut facilement
étre développé. Dans ce cas, le thiol libéré aprés ouverture de cycle par un aminoalcool
peut réagir avec un acrylate ou acrylamide.[3291 La chaine carbonée modifiable de
'aminoalcool laisse ainsi la possibilité de réaliser un alphabet moléculaire a souhait.

Malgré l'outil intéressant que représente I'utilisation de la thiolactone pour apporter un
contréle absolu dans la séquence, certaines contraintes dans la stratégie utilisée dans
ces études subsistes. Premierement, la préparation du composé isocyanate thiolactone
utile a I'extension de la chaine requiert I'utilisation du réactif cancérigéne triphosgéne.
D’autre part, des temps de couplage trop longs ont été indispensables dans la formation
de I'oligomere des premiéres études discutées ci-dessus (Figure I. 26A, 1h pour couplage
amine et 1h pour I'extension la chaine). Des défauts qui peuvent étre problématiques en
considérant une application pour un stockage d’information comme détaillé
précédemment (3.1).
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Figure 1. 26 : Utilisation des thiolactones pour la synthése de polymeéres a séquence définie.

A. i) Ouverture de cycle suivi de ii) la réaction thiol-époxy (1 seul pot) : Amine, époxyde, DBU,
Diméthylphenylphosphine, THF (H20), = 5min. Extension de chaine : CHCIz anhydre, a-isocyanato-y-
thiolactone, Zr(O,CsH;),, agité 1h. B. Modification de la chaine. Aprés aminolyse du thiolactone, iii)
thioesterification : DIC, DMAP, DMF, agité 30min.

3.2.2.6 Reéactions de Passerini et Ugi
Les réactions multi-composantes représentent un outil intéressant pour la construction
d’oligomeres a séquence définie. Particuliérement, les réactions d’'Ugi et Passerini qui ont
été les plus utilisées ces dernieres années.

La réaction découverte par Mario Passerini en 1921 est une réaction & trois composants
utilisant un acide carboxylique, une cétone ou aldéhyde, et un isonitrile pour former un a-
acyloxycarboxamide, alors que celle découverte par Karl Ugi en 1959 est une réaction a
quatre composantes avec une amine primaire en plus des trois autres a linstant
énoncées. 321

Récemment, plusieurs exemples d’applications de tels procédés ont été publiés par le
groupe de Meier avec la réaction de Passerini pour stocker de I'information dans des
oligomeres synthétiques.322:323 ||s ont effectivement démontré qu’en utilisant une série de
différents monomeéres aldéhyde ou cétone, il était possible de construire une chaine
croissante polymere en y contrlant parfaitement la séquence. La structure de la
macromolécule résultante a pu in fine étre confirmée par spectrométrie de masse, RMN
et GPC indiquant une potentielle application pour du stockage d’'information. La Figure .
27 illustre le principe de cette méthode en utilisant la réaction de Passerini, qui peut étre
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appliguée avec une stratégie orthogonale couplée a une réaction thiol-ene,324 mais aussi
une stratégie de protection/déprotection (ester de benzyle protégeant I'acide carboxylique
bleu, non illustré ici) qui a notamment permis la synthése d’'un oligomere de 20 unités a
'échelle du gramme (44% de rendement).3%% Cependant, comme souligné
précédemment avec la chimie des thiolactones, les temps de couplage restent pour le
moment trop longs pour une réelle application d’écriture de données.
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Figure I. 27 : Réaction de Passerini couplée a la thiol-ene pour la formation d’oligomeéres a séquence
i) Aldéhyde et isonitrile, DCM, 2 a 24h. ii) ThS)?,ﬁg,lgiDiméthoxy-2-phenylacetophenone (initiateur
photochimique, 5 mol%), UV, 2h. iii) Cycle répété n fois donnant une séquence définie.

3.2.2.7 Polyesters

Les polyesters sont également de bons candidats pour un stockage a I'échelle
moléculaire. Le groupe de Kim a récemment publié la synthese de copolymeéres d'acides
a-hydroxylés construit par combinaison de méthodes divergentes et convergentes a partir
de quatre dyades de monomeres (poly(acide phényllactique-co-lactique) (PcL) Figure 1.
28). Le séquencage par MALDI-TOF du polymere a facilement permis de retrouver le
code binaire initialement encodé (« SEQUENCE »).[3%6] La stratégie de cette étude repose
sur la protection/déprotection orthogonale des groupes alcool et acide carboxylique
présents sur le monomere d’acide lactique (0 et 1, Figure I. 28) (cette méthode n’est donc
pas basée sur une chimie orthogonale contrairement aux autres approches discutées
dans cette partie 3.2.2). i) Une fois la dyade établie apres couplage entre 0 et 1 en
présence de EDC-HCI et DMAP, une étape divergente peut prendre place impliquant ii)
I'élimination sélective du groupe TBDMS par du BF3.Et,O libérant d’'un cété un alcool, et
parallelement iii) le déblocage sélectif du groupe ester de benzyle en présence de Pd/C
et Hy libérant un acide carboxylique. Une nouvelle étape convergente i) peut alors étre
effectuée entre les deux produits ainsi obtenus. La répétition de ce processus donne in
fine un polymeére a séquence définie avec un contréle absolu sur la séquence.
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Figure 1. 28 : Synthése de polyester par méthode convergente pour du stockage d’information.
i) EDCHCI, DMAP, 8 h. ii) BF3-Et20, t.a., 6 h. iii) Pd/C, Hy, t.a., 8h.

Récemment, le méme groupe utilisait cette stratégie en semi-automatisant leur synthese
de polyesters, toujours en contrélant parfaitement la séquence.3271 Ces deux exemples
démontrent que la synthése de polymeéres a séquence définie n’est pas forcément limitée
a une approche étape par étape classique, mais peut aussi étre améliorée en réfléchissant
a une approche convergente, amenant de la complexité efficacement et rapidement. De
plus, ces approches sont intéressantes par l'utilisation de dérivés d’acides polylactiques
(PLA), principalement pertinents par leur propriétés biosourcés, qui ont pu étre modifiés
afin d’y encoder de I'information.

3.2.2.8 Les dendriméres
Depuis les premiers travaux dans les années 1980 sur les dendriméres,[328 ces
macromolécules ont récemment suscité de lintérét pour un stockage de données a
I'échelle moléculaire. Ces systemes complexes, non linéaires, sont formés par synthese
divergente ou convergente. De maniére divergente, le dendrimére est construit a partir
d’'un noyau multifonctionnel, qui est étendu grace a de multiple réactions. De maniéere
convergente, le polymere est formé grace a une série de réactions de petites molécules,
formant petit a petit le systéme souhaité.

Une preuve de concept a récemment été démontrée par le groupe de Z. Zhang qui a
exploité des couplages de Michael thiol-maléimide permettant I'arrangement précis des
bits 0 et 1 dans un dendrimeére uniforme.329 Par ailleurs, le méme groupe a cette année
utilisé des polymeéres amphiphiles a séquence contrdlée, qui s’auto-assemblaient en
micelles numériques.33% La structure parfaitement définie des oligouréthanes est
attachée a un dendron composé de PEG, facilitant sa désorption en MALDI. En outre,
I'affinité des ions Na* avec le PEG et le clivage sélectif des liaison benzyles-carbamates
a permis de retrouver sans difficulté I'information numérique encodée dans la micelle. De
plus, cette étude démontre un potentiel intéressant pour une application biologique, en
administrant les micelles codées in vivo a des souris. Cela pourrait notamment étre
exploité pour la nanomédecine de précision (incorporation de brin d’ARN, quantification
cellulaire sans marquage spécifique, etc.) ou encore I'étude des protéines couronnées.
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3.2.3. Autres approches de stockage moléculaire

3.2.3.1 Processus photochimiques

Finalement, d’autres approches itératives orthogonales moins classiques ont été
explorées. Par exemple, le groupe de C. Barner-Kowollik a publié en 2016 la synthese de
macromolécules a séquence-définie par photo-ligation.[33l En utilisant une série de
différents benzaldéhydes photo-réactifs portant conjointement une fonction dieéne et
diénophiles, une réaction photochimique a pu induire, apres chauffage, une réaction de
Diels-Alder. La répétition de ce processus a permis de construire un polymeére a séquence
définie croissant de maniére symétrique a partir d’'un noyau diéne (dans ce cas, le 1,6-
hexylbismaleimide).

3.2.3.2 Processus d’autoassemblages
L’utilisation de processus d’autoassemblage peut également étre utilisé pour préparer des
polymeres informationnels, comme démontré par le groupe de F. Scott, en impliquant des
peptoides préparés par la méthode de Zuckerman discutée précédemment (3.2.2).1332
Alternativement, le groupe de Colquhoun a récemment considéré des foldameres pour un
stockage d’'information moléculaire. La sélection de différentes molécules « tweezer »
(molécules contenant une cavité capable de lier d’autres entités par chimie non-covalente)
riches en électrons 1, permet une interaction spécifique entre ces derniéres et un motif
aromatique polyimide sulfone. La liaison supramoléculaire sélective de certaines
molécules tweezer vers des sites spécifiques du copolyimide permet d’identifier, par RMN
et cristallographie, I'ordre d’'une séquence contrélée. 333

3.2.3.3 Mélanges de molécules
Enfin, contrairement a l'information contenue dans une chaine polymeére définie, une
grande quantité d’information peut également étre encodée dans des mélanges
complexes de petites molécules. Notamment, 'année derniére, le groupe de Rosenstein
a démontré qu’en utilisant la réaction d’Ugi automatisée, ils est possible d’encoder une
large quantité d’informations en synthétisant une chimiothéque de composés hautement
diverse pouvant par la suite étre retrouvée par spectrométrie de masse.!334

En utilisant cette méme stratégie d’encodage, le groupe de Meier a démontré en 2018
que, par approche combinatoire, un mélange complexe de molécules peut servir de clé
moléculaire pour la communication de messages secrets.[33] En utilisant une série de 130
réactifs commercialement disponibles impliqués dans une réaction d’Ugi, 500 000 clés
moléculaires ont pu équivoquement étre fournies. La stéganographie, pratique de
dissimulation d’informations, leur a finalement permis de réaliser une preuve de concept
concrete. Par ailleurs, le méme groupe a montré qu’en utilisant une diversité de composés
commercialement disponibles (ex. des solvant organiques), il est facilement possible de
définir un code basé sur le déplacement chimique (ppm) retrouvé. En sélectionnant huit
molécules différentes et en instaurant une regle de lecture allant des champs faibles vers
les champs forts (de gauche a droite sur le spectre), ils ont pu définir un code tel que dans
un mélange : molécules présentes codent pour « 1 », non présentes codent pour « 0 ».
Ainsi, dix tubes RMN contenant chacun des mélanges différents peuvent encoder dix
lettres au total. En augmentant le nombre de composés présents en solution (24
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composés permettant de coder 3 bits par molécules), le procédé peut également étre
appligué a un séquencage par chromatographie en phase gazeuse en se basant sur le
temps de rétention.[®3¢ Plus récemment en utilisant le méme principe, le groupe de Kéki
a utilisé la spectrométrie de masse par ionisation en temps réel (DART) pour décoder un
code binaire encrypté a I'aide de dérivés de nicotine. Grace a la volatilité évidente de ces
acides, la DART permet d’identifier la présence ou non d’'un composé dans un mélange,
laissant la possibilité d’encoder jusqu’a 22 bits par solution.[337]

Finalement, le groupe de Whitesides a montré qu’il était possible d’utiliser une diversité
d’oligopeptides pour encoder de I'information numérique. Attachés sur des monocouches
autoassemblées a l'intérieur de micro puits, 'analyse des différents oligoméres liés au
support par spectrométrie de masse a permis de retrouver les masses
correspondantes.338! Ceci démontre qu’'un mélange de molécule peut aussi étre un moyen
de stockage a long terme, grace a 'immobilisation de différents fragments sur un support
solide.

Ces derniers exemples illustrent la possibilité d’encoder de I'information non pas sur une
chaine linéaire polymeére, mais dans un meélange de composés bien distincts. Par alilleurs,
cette approche permet dans certains cas d’utiliser des outils analytiques différents de la
MS/MS, ce qui peut ouvrir la voie a une lecture simplifiée.

3.3. Méthodes de séquencage

Traditionnellement, et au méme titre que les polypeptides et autres macromolécules
biologiques d’intéréts (outre 'ADN), la spectrométrie de masse est I'outil principalement
utilisé dans le séquencage des polyméres a séquence contrdlée. Egalement, d’autres
techniques ont pu étre utilisées ces derniéres années pour décoder I'information contenue
dans les polyméres non naturels. Ce sous-chapitre détaillera les méthodes les plus
pertinentes. D’autres méthodes impliquant le séquencage spécifique de
polyphosphodiesters seront vues dans la partie associée (3.4).

3.3.1. Principe et optimisation du séquencage par spectrométrie de
masse

« La spectrométrie de masse en tandem (ou MS/MS) est une technique qui fournit des
informations structurelles sur les molécules ionisées en se basant sur la fagcon dont elles
se fragmentent ».339 Effectivement, les différents clivages compétitifs des groupes
fonctionnels sur la chaine polymére permettent didentifier des fragments
macromoléculaires par leur différence de masse. Avant la MS/MS, le polymére doit
d’abord subir une analyse MS afin de déterminer le rapport masse/charge (m/z) des ions
d’intéréts. Cette analyse permet en outre de valider la structure compléte du polymére et
de vérifier son uniformité. Apres cette premiére étape, une analyse MS/MS sur cette
méme macromolécule peut étre effectuée : en sélectionnant judicieusement un ion ciblé
(déeterminé lors de la MS), I'analyse garantit une distribution des especes ioniques a partir
de ce seul ion précurseur. Par ailleurs, puisque l'ionisation MS/MS dépend de l'ion
préalablement choisi, cette technique ne se limite pas aux polyméres monodisperses :
des données analytiques intéressantes peuvent effectivement étre obtenues a partir de
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mélanges polydisperses, permettant par exemple de mieux comprendre certains
phénomeénes survenus lors de la synthése du compose visé.

Dans le cas des polymeres synthétiques, les groupes fonctionnels peuvent intelligemment
étre choisis afin d’éviter des clivages compétitifs simultanés non désirés rendant difficile
la lecture du spectre. C’est un des avantages de la construction a souhait d’'un composé
non naturel : le polymére synthétique peut étre adapté a I'outil analytique, contrairement
a ses analogues naturels limité par leurs propriétés structurelles.34

Dans cette logique, les premieres améliorations notables pour le séquencage de
polymeres numeériques remontent & 2015 avec les travaux du groupe de Laurence
Charles et le nétre, en utilisant des poly(alcoxyamine amide)s (discutés précédemment
3.2.2.2). En raison de la labilité des liaisons alcoxyamines, il n'‘existe pas de réaction de
dissociation alternative concurrencant efficacement le clivage homolytique a faible
énergie de ces liaisons entre le monomeéere TEMPO et I'unité codante 0 ou 1. En optimisant
les conditions analytiques d’ionisation par électrospray, la macromolécule peut d’abord
subir une premiére analyse MS, puis aprés MS/MS, les liens inter-bits sont rompus afin
de retrouver I'information contenue dans le polymeére.!'® Une illustration de cette stratégie
est démontrée ci-dessous dans la Figure I. 29 avec un tétra(alcoxyamine amide).

[M+HJ2*
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_‘ H+ [M+H]+
o o o R=H R=CH
ESI-MS HO_/& 8
N 0—N N Br 1184.7 o o
H R H R
4 T T T T
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B. a, ag a,
0 o o o 0
ESI-MS/MS N 0—N N 0—N N 0—N N 0—N N Br
O=<_H R H R H R H R H R
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b2 b3 b4
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Figure I. 29 : Représentation du séquencage MS/MS d’un tétra(alcoxyamine amide).[*!
A. ESI-MS de I'oligomere donnant 2 états e charges sur le spectre de masse. B. MS/MS en
sélectionnant I'ion précurseur a 1184.7 Da. C. Exemple de fragment retrouvé apres analyse (ici, b2 et
as). D. Représentation simplifiée d’un spectre obtenu apres MS/MS.

Les fragments générés apres ionisation comportent des charges définies par la structure
du composé analysé. La Figure I. 29 ci-dessus montre notamment deux bouts de chaines
a et w différents. La différence de la valeur m/z entre deux fragment a ou w, permet
d’attribuer la valeur du bit encodé. Par exemple, dans ce cas, des intervalles de 226 ou
240 Da entre les fragments a ou w indiquent la présence dans la séquence du motif 0 ou
1, respectivement. Finalement, la couverture des pics obtenus dans le spectre MS/MS

79



Chapitre I. Etat de I'art : stockage de I'information a I'échelle moléculaire

correspondant aux clivages inter-bits permet de retrouver le code initialement
encrypté.i?41 incorporation des liaisons alcoxyamines a souhait dans la chaine polymere
démontre lintérét de traiter le stockage d’information avec des macromolécules
synthétiques. Le fait de pouvoir modifier aisément leur structure a notamment permis de
faciliter leur stabilisation de charge : a linstar des oligocarbamates (3.2.2.4), lorsque
'analyse est faite en mode négatif, I'acide carboxylique présent sur le bout de chaine
a facilite le séquencage de la chaine macromoléculaire puisque ce groupe fonctionnel est
le seul capable de stabiliser la charge négative, facilitant ainsi la lecture de ce
fragment.[342]

D’autres exemples ont pu étre considérés comme linsertion de ponts disulfures pour
contréler le clivage entre chague unité monomére codante.343 Le thiol a également été
utilisé pour l'insertion de liaisons C-S dans la séquence définie a l'aide de motifs
dithiosuccinimides, 344 de réactions thiol-maleimide,***! ou encore de couplage entre un
dithiol et un allyle acrylamide,®1° permettant dans chacun des cas de décoder facilement
les différentes unités par MS/MS. Pourtant, malgré 'existence d’une grande diversité de
groupes fonctionnels en chimie synthétique, toutes les possibilités facilitant le séquencage
de polymére a séquence contrblée n’ont manifestement pas été explorées a ce jour.
Cependant, les amides, inspirés par les polypeptides, et les alcoxyamines, introduites par
les groupes de Laurence Charles et le notre, restent aujourd’hui les fonctions chimiques
les plus courantes pour lire commodément les polymeéeres numériques.

Alternativement, d’autres techniques de spectrométrie de masse existent pour identifier
la structure de polyméres synthétiques, et particulierement, I'analyse MALDI-TOF. Cette
méthode de désorption/ionisation laser assistée d’'une matrice est réputée comme étant
un processus d'ionisation doux, et fournit des spectres de masse simples qui montrent
principalement des ions moléculaires a charge unique avec une fragmentation quasi
inexistante.3%6] De ce fait, cet outil est utile pour I'analyse de polyméres a haut poids
moléculaire, ou encore, [lidentification de séquences comonomeéres dans les
copolymeéres.[347:348] Cependant, méme si certains groupes ont utilisés I'analyse MALDI-
TOF pour déterminer la séquence d’'un enchainement de monoméres dans des
macromolécules synthétiques, 349 la MS/MS reste tout de méme aujourd’hui, la méthode
de spectrométrie de masse la plus utilisée dans l'identification de tels polyméres.

Par ailleurs, la MS/MS peut étre améliorée et couplée a certaines techniques de
séparation, telle que la mobilité ionique. La spectrométrie de mobilité ionique (IMS) "a
temps de dérive" mesure le temps nécessaire a un ion pour migrer a travers un gaz
tampon en présence d'un faible champ électrique.33% Ce procédé couplé a la MS permet
une séparation préliminaires des ions moléculaires, avant de les analyser par masse (TOF
par exemple), facilitant leur interprétation (Figure |. 30). A noter que dans ce cas, une
seule analyse permet d’identifier les différentes espéces ioniques atteignant séparément
'analyseur de masse.
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Figure 1. 30 : Principe d’analyse par spectroscopie de masse a mobilité ionique.
*Par exemple, un mélange de composés organiques, ou bien un polymére. **Différents ions formés
par ESI ayant un temps de dérive différent au contact du gaz et du champ électrique.

En 2019, le groupe de Laurence Charles et le nétre avons tiré profit de cette astuce pour
révéler des données numériques encryptées dans des poly(alcoxyamine
phosphodiester)s.351 Pour ce faire, deux nitroxides différents ont été incorporés dans
deux blocs distincts, chacun contenant un segment alkyle codant de méme masse mais
d'architecture différente. Par conséquent, la séquence numérique déterminée a partir des
fragments primaires observés en MS/MS a d( étre décryptée selon des régles
appropriées, qui dépendent des temps de dérive mesurés par spectrométrie de mobilité
ionique.

Pourtant, malgré I'efficacité et la fiabilité de la spectrométrie de masse dans 'analyse de
séquence polymere définie, cette méthode est dite « destructrice » puisque I'échantillon
étudié est fragmenté par ionisation lors de son analyse. Bien que les quantités requises
pour détecter le polymére ciblé soient minimes (quelques milligrammes suffisent), la
recherche d’alternatives non destructrices a naturellement suscité de l'intérét ces
dernieres années. Celles-ci seront discutées dans la prochaine sous-section.

3.3.2. Autres méthodes pour décoder l'information dans les polyméres
numériques
3.3.2.1 Lecture Supramoléculaire
Récemment, le groupe de Leigh a publié un «cliquet moléculaire » pour lire de
l'information encodée sur des « bandes moléculaires » a la facon des machines de type
Turing (précurseur des ordinateurs).[352 En utilisant un éther couronne (“téte de lecture"),
il est ainsi possible d’extraire I'information contenue dans une structure moléculaire codée
("bande"). Le processus est initié et guidé par des impulsions chimiques (dans ce cas,
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changement de pH) permettant au macrocycle de se déplacer séquentiellement dans les
différents compartiments de la bande. Pendant son mouvement directionnel, I'éther
couronne change sa configuration en fonction de la stéréochimie des sites de liaison
rencontrés. Cela lui permet de lire la séquence d'information stéréochimique programmée
dans la bande, de maniere non destructive, en produisant des variations dans la réponse
de dichroisme circulaire.

3.3.2.2 Séquencage par nanopores
Le séquencage par nanopore est également une des nombreuses pistes étudiées pour le
séquencage de polyméres synthétiques. A linstar de la lecture des polynucléotides
naturels par des nanopores contenus dans des protéines (2.3.3), les macromolécules non
naturelles sont, avec une structure optimisée a cette fin, de bons candidats pour étre
analysées avec une telle technique.

En 2019, notre groupe en collaboration avec celui de M. Dal Peraro a Lausanne, a
démontré une preuve de concept en utilisant les nanopores d’aérolysine pour précisément
lire, avec une résolution bit par bit, I'information encodée dans un polymére numérique. 353
Cependant, cette étude nécessite des macromolécules biohybrides (mélange d’entités
synthétiques et naturelles sur la méme chaine, dans ce cas, deux bases d’adénosine a
chaque extrémité) afin de diriger la structure informationnelle vers les pores de la protéine.
En restant dépendant de la chimie de 'ADN, la flexibilité avantageuse des polyméres
synthétiques n’est par conséquent pas totalement exploitée. De plus, d’autres défis
doivent encore étre appréhendés : lors de la lecture de 'ADN, une protéine motrice
(hélicase) permet de contréler la distribution des monomeres a l'intérieur des pores de
maniére constante permettant une lecture précise et accrue. Dans le cas des polyméres
synthétiques, une autre stratégie doit étre réfléchie pour espérer un déchiffrement fiable
et ce, pour de plus longues séquences. Pour ces enjeux, plusieurs pistes sont a
considérer : optimiser les séparations inter-bits pour éviter I'influence des unités voisines,
augmenter la rigidité du squelette polymére pour réduire le bruit de signal, ou encore,
réduire la densité de charge négative pour obtenir des temps de lectures plus longs.[353

Par ailleurs, les principes de lectures par nanopores peuvent également étre appliquées
a des nanorubans de graphéne pour crée un systéme analytique synthétique et
modifiable. En outre, le groupe de Radenovic, également a 'EPFL, a démontré une
preuve de ce concept en impliquant la translocation des bases nucléiques de ’ADN.[354]

Ce sous-chapitre (3.3) permet de comprendre plus aisément la maniere dont les
polyméres a séquence contrblée peuvent étre séquencés. La MS/MS reste encore
aujourd’hui la technique la plus utilisée pour retrouver l'information stockée dans les
macromolécules informationnelles. Dans ce contexte, de nombreuses études ont été
effectuées pour adapter la structure des polymeres a cette technique analytique et ainsi
en facilité leur lecture. Le sous-chapitre suivant détaillera entre autres le fruit d’'une
collaboration entre le groupe de Laurence Charles et le nétre qui, sur quelques années, a
permis d’optimiser les propriétés structurelles des polymeres numériques établissant des
méthodes de lectures quasi optimales.
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3.4. La chimie phosphoramidite comme moyen de stockage
synthétique : les dernieres avancées

Ce sous-chapitre détaillera les dernieres évolutions des polyphosphodiesters
synthétiques pour un systétme de stockage de données numériques. Enfin, cette
historique permettra d’'introduire les objectifs de cette these.

3.4.1. Optimisation de séquengage a I’'aide d’espaceurs

A la suite des premiers poly(phosphodiesters) synthétiques numériques introduits
préecédemment partie 3.2.1, des optimisations de design restaient nécessaires pour
faciliter leur décodage par MS/MS. En 2017, notre groupe a démontré des travaux sur
l'utilisation d’'un « espaceur clivable » inséré entre les différents octets pour améliorer le
séguencage du polymere.l2”l Dans cette étude, les polyméres ont été congus pour subir
des fragmentations contrdlées par MS/MS en conditions de dissociation induite par
collision (CID). Chaque octet de la séquence a été labelisé a 'aide de marqueurs d’octets
(Figure 1. 31) facilitant la reconstruction de la séquence et évitant notamment les
fragments isobariques (des bases nucléiques naturelles ou modifiées sont généralement
utilisées a cette fin).

Parallelement, une liaison alcoxyamine labile a été incorporée dans la séquence entre 2
octets résultant en une rupture contrélée des liaisons NO-C lors d’une premiére activation
et conduisant a une distribution d’octets intacts. Chacun de ces fragments peuvent ensuite
étre séquencés par pseudo-MS3 pour retrouver l'information initialement encodée. Il est
notable ici que la taille des blocs est choisie de maniere a étre suffisamment longue pour
contenir 8 bits (pour se rapprocher des octets utilisés en langage binaire ASCII), mais
également suffisamment courte pour éviter une charge importante du bloc pouvant
compliquer la récupération de la séquence lors de I'analyse pseudo-MSs.

(0] (0]
HO o—b—o O—L—Ok@(—“&m.._ i i ]
RR\ i R R oH <l o0=f=0 0—f—0 on
7 OH R R g OH
< < >
1¢" segment codé Espaceur alcoxyamine segment Marqueur d’octet
clivable codé

Figure I. 31 : Structure d’un octet fonctionnalisé d’un espaceur clivable et d’'un marqueur de masse.

Afin de tirer profit de la labilité de la liaison NO-C, un processus de séquencage ordonneé
doit effectivement étre respecté (Figure I. 32) : aprés I'analyse ESI-MS en mode négatif
du polymeére, un ion multichargé est intelligemment choisi pour subir une fragmentation
MS/MS. Dans cette étude, le dodécanion [M-12H]!? a été sélectionné pour garder une
distribution de charge homogene sur les 4 différents octets (3- par fragment). Par alilleurs,
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'analyse MS/MS de ce dodécanion n’est pas réalisée pour avoir une reconstruction
directe de la séquence comme il a été discuté dans des exemples précédents (partie
3.3.1). L’activation de l'ion précurseur sert ici a dissocier préférentiellement les liaisons
NO-C, avant de pouvoir sélectivement séquencer les octets résultants par pseudo-MS:.
L’énergie d’activation doit par conséquent étre rigoureusement sélectionnée pour ne pas
rompre les liaisons phosphates, nécessitant quant a elles plus d’activation pour étre
dissociées.

w l MS2 Sens de lecture

3
o

3
o =D00000000-= MS  omomnn  ASCly
MS3 ASCII
e =000000000= —>» o

Ms? ASCII
——

®» @ 6 @

m/z

Figure I. 32 : lllustration simplifiée du principe de séquencage pseudo-MS?.
Adapté de la littérature.l2”]

En pratique, afin de pouvoir utiliser un spectromeétre de masse classique équipé d’'une
cellule de collision, I'ion précurseur sélectionné est activé pour former une CID en source
dissociant préférentiellement les liaisons alcoxyamines. Puis, les octets ainsi libérés sont
sélectionnés dans le quadrupdle pour étre excités et rompre les liaisons phosphates du
fragment choisi. C’est pourquoi, en raison de I'absence de sélection des ions précurseurs
avant la premiére étape d'activation, ce protocole de séquencage basé sur deux étapes
CID est désigné comme une expérience pseudo-MS3.

L’augmentation de tension appliquée en pseudo-MS? générant ces ruptures permet de
retrouver I'ordre précis de I'enchainement de monomeres en vérifiant la couverture de
chaque fragment tel que :

- Les fragments contenant la terminaison a (a#, b#, c¢#, et d#, avec z=1-4) sont
utilisés pour reconstruire la séquence de la gauche vers la droite, tandis que les
fragments contenant la terminaison w (w#, x#, y#, et z#, avec z=1-4) permettent
de reconstruire la séquence de la droite vers la gauche (Figure I. 33). Un exemple
de reconstruction de séquence est donné en partie expérimentale (P.E., Figure

PE.4. 55).
W2 ™
i X v 2
i
//\/\\O ri)_.o N
5 OH R R
“ B g

Figure |. 33 : Différents modes de dissociation du phosphate lors de I'analyse pseudo-MS3.
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Malgré I'efficacité de cette méthode dans la reconstruction compléte de la séquence, sa
lecture automatisée par le logiciel MS-DECODER (logiciel développé pour déchiffrer
automatiquement un spectre de masse en y renseignant préalablement les unités
codantes)?8l n’est, avec ce protocole, pas réalisable. En effet, le manque d’abondance
des ions formés en utilisant le SPACER1 comme espaceur clivable compromet la lecture
automatique des fragments (Schéma |. 9A). Cela peut notamment s’expliquer par la
réactivité accrue du radical carboné lors de la pseudo-MS? induisant des dissociations
radicalaires, alors compétitives avec la rupture désirée des liaisons phosphates. 5]

. o P o 8 o}
N . MsIMS . § P
‘O_g_o/\/\N O—N o—|F|>—o" IR ‘O—g—o/\/\Njﬁ’ - 0—N o—g—o’
| H | | H |
o OH E,=120.7 OH oH
SPACER1

NH  .100.1 Da o o
)WJ . \o_'pl_o/\ ™~ )k(

OH OH

0 i MS/MS ol N e
ROSC ~ ©°—§—07 “y—o-N o—p—0” — T o o—p—o”
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\‘o (IPDI o MS/MS R ﬁ
—p— ‘O—p— (o]
RISC iy o 5 o-p-o ' o
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Schéma I. 9 : Différents espaceurs clivables pour optimiser I'analyse pseudo-MS3.
A. Haut : premiére alcoxyamine utilisé. Bas : exemple de mécanisme proposé impliquant le radical
carboné réactif. B. Evolution d’optimisation des alcoxyamines clivables. ROSC (Ring Outside Chain),
RISC (Ring Inside Chain). Ea = Energie d’activation en kJ.mol! rapportée par notre groupe.[3

“O

RISC2

O—'U

Pour y remédier, il a été nécessaire d’élaborer un nouveau design d’espaceur clivable en
prenant compte d’un critére important : I'énergie de dissociation de la liaison alcoxyamine.
Le SPACERL1 a déja fait I'objet d’études pour obtenir un clivage sélectif sur I'alcoxyamine
en présence de liaisons phosphates. En outre, son dérivé monométhylé (un méthyle en a
de 'amide) contient un seuil d’énergie, pour I’'homolyse de la liaison NO-C, proche de
celui des liaisons phosphates, résultant en une pollution du spectre avec des fragments
non désirés.[?’] || est notable qu'une attribution d’énergie de dissociation du phosphate
dans le cas des phosphodiesters est difficile car le processus de rupture de liaison P-O
(P=0 et P-0) est certainement d( a la délocalisation d’'un électron dans une orbitale non
remplie, d’énergie nettement plus élevée qu’une liaison P-O classique.[3%¢! Toutefois,
I'énergie de dissociation des liaisons NO-C des alcoxyamines reste de maniére générale
plus faible que celle des liaisons P-O, et permet donc un clivage sélectif des liaisons NO-
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C d’une alcoxyamine, si la structure de cette derniére est inteligemment choisie. (NO-
C autour de 130 kJ mol* maximum dans Schéma 1. 9 et la littératurel®5”1 ; P=0 autour de
500-600 kJ mol?! et 368 kJ mol! dans le cas de la liaison P-O pour un phosphate
(MeO)sPOI358]),

Une premiére stratégie pour s’affranchir des réactions radicalaires compétitives a alors
été de stabiliser le carbone radical en augmentant la délocalisation d’électron par I'ajout
d’un cycle aromatique au lieu d’'un carbone (ROSC, (Schéma I. 9B). Dans ce cas, les
réarrangements radicalaires compromettant n’ont plus été observés. Cependant, I'ajout
du cycle a ouvert la voie a une réaction de dépolymérisation par un processus de
backbitting. En combinant rigidification et stabilisation avec un méthyle et un cycle
aromatique respectivement, I'ensemble des probléemes a pu étre résolu pour un
séquencage optimal en pseudo-MS? (RISC, Schéma |. 9B). Pourtant, le design de
'alcoxyamine RISC pose un probleme lors de la synthése des polymeéres. Plus
précisément, les réactifs (NHz et/ou MeNH) utilisés pour cliver la chaine du support solide
induisent une substitution nucléophile en position benzylique et, de fait, conduisent a des
échantillons polymoléculaires. Le développement de I'alcoxyamine RISC2 (Schéma I. 9B)
a permis de pallier ce probleme.

Ces années d’optimisations ont finalement permis d’améliorer le séquencage de
polymeres a séquence contrdlée de maniere fiable et efficace avec un protocole tres bien
décrit. Effectivement, 'utilisation d’espaceurs clivables et de marqueurs de masse a offert
la possibilité d’encoder et de décoder parfaitement un grand nombre de données dans
une chaine informationnelle. Par ailleurs, la combinaison de ces outils avec un alphabet
augmenté a considérablement fait croitre la capacité limite de stockage dans un polymére
non naturel. La prochaine sous-partie détaillera les résultats obtenus en associant
espaceurs clivables, marqueurs de masse et alphabets augmentés.

3.4.2. Alphabets augmentés
Afin de repousser les limites de capacités de stockage dans des macromolécules
synthétiques, notre groupe s’est intéressé a l'utilisation d’alphabets augmentés sur la
base des monomeéres phosphoramidites vus précédemment, 28 mais aussi autrement, en
variant les structures des monomeéres a l'aide d’'une chaine aminoalkyle (Figure I.
34B).3%9

Apres avoir tester la viabilité de dyades en encodant des images a I'aide du code ASCII
(Figure I. 34C), un alphabet a 8 monomeres a été étudié dans un but d’obtenir non plus 2
bits mais 3 bits par monomere (Figure |. 34A).

86



1.3. Stockage d’information dans des macromolécules synthétiques abiotiques
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Alphabet a4 monomeres

Nc—o> O NC—O-> NC_C> O Nc—> éﬁ/
o O e O o W, }:;p_o )
@ O 20 o @

Alphabet a 8 monomeres

o &6 ) H\
S G AL O
@ 0 @ 0 - O e

Alphabet a4 monomeres

01,11 11 10 00 10 01,00 =@« 00 10 01,00 00 10 01 00 G

01111110001001000010010000

20700700701 01 10 L 10T T ms? > 10010000011000000110001000
00010100001010000001011110

SPACER1

D. RISC2

00000000111011001100111111101001101111111001
10001100110011101101001011001111010001001011
Ms? 11101100111101101001001010110100000101100011
00111010000101111110100011101000011111110010
01011110000011110001111100011110100010111010
00111111100111111011000111011011011001101111

Figure I. 34 : Alphabets augmentés a 4 et 8 monomeres.

Adapté de la littérature.[26:29.359 A Monomeéres phosphoramidites classiques. B. Monoméres
aminoalkyles phosphoramiditse. C. Exemple d’encodage avec l'alphabet a 4 monomeres. D.
Encodage du portrait de Lavoisier a l'aide de I'alphabet & 8 monoméres. Marqueurs utilisés : A
(Adénosine), C (Cytosine), T (Thymidine), G (Ganosine), B (Bromouridine), (lodouridine), F
(Fluoroadenosine), R (Bromoadenosine), D (Fluorothymidine), P (desoxypurine).
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Comme preuve de concept, cet alphabet a été appliqué dans la construction d’un
polymeére a séquence définie avec un total de 108 unités monomere.[??l Dans cette étude,
'encodage du portrait d’Antoine de Lavoisier avec une résolution pixel a pu étre encodée
puis lu automatiquement a l'aide du logiciel MS-DECODER (Figure I. 34D). L'utilisation
d’'un alphabet augmenté permet entre autres d’augmenter considérablement la densité
d’'information a I'échelle moléculaire. En effet, en encodant 3 bits par monomére avec un
total de 88 unités codantes, 264 bits ont pu étre encryptés. Des techniques de
compressions de données ont finalement permis d’augmenter la quantité de donnée a
440 bits dans une seule chaine polymere, ce qui correspond au nombre de pixels du
portrait du chimiste de renom illustré ci-dessus.

Cependant, la chaine polymére est plus longue a cause des espaceurs clivables et
marqueurs de masse insérés entre chaque octet. Dans ce cas, 10 espaceurs et 10
margueurs de masse ont été utilisés : autant d’entités indispensables a la lecture mais
inutile au stockage d’informations.

La prochaine sous-partie discutera des limites dans l'utilisation des outils de lecture
susmentionnés, introduisant les objectifs de cette thése.

3.4.3. Limites et objectifs de la these

Depuis la découverte de la synthése sur support solide, et particulierement I'approche
phosphoramidite sur support solide, de nombreux groupes de recherche ont tenté de
repousser les limites de longueurs pour la synthése de polymeéres a séquence définie
(naturels ou non). Le développement de protocoles automatisés et/ou miniaturisés
(synthése sur micro-puces) a permis d’obtenir des chaines polymeéres allant autour des
200 nucléotides maximums. Effectivement, méme avec un protocole établi et des
efficacités de couplage >98%, le rendement d’'un polymére tend inexorablement vers 0%.
Par exemple, en ayant une telle réussite, un polymére de 200 unités aurait un rendement
théorique finale de 0.98"2%0 = 18%, et encore plus long avec 250 unités, il serait alors
seulement de 6%. C’est pourquoi, un des grands défis de la construction de polymeéres a
séquence définie est I'élargissement des capacités de synthése a l'instant énoncées.

Ce défi s’applique également aux macromolécules informationnelles. Etant a ce jour limité
par la taille maximum de = 200 unités pour une chaine unique, des optimisations peuvent
également étre effectuées sur la constitution et la structure du polymére. En effet, la
derniére sous-partie a démontré que l'utilisation d’'un alphabet augmenté peut déja
améliorer les capacités de stockage en encodant 264 bits avec 108 monoméres (un
polymére avec un alphabet a 2 monoméres aurait nécessité au minimum 264 monomeres
pour encoder la méme quantité d’information).

Ces limites peuvent étre encore plus repoussées en réfléchissant a un nouveau design
pour les espaceurs clivables et les marqueurs de masse. En outre, ces entités inutiles au
stockage d’informations mais importante pour séquencer facilement le polymére,
pourraient étre incorporées de maniere intelligente dans la structure du polymére pour
répondre a trois principaux besoins :
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i) Réduire 'usage de monomeéres « non informationnels » afin d’améliorer la
densité de stockage.

i) Faciliter la synthese en ayant recourt & une chimiotheque de monoméres
multifonctionnels.

iii) Faciliter la lecture de macromolécules informationnelles a I'aide de nouvelles

méthodes pour lesquelles de nouveaux monomeres peuvent étre élaborés.

Cette thése a tenté de répondre a ces besoins en réfléchissant a un nouveau design
d’espaceur clivable en se basant sur les travaux effectués auparavant dans notre groupe,
impliguant la conception de I'espaceur RISC2 et son insertion en chaine polymeére.[359]

Pour ce faire, la structure du RISC2, utile au séquencage pseudo-MS3, peut étre révisée
pour y incorporer un marqueur de masse, nécessaire a l'identification d’octets (Figure |I.
35). Cette nouvelle stratégie permettrait de repousser les limites de stockage établies
avec le portrait de Lavoisier en nécessitant moins de monomeres « non informationnels ».

I i
N O—ITfO o— OH
OH R R H
8

n

O—T

A
v

1" segment codé Marqueur de masse alcoxyamine Segment
clivable codé

Figure I. 35 : Nouveau design pour un marqueur de masse clivable.
(R =H ou CHs)

Par ailleurs, le développement d’'une nouvelle série d’espaceurs pourrait étre appliquée a
de nouvelles méthodes d’analyses, en l'occurrence, la spectrométrie de mobilité ionique
(IMS). Cette technique faciliterait le séquengage d’'un polymére numérique en répondant
a la contrainte suivante : le séquencage pseudo-MS? décrit précédemment (3.4.1)
nécessite (i) une MS/MS pour sélectionner les ions précurseurs puis, (i) autant
d’expériences pseudo-MS? que d’octets contenus dans le polymeére. Cette stratégie n’est
donc, par la nécessité d'opérations individuelles répétées, pas viable pour un séquencage
rapide d'une large quantité d’informations. Pour faire face a cette problématique,
l'utilisation de la MS/MS couplée a 'lMS (MS/MS-IMS-MS/MS) permet de combiner ces
deux étapes en profitant i) de la séparation d’ions basée sur leur mobilité puis, ii) le
séquencage MS/MS de ces ions pour retrouver la séquence de chaque octet de maniére
indépendante. L’analyse effectuée en une seule étape est automatisable et offre des
résultats en 2D donnant également la possibilité d’automatiser la lecture des octets
horizontalement alignés sur le spectre.
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4. Conclusion et perspectives

La nature ne serait pas aussi belle si 'TADN n’avait pas la possibilité de se diversifier dans
la création et le stockage d’information génétique. Ce biopolymeére est aujourd’hui le fruit
de quelques millions d’années d’évolution offrant un moyen de stockage d’information
naturelle (génétique) ou synthétique (numérique). Dans ce premier chapitre, I'état de I'art
d’'un tel stockage a I'’échelle moléculaire a été discuté.

Les nombreuses optimisations dans la synthése et le séquencage de ’ADN ont permis,
apres quelques décennies, de reproduire des séquences parfaitement controlées de
génomes ou encore de séquencer des maladies telles que la Covid-19 ou I'Ebola.
Parallelement, le stockage d’informations synthétiques est devenu un des grands défis du
21¢ siecle. Devant les quantités énormes de données numériques produites par les
humains et les ressources naturelles limitées pour les stocker, des alternatives doivent
assurément étre explorées. L’ADN en est une : en codant un code binaire a I'aide de ses
4 bases nucléiques, ce biopolymére peut servir de substitut aux moyens de stockage
classique avec de nombreux avantages. Par exemple, le stockage étant a I'échelle
moléculaire, la densité d’information est beaucoup plus importante dans un polymere que
dans un disque dur.BY Aussi, la durée de conservation d’'une telle macromolécule est
théoriqguement beaucoup plus grande comparée aux moyens de stockages actuels. Ces
différents atouts ont mené de nombreux chercheurs a étudier la chimie de ’'ADN, ce qui
a permis de démontrer des preuves de concepts prometteuses (ex. stockage de livre,
vidéos, musiques, etc.).[8:274.275]

Cependant, 'ADN présente des limites puisque son utilisation restreint les possibilités de
création que la chimie offre aux scientifiqgues. En effet, seulement les 4 bases ATGC du
biopolymere peuvent étre utilisées, ce qui peut également amener des contraintes
structurelles et/ou biologiques (répétions de bases problématiques).[*3! C’est pourquoi, les
polymeres synthétiques et particulierement ceux a séquence définie ont été des
macromolécules d’intérét depuis le début du 21¢ siécle. Leurs propriétés sont flexibles a
souhait et peuvent donc, avec de l'optimisation, étre adaptées a de nombreuses
applications (stockage de donnée,[16:336] anti-contrefacon,[398.3601 agent de transfert de
médicaments,[3611 photovoltaique,3%2 cryptage de donnéel335351). Ce chapitre a
notamment discuté des différentes approches pour conserver les données numériques a
I'aide de ces polyméres, et a particulierement détaillé 'approche phosphoramidite comme
un moyen de stockage non naturel prometteur. Effectivement, les travaux des groupes de
Laurence Charles et le n6tre ont démontré a travers différentes études qu’il est possible
d’adapter les structures des polyméres informationnels afin d’augmenter leur capacité de
stockage mais aussi de les décoder plus facilement.[355.26.29]

En plus du développement d’'un alphabet augmenté codant jusqu’a 3 bits par monomeére
et augmentant ainsi la densité d’information, I'’étude d’un nouvel espaceur clivable a
permis 'automatisation de lecture des polyméres en utilisant un logiciel adapté (MS-
DECODER). Pourtant, des optimisations restent toujours nécessaires dans la conception
du polymeére, notamment pour pallier les longueurs de chaines maximales trop courtes (=
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200 monomeéres) imposees par les limites de la synthése chimique. Dans ce contexte, les
travaux de cette thése essaient de répondre aux différents défis établis et listés dans ce
chapitre. Particulierement, 'amélioration de la densité de stockage en réduisant 'usage
de monomeres non informationnels. Avec un nouveau design, une nouvelle série de
macromonomeres pourrait servir a cette fin, tout en profitant & de nouvelles méthodes
d’analyse : 'IMS.

Le prochain chapitre discutera d’'une premiére approche pour la synthése de nouveaux
marqueurs de masse clivable : TISP (Tag Inside the SPacer).
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Chapitre 1l. Stratégies TISP et TISP2 — Synthése et incorporation dans une chaine
polymére contrblée

1. Introduction

Dans le Chapitre 1, difféerentes approches dans la construction de macromolécules
informationnelles ont pu étre discutées. Particulierement, I'utilisation de la chimie des
phosphodiesters pour un stockage d’information artificielle qui s’est révélé efficace.
Néanmoins, des progrés visant a augmenter la capacité de stockage de tels polyméres
restent nécessaires. En outre, réduire 'usage de monoméres non informationnels
(espaceurs clivables et marqueurs d’octets) est un des principaux axes d’amélioration. Un
nouveau design combinant au sein d'une méme molécule une liaison labile servant
d’espaceur clivable (alcoxyamine) et un groupe fonctionnel variable servant a différencier
sa masse réepondrait effectivement a ce défi.

Dans ce contexte, les travaux de cette thése ont visé a synthétiser un nouveau marqueur
d’octet clivable, puis tester sa robustesse en synthése phosphoramidite automatisée et
séquencage pseudo-MS3. Pour ce faire, la réflexion sur un nouveau design s'est appuyée
sur la base structurelle préalablement établie grace au développement du RISC2. En
outre, cela permet de profiter des optimisations accomplies sur cet espaceur clivable
résultant en un séquencage MS? optimal.

Ce chapitre détaillera deux stratégies dans I'élaboration d’'un tel marqueur d’octet
reposant sur l'utilisation d’'un alcyne : le TISP et son dérivé saturé, le TISP2.

D’abord, un état de l'art sur la synthése du RISC2 sera établi et différentes possibilités de
conception réfléchies en début de projet seront discutées. Ensuite, la stratégie alcyne
choisie, ainsi que lincorporation du monomére obtenu dans une chaine polymeére
contrblée sera détaillée. Enfin, La deuxieme stratégie employant le TISP2 sera également
expliquée.

2. Nécessité d’un nouveau design a partir du RISC2

2.1. Synthese du monomere RISC2

Le RISC2 introduit précédemment (Chapitre 1, 3.4.1) est le fruit de quelques années de
développement autour d’'un espaceur clivable pour un séquengage pseudo-MS? facilité,
permettant en outre une automatisation de la lecture du polymére numérique a I'aide du
logiciel MS-DECODER. C’est pourquoi, les premiéres réflexions dans I'élaboration d’'un
nouveau design se sont inspirées de la structure de ce macromonomere. Lors des
premiéres études, sa synthése a pu s’effectuer en six étapes en commencgant a partir de
I'acide 2-(4-acétylphenyl) acétique a (Schéma ll. 1). La réduction de la cétone en présence
de NaBH4 permet d’obtenir un alcool b avec un rendement quantitatif avant d’étre
facilement substitué par un chlore a I'aide d’HCI (aq.). L'acide ¢ peut par la suite étre réduit
en utilisant un complexe de diméthylsulfure de borane et, I'alcool instable ainsi formeé d
peut étre protégé avec du chlorure de DMT pour obtenir e. Finalement, une ATRA, suivit
d’'un couplage phosphoramidite sur I'alcool fT a permis de donner I'espaceur RISC2
désire.
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PdCl, (10mol%)
\N/©/| AgOAc (1.5 equiv.) Y@/\”/ NaBH4
NaOAc (5.0 equiv) EtOH/THF
o) AcOH, 130 C, 24h 0°Cata. 3h HCI 37%
a 39% b 99% THE
0°C ata., 2h
ODMT  DMT-CI H3B SMe, OH
Y@/\/ Y@/\/ I
anh pyridine, anh THF
anh. THF ta., 17h cl
e 82% ta. 17h d 78% c 90%
ODMT)\ ODMT
YON il YQN
k- /O
. 0 N
CuBr, Cu(0) 86% DIPEA )\ b 4%
PMDETA anh. DCM N~ O
anh. THF ta., 17h T ta, 1h P RISC2

Schéma ll. 1 : Synthése du RISC2 adapté de la littérature.35%]

Quelques années apres la premiere synthese de ce composé, le réactif de départ a, n’était
malheureusement plus disponible commercialement. Pour pallier ce probléme sans revoir
toute la stratégie, la préparation de l'acide a a été envisagée. Cependant, un couplage
d’acide acétique sur le lodoacetophénone en présence de Palladium a été la meilleure
solution trouvée dans la littérature,[*63 manifestement non optimale avec un rendement
de seulement 39%. Par ailleurs, I'ajout de cette étape fait considérablement chuter le
rendement global de la synthése en passant de 24% a 9%. En commencant cette voie
avec 15 g de produit, seulement 4 g d’'un composé beaucoup plus lourd sont obtenus en
fin de synthése.

Par conséquent, I'élaboration d’'un nouveau marqueur d’octet clivable a dd tenir compte
des problemes de rendements, en réfléchissant a une approche plus performante, tout en
gardant le méme squelette final.

Afin de définir une nouvelle approche pour la synthése d’'un tel espaceur, des regles
imposées par le séquencage pseudo-MS? pour le choix d’'un marqueur d’octet doivent étre
rigoureusement étre suivies. Ces derniéres sont détaillées dans la section sortante.

2.2. Reégles imposées par le séquencage pseudo-MS2 pour le choix
d’un marqueur d’octet.

Afin de pouvoir décoder le polymere et attribuer tous les fragments issus des dissociations
de liaisons phosphates, le choix de la masse moléculaire de chaque marqueur d’octet est
trées important. Effectivement, certaines régles doivent impérativement étre respectées
pour éviter les recouvrements de pics lors du séquengage. Tout d’abord, il est notable que
ces régles sont dictées par [l'utilisation de [l'alphabet a 8 monoméres introduit
précédemment (Chapitre 1, 3.4.2). Alors que la difféerence de masse entre chaque
monomere est de 14 Da (un CH: de différence), les régles a suivre sont les suivantes :
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i) La masse molaire d’'un marqueur ne doit pas étre un multiple de 14. Cela permet
de différencier les marqueurs des monomeres codants.

i) La difference de masse entre deux marqueurs ne doit étre inférieure a 3, et ne pas
étre un multiple de 14, plus ou moins 3. Cela permet I'attribution des fragments par
comparaison de masse en considérant les ions tri chargés.

Ces deux regles sont essentielles puisqu’elles permettent de décoder sans ambiguité le
polymére numérique lors de I'analyse pseudo-MS3. En d’autres mots, aucun fragment
généré en respectant ces regles ne cause une superposition de signal, pouvant
compromettre l'interprétation de I'information. Par conséquent, ces principes ont été pris
en considération dans le choix d’'un nouveau design de marqueur clivable, qui est discuté
dans la sous-section sortante.

2.3. ldées de conception pour un marqueur de masse clivable

Une des premiéres réflexions s’est tournée vers ['utilisation d’'un couplage catalysé au
palladium et plus particulierement celui de Miyaura - Suzuki. Le rendement et la variété
dans le choix des réactifs sont intéressants pour apporter de la diversité efficacement sur
la structure du RISC2. Cependant, apres étude approfondie des réactifs disponibles
commercialement, les composés phényles fonctionnalisés de groupes L dissemblables
(bleu et rouge, Schéma Il. 2) ne sont pas aussi facilement accessibles que souhaité.

L
L B(OH),

ODMT L
o N o: . . < ODMT &)

/ ﬁ al i . ODMT
CN

(o] L

s
_Q \

Br L
L

Schéma Il. 2 : Proposition de synthése d’un nouveau marqueur clivable a I'aide d’un couplage de
Miyaura Suzuki.

En effet, pour construire une chimiotheque de marqueurs, des molécules de masse
différentes doivent étre utilisées. Or dans ce cas, peu de candidats sont disponible pour
envisager une telle variété. Méme si d’autres possibilités peuvent étre réfléchies en
prenant le couplage de Miyaura - Suzuki comme étape clef dans la synthese, cette piste
a finalement été abandonnée. Parallélement, d’autre stratégies ont été étudiées et ont
semblé plus prometteuses.

La modification du TEMPO a également été une voie de réflexion. Avant 'ATRA, une
chaine alkyle différente peut étre incorporée sur le TEMPO laissant place a une variable
elargie (Schéma ll. 3). Pour cette stratégie, diverses options sont disponibles : en partant
de l'amino-TEMPO N-substituée par un propanol (T1), I'amine secondaire peut
théoriquement étre impliguée dans plusieurs types de réactions pour amener de la
diversité. Le choix s’est porté vers une substitution nucléophile en utilisant des dérivés
bromés pour plusieurs raisons :
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i) La trés large variété de composés bromés permettant de construire une
chimiothéque étoffée.

i) La simplicité de la substitution nucléophile qui implique seulement deux
réactifs.

De plus, en choisissant inteligemment la structure du dérivé bromé, des post-
modifications peuvent étre envisagées, apportant encore plus de complexité. Par
exemple, avec un couplage catalysé au palladium en insérant un aryle fonctionnalisé d’'un
halogene (Schéma Il. 3A, exemple avec un couplage Miyaura- Suzuki) ou encore, avec
une réaction CUAAC (Schéma II. 3B). Autrement, une simple transformation de I'amine
secondaire en amine tertiaire en utilisant une chaine alkyle variée (Schéma Il. 3C) peut
également étre suffisante pour obtenir un large choix de marqueurs d’octets. C’est en
outre cette derniére option qui a été retenue, motivée par sa simple mise en ceuvre.

H ®
: o
Br R
R

T1 Br

Il NS
A\
N—N\

R
C.
ye)
N/o R/\BI’ N
— .
HO" "N HO” "N

Schéma Il. 3 : Idée de conception de marqueurs d’octets en variant le nitroxide TEMPO.
A. Post-modification pallado-catalysée (Miyaura — Suzuki). B. Post-modification par CUAAC. C.
Diversité amenée par la chaine alkyle. R = alkyle, aryle, halogénes, etc.

Afin d’établir les premiers développements autour de cette synthése, une voie permettant
d’accéder a 'aminoalcool-TEMPO T1 (Schéma Il. 4) a dO étre recherchée. Pour ce faire,
deux approches ont été étudiées : la premiere, inspirée de la littérature,®64 repose sur
une amination réductrice du dérivé céto-TEMPO cT (Schéma II. 4A) en présence de
triacétoxyborohydrure de sodium et d’aminopropanol, tandis qu’'une deuxiéme est basée
sur une substitution nucléophile d’'un dérivé amino-TEMPO aT sur un bromopropanol
(Schéma II. 4B). Aprés avoir effectué des essais avec les deux types de réactions,
'aminopropanol-TEMPO désiré a pu étre obtenu avec des rendements corrects dans les
deux cas. Cependant, 'amination réductrice a été privilégiée du fait de sa facilité de
purification et par conséquent sa pureté. De plus, le nitroxide obtenu comporte un radical
sur 'oxygene pouvant étre contraignant pour des premiers suivis de réactions par RMN.
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Méme si différentes solutions existent pour I'analyse de radicaux avec une telle technique
(par exemple, réduction du nitroxide in situ a l'aide de phenylhydrazine dans du
chloroforme deutéré),[36% un suivi par chromatographie sur couche mince (CCM) lors de
la purification sur colonne chromatographique a base de Silice a été suffisant pour
récupérer le produit pur.

Afin de suivre le schéma initialement proposé, I'étape suivante a consisté en une
substitution nucléophile d’'un dérivé bromé pour former une amine tertiaire T2 (Schéma .
4).
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. H,N
.0 2 o T2
N N~
i H,O ou ACN
H,N —_— > N - 83%
2 . 80°C, 17h HO N 0
aT H,0 ACN

20% 78%

Schéma ll. 4 : Deux approches pour la synthese de I'aminoalcool-TEMPO fonctionnalisé T2.
A. Amination réductrice (DCE = 1.2 dichloroethane, AcOH = acide acétique). B. Substitution
nucléophile.

Au vu de la grande diversité de composeés aryles bromeés, un premier essai s’est établi en
utilisant du bromobenzéne. Inspiré des conditions recherchées dans la littérature,[36]
méme s’il était assumeé que 'amine secondaire est plus nucléophile que I'alcool, une base
faible doit néanmoins étre utilisée pour favoriser I'attaque de I'amine sur le carbone
électrophile en a du brome. Néanmoins, une base trop forte pourrait déprotoner I'alcool
et une compétition entre ce dernier et I'amine en résulterait. C’est pourquoi, une premiére
expérience a été effectuée avec KoCO3 dans de I'acétonitrile a reflux. Le premier essai
dans ces conditions s’est avéré étre un succés en donnant le dérivé amino-TEMPO
modifié T2 avec un rendement trés correct. Ce protocole a été utilisé pour la synthése de
différents marqueurs d’octets qui seront discutés dans la sous-partie 2.5 de ce chapitre.
Avant cela, il est important de vérifier si ce design respecte les régles définies
précédemment (2.2) pour le séquencage pseudo-MS® du polymére numérique. La
prochaine sous-section éclaircira ce point.

98



I1.2. Nécessité d’un nouveau design a partir du RISC2

2.4. Veérification du respect des regles de séquencage avec le
nouveau design amino-TEMPO

Grace a la disponibilité commerciale des dérivés bromés aromatiques servant a
fonctionnaliser 'amino-TEMPO T2 (Schéma Il. 4), une série de marqueurs a pu étre
recherchée telle que présentée dans la Figure Il. 1.

Ces différents marqueurs résultent déja d’'une pré-sélection d’'une grande diversité de
dérivés bromés. Ces derniers ont été choisis en fonction de leurs groupes fonctionnels
qui doivent étres orthogonaux aux conditions employées en chimie phosphoramidite (sont
a éviter par exemple : des groupes protecteurs déblocables en conditions acides, des
esters clivables en conditions basiques, des composés oxydables en présence d’l,, etc.).
De plus, les dérivés alkyles variant seulement par un groupe méthyle ou CH, sont
également a écarter puisqu’ils pourraient étre confondus avec les monomeéres de
'alphabet a 8, qui se distinguent par une variation de masse Am = 14 Da. En revanche,
l'utilisation d’halogénes sur le groupe benzyle permet de varier la masse facilement en
profitant d’une disponibilité commerciale assez élargie. La variation de cycles aromatiques
avec les dérivés di phényles, naphtyles ou encore pyrenyles représente également des
choix intéressants pour apporter de la diversité.

Par ailleurs, cette Figure Il. 1 expligue comment les régles introduites précédemment (2.2)
sont veérifiées : le tableau de gauche permet de voir si le marqueur est utilisable en
présence des 8 monoméres de I'alphabet augmenté (réponse a la question : « est-ce un
multiple de 14 +/-3 ? »), tandis que le tableau de droite détermine les marqueurs qui
peuvent étre utilisés ensembles (réponse a la question : « est-ce que la différence de
masse entre 2 marqueurs est un multiple de 14 +/-3 ? »). Alors que la premiére regle a
gauche est dans la majeure partie des cas respectée, le nombre de cases rouges sur le
tableau de droite démontre la difficulté de trouver plusieurs espaceurs utilisables dans la
méme chaine polymeére. En effet, pour qu’ils puissent étre employés dans la méme
macromolécule sans ambiguité, une case verte pour chaque combinaison doit y figurer.
Un exemple est donné dans le tableau de droite en entourant 3 marqueurs (bleu) qui
peuvent étre utilisés ensembles (91, 109 et 227). Dans ce cas, la différence entre 91 et
109 n’est pas un multiple de 14 +/- 3 Da, de méme pour 91-227 et 109-227. Cependant,
si par exemple un quatrieme marqueur devait étre rajouté tel que le 136, malgré le fait
qu’il respecte les régles avec 91 et 227, il ne la respecte pas avec 109 (entourée en
rouge). La combinaison 91, 109, 136 et 227 n’est donc pas possible.
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o

91.06 Da

147.13 Da

168.97 Da

Mass (Da) Multiple de 14 +/-3 ?
91.06 Non
109.05 Non
125.02 Oui (14 x 9 = 126)
136.05 Non
141.08 Oui (14 x 10 = 140)
147.13 Non
151.08 Oui (14 x 11 = 154)
158.07 Non
159.05 Non
167.09 Oui (14 x 12 = 168)
168.97 Oui (14 x 12 = 168)
181.02 Oui (14 x 13 =182)
203.19 Non
217.11 Non
227.04 Non

109.05 Da

151.08 Da

-

181.02 Da

125.02 Da 136.05 Da 141.08 Da
, .
: : j
HN F>(©/ O ‘
F
r
158.07 Da 159.05 Da 167.09 Da
| LA |
(=
- A
F
203.19 Da 217.11 Da 227.04 Da

Différence de masse entre deux marqueurs est un multiple de 14 +/-3 ?

Réponse aux questions des deux tableaux :

OUIl =ne respecte pas la regle (cases rouges)

NON =respecte la régle (cases vertes)

O Exemple de marqueurs pouvant étre utilisés
ensemble (91, 109 et 227)

Figure Il. 1 : Tableaux expliquant la vérification des régles a respecter dans le choix d’'un marqueur.

Ces contraintes peuvent également étre illustrées a l'aide de la Figure Il. 2 pour mieux
comprendre les limites de cette stratégie. En respectant les régles imposées par le
séguencage pseudo-MS3, plus le nombre de marqueurs d’octets augmente, plus le choix
d’un tel espaceur devient limité. Dans cet exemple, il est nettement remarquable que la
marge disponible pour incorporer un nouveau marqueur diminue lorsque I'on passe de 1
(Figure II. 2A) & 2 (Figure Il. 2B) espaceurs clivables.
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L’attribution des combinaisons a été, au cours des recherches préliminaires, tres
fastidieuse du fait du contréle manuel des possibilités. Grace au développement d’'un code
python (réalisé par Isaure Carvin a I'lCR de Marseille), il a été possible de déterminer
automatiquement les répartitions respectant toutes ces regles. Ceci a notamment permis
d’établir d’'un commun accord des propositions de tri-blocks séquencables discutés plus
tard (Chapitre 3, 3, 4.3).

(] (o | (o0 | (5o |
(Da)

Masse
123 | o

8 102 112 116 125

74 84 88 9

o

Ej Marge de masse disponible
91 Da t 109 Da

pour un 3% marqueur

Figure Il. 2 : lllustration des contraintes liées aux regles a respecter pour 'analyse pseudo-MS3,

Méme si cette stratégie semble avoir des contraintes liées au choix limité d’une
combinaison de marqueurs, l'automatisation du processus de sélection a permis
d’identifier une série de 9 marqueurs maximums, utilisable dans une méme chaine
polymére pour un séquencage pseudo-MS3 facilité (Schéma II. 5). Ce nombre peut
facilement étre agrandi puisqu’il prend compte d’une sélection préliminaire de dérivés
bromés commercialement disponibles. En effet, en optimisant le design des marqueurs
par différentes techniques de modifications (CUAAC ou couplage catalysé au palladium
par exemple), une série d’espaceurs clivables peut étre construite a souhait, en fonction
des marges de masses disponibles pour incorporer de tels monomeres, tout en respectant
les regles dictées par le séquencage.

?
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41.03 Da 88.05 Da 100.09 Da 137.05 Da 150.10 Da
O
\ k o]
‘ NH —§i
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159.07 Da 168.09 Da 174.14 Da 217.11 Da

Schéma ll. 5 : Exemple de série de marqueur utilisable dans une méme chaine polymere.
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Le choix des marqueurs ayant été discuté, la prochaine sous-partie détaillera I'utilisation
de ces derniers dans la synthése d’un premier espaceur TISP.

2.5. Ledesign TISP : optimisation et synthése

Alors que le bloc amenant de la diversité a été obtenu avec 'amino-TEMPO T2 modifié
(Schéma ll. 4), la structure globale du marqueur d’octet restait a concevoir. En effet, il a
été discuté précédemment que les rendements de synthese du RISC2 chutent
considérablement du fait de l'arrét d’approvisionnement de l'acide 2-(4-acetylphenyl)
acétigue a (Schéma Il. 1). Une autre voie de synthése, plus efficace et offrant plus de
guantités, tout en apportant les mémes propriétés structurelles du RISC2, a alors été
réfléchie. Aussi, cette synthése doit impérativement comporter I'étape clef d’ATRA
permettant de coupler 'amino-TEMPO modifié T2 obtenu précédemment.

Dans ce contexte, I'idée d’utiliser un couplage de Sonogashira en partant du méme réactif
de départ que celui utilisé dans la synthése du RISC2 (iodoacétophénone) a été tentant.
Une nouvelle approche a alors été proposée et est illustrée dans le Schéma Il. 6. Les
deux premieres étapes de i) réduction et de ii) chloration quantitatives sont, avec de
I'optimisation, réalisables en un jour puisque la purification de ces intermédiaires n’est pas
nécessaire au vu de leurs puretés identifiées par RMN. Le dérivé aryle iodo-chloré ainsi
formé peut alors subir un couplage de Sonogashira sélectivement sur I'lode en donnant
lalcyne cl (Schéma Il. 6) avec un rendement supérieur & 90%. A partir de cet
intermédiaire, deux options sont possibles :

i) Utiliser la voie 1 (Schéma Il. 6A), intéressante puisqu’elle évite une étape de
réduction supplémentaire. Aussi, cette structure donnerait un macromonomere
légérement différent du RISC2 en apportant de la rigidité une fois incorporée
sur la chaine polymere.

i) Utiliser la voie 2 (Schéma Il. 6B), avec une étape de réduction additionnelle,
menant aux propriétés structurelles quasi identiques au RISC2 avec un seul
carbone supplémentaire entre I'oxygene protégeé par le DMT et le phényle.

La voie 1 a finalement été le premier choix pour réaliser les premiers tests. Apres avoir
protégé l'alcool avec le DMT, I'étape cruciale d’ATRA peut étre effectuée. Cette derniere
donne favorablement l'intermédiaire el avec un bon rendement. Finalement, le couplage
phosphoramidite sur I'alcool a été obtenu avec un rendement plus modéré de 50% (méme
ordre de grandeur observé avec le RISC2 pour ce couplage) pour donner le
macromonomere TISP. Ce schéma de synthese a également pu étre appliqué au dérivé
fluorobenzyle T3 permettant d’obtenir elF et TISP-F dans des rendements similaires, en
apportant une premiére variation de masse a ce design.

Le macromonomeére TISP ayant été obtenu, la prochaine sous-partie discutera de son
incorporation dans une chaine polymere.
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Schéma Il. 6 : Approche TISP/TISP2 — Sonogashira.
i) NaBH4, EtOH/THF, 0°C a t.a., 3h; (ii) HCI 37%, THF, 0°C a t.a., 4h; (iii) Pd(PPhs),, Cul, EtsN, t.a.,
17h; iv) Pyridine anhydre, THF anhydre, 0°C a t.a., 1h; (v) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF anhydre, t.a .,
17h; (vi) DIPEA, DCM anhydre, 0°C a t.a., 1h. vii) Pd/C, H (g), t.a., 1h.

3. Incorporation du TISP dans une chaine polymere
contrblee

3.1. Meéthodes pour la synthese de polyméres numeériques

Afin de tester I'efficacité d’incorporation du monomeére TISP dans une chaine polymére
contrélée, le design présenté dans la Figure Il. 3 a été choisi. Celui-ci utilise les
monomeres 0 et 1 décrits précédemment dans le Chapitre 1 (3.2.1) et par notre
groupe.l29%! Cet alphabet a deux monomeéres a été utilisé pour ces travaux car il donne
une maniére simple de coder de I'information binaire dans le polymeére, ce qui facilite
'étude du monomére TISP au sein de la macromolécule numérique. Par ailleurs, les
polyméres sont synthétisés par chimie de phosphoramidite automatisée sur support solide
chargé d’'une thymidine. Ce dernier est simple d’utilisation et bien connu dans notre
laboratoire, facilitant la construction et caractérisation des premiers polymeres étudiés.

Enfin, différents segments d’'information insérés de part et autres du marqueur clivable
(Figure II. 3, haut) permettent de vérifier si 'espaceur a pu étre incorporé correctement
entre les blocs codants. De plus, ce design permet de contrdler 'enchainement des
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monomeres 0 et 1 par séquencage pseudo-MS3, particulierement pour vérifier le
comportement du monomere TISP lors de sa fragmentation.

W ANo
(0] (o] J— o} (6]
I i = Il
Hoﬁ({o-ﬁ’-oﬁ(ﬂo—ro o—T-OVé\L
R R’ R R OH
OH R R . OH g OH
n
< <+ —>
1¢" segment codé Marqueur de masse alcoxyamine Segment Thymidine
clivable codé (support)

= Unités codantes

NC—\—O \L O :

= Marqueur clivable TISP

Phosphoramidite  Groupe protecteur
réactive DMT

Figure 1. 3 : Design utilisé pour I'étude d’incorporation des monomeéres TISP en chaine polymére
contrblée.

3.2. Comment synthétiser et purifier les polyméres ?

Il semble important d’expliquer la méthode de préparation des polymeéres afin de mieux
comprendre I'étude de ces derniers. Les études effectuées au cours de cette thése pour
la construction de polyméres numériques ont principalement été menées sur un robot
synthétiseur d’ADN ABI 3900 (Figure II. 4) présenté précédemment (Chapitre 1, 2.2.3.1).
Un tel instrument est équipé de différentes positions pouvant accueillir les réactifs
phosphoramidites : 10 monomeres différents peuvent étre utilisés simultanément pour
une méme synthése. Ces réactifs sont préalablement solubilisés dans I'acétonitrile
anhydre a une concentration de 0.5 M et sont branchés sur le robot dans des fioles
adaptées sous Argon. Parallélement, l'instrument est doté de réactifs nécessaires aux
différentes étapes de couplage phosphoramidite (TCA pour le déblocage, tétrazole pour
I'activation et le couplage, anhydride acétique pour le piégeage et |2 pour 'oxydation). Ces
différentes opérations sont effectuées a l'intérieur d’'une chambre de synthése pressurisée
sous Argon lors de la synthése. A lintérieur de celle-ci, jusqu’a 48 colonnes munies de
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billes de supports solides peuvent étre placées pour accueillir les chaines polymeres
croissantes. Enfin, un ordinateur relié au robot permet de contréler différents parametres
tels que les protocoles, les calibrations des lignes, et surtout I'ordre de la séquence a
synthétiser.

Chambre de synthése

Réactifs de

N Pression Argon
synthése*

i——— Contrdle du robot

TCA = . =" B e _J B> |  Réactifs
: . ; ; < phosphoramidite
Acétonitrile

Figure 1. 4 : Robot synthétiseur ABI3900 utilisé dans ces travaux.
*Tétrazole, Anhydride acétique et I,.

Avec un cycle itératif de synthése autour des 5 min, la construction d’'un polymére de 27
unités nécessite environ 2h. Pour un polymere plus long de 175 unités par exemple, le
temps sera approximativement de 12h. La répétition d’autant d’étape manuellement reste
difficile voire impossible, spécifiguement avec un temps de synthése aussi court.

Une fois la synthese terminée, le polymere doit étre clivé du support et purifie. Pour le
clivage, la déprotection des groupes cyanoéthyles (protégeant le phosphate) et des
éventuelles bases nucléiques, une solution de NHz/MeNH: est généralement utilisée. Ce
mélange est appliqué a l'aide d’une seringue a travers la colonne puis, aprés 45 min, le
polymére est récupéré en solution. L’étape d’aprés consiste a purifier le polymére en
lavant toutes les chaines tronquées et piégées lors du cycle itératif a I'aide de colonnes
de purifications de silice en phase inverse.

Note importante : le polymeére est synthétisé avec le mode « DMT-ON » qui signifie que
le dernier monomeére ajouté ne sera pas déprotégé et gardera son groupe DMT. Ceci
permet entre autres d’éliminer les séquences tronquées par simple lavage, tandis que le
composé d’intérét restera attaché a la colonne grace au groupe protecteur apolaire.

Un protocole bien établi pour les oligonucléotides naturelsi®¢71 peut également étre
appliqué aux poly(phosphodiesters) synthétiques. Il peut s’effectuer avec des seringues
ou bien a I'aide d’'une pompe a vide. Cette derniére option présente plus de facilités dans
le cas ou plusieurs déprotections sont a effectuer simultanément (Figure Il. 5). Le
protocole pour une telle purification suit les étapes suivantes :

- La colonne de silice est conditionnée avec de I'acétonitrile et de l'acétate de
triethylamine (TEEA). L'acétonitrile élimine les résidus organiques de la résine et
la mouille, tandis que la TEAA agit comme un réactif de pairage ionique pour
améliorer la liaison de I'oligonucléotide DMT-ON a la résine.
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- Le polymere clivé mixé a une solution saline (NaCl) est déposé sur la colonne de
purification et reste attaché a la colonne grace au DMT.

- Une solution de lavage (5% ACN dans H2O(NacCl)) permet de rincer et éliminer les
séquences tronquées.

- Le TCA permet ensuite de déprotéger le DMT, une ligne orange apparait en
conséquence sur la colonne.

- Unringage a I'eau est par la suite effectué pour éliminer les excés de TCA.

- Le polymeére peut enfin étre élué dans différents Eppendorf™ a l'aide d’une solution
de 50% ACN dans I'eau en présence de 0.5% de NaOH. L'hydroxyde d'ammonium
dilué est notamment utilisé pour neutraliser tout TCA restant.

- Finalement, les différentes fractions obtenues sont lyophilisées durant une nuit
pour donner le polymere sous forme d’huile/solide dépendant de la pureté et de la
séquence.

Solutions correspondant aux étapes
de purification

signifiant le DMT déprotégé)

E Colonne de purification (Ligne orange

S
b b b b &b &b

<4—— Vide et piége a solvant
Extraction phase solide (SPE)

Figure II. 5 : Montage de purification des polymeres synthétisés.

3.3. Incorporation du TISP dans la séquence

Afin de tester le comportement des deux marqueurs d’octets TISP préalablement obtenus
(Schéma Il. 6) dans une chaine polymére informationnelle, des séquences modéles ont
été construites en utilisant le robot synthétiseur ABI 3900 selon les procédures énoncées
dans la sous-partie précédente (3.2). Deux premiéres macromolécules ont été
synthétisées en choisissant des séquences trés simples telles que :

- 0000 —TISP — 0000 — T (Figure II. 6, P1)
- 00000000 — TISP-F — 11111111 —-T  (Figure II. 6, P2)

Rappel : les monoméres 0 et 1 font références aux monomeres phosphoramidites
précédemment introduits (Chapitre 1, 3.2.1 et Chapitre 2, 3.1), et T fait référence ici a la
thymidine présente sur le support décrite également (Figure Il. 3).

Ces deux premiers essais ont démontré que I'incorporation du TISP est possible dans
une chaine polymeére puisque I'analyse ESI-HRMS des deux macromolécules ont
indiquées la présence du polymére ciblé (Figure Il. 6). Cependant, ces derniéres ne sont
pas uniformes du fait des impuretés visibles sur le spectre.
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Dans P1, elles sont relativement mineures hormis I'impureté D qui correspond a une
différence de -539 Da avec le polymere ciblé. Une analyse MS/MS de celle-ci permet de
confirmer la présence du bloc se situant a droite de I'alcoxyamine. En s’appuyant sur ces
données et la difféerence de masse observée, une structure a pu étre proposée
correspondant a la perte d’'un bloc codant substitué par une amine (Figure II. 6, P1,
structure grise). Une réaction non désirée lors du clivage hypothétiquement trop long avec
une solution basique (NHs/MeNHy>) a alors été considérée. Ces défauts de masses restent
finalement négligeables puisqu’ils n’ont plus été remarqués sur des tests ultérieurs.
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Figure Il. 6 : Spectres ESI-MS en mode négatif des échantillons P1 et P2.
(Gris = fragments en sources)
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Sur ce méme spectre, des traces de TCA sont également visibles. Ceci peut s’expliquer
par un manque de lavage a l'eau lors de la purification, ou par les conditions de
préparation de I'’échantillon pour I'analyse en ESI-MS.

Dans P2, la plupart des impuretés sont majoritaires par rapport au polymere ciblé en vert.
En l'occurrence, une différence de -166 Da peut étre observée entre chacune des
impuretés représentées. Ceci peut clairement étre expliqué par le couplage non effectif
des monomeéres 1 dans le second bloc (Figure Il. 7).

o]
- 1]
FI,_O___ - \/\O_T_O"'
OH OH

A =-166.0395 Da
166.0395 Da - 9000 000

Figure Il. 7 : Défaut de masse lorsqu’une unité 0 ou 1 est manquante.

Ce probleme peut se manifester lorsque les conditions de syntheses ne sont pas
optimales, et particulierement avec l'usage de réactifs phosphoramidites trop peu
anhydres. En effet, un des principaux obstacles dans l'obtention d’'une efficacité de
couplage >99% sont les traces d’eau qui peuvent étre présentes dans certains réactifs
utilisés dans la synthese. Celles-ci peuvent diminuer l'efficacité de couplage de deux
facons :

- Lors d’'un couplage, I'eau peut réagir avec le monomére activé au tétrazole,
empéchant ce dernier a réagir avec la position 5’-hydroxyl attachée au support, ce
qui va donc réduire I'excés de monomeére et baisser I'efficacité de couplage.

- L’eau peut tout simplement inhiber la fonction phosphoramidite en catalysant sa
conversion en phosphonate, et ainsi réduire la concentration de phosphoramidite
présente en solution.

Afin d’optimiser la synthése, il est donc nécessaire de réduire un maximum la teneur en
eau de chacun des réactifs impliqués dans I'étape de couplage (monomeres
phosphoramidites, ACN, 1H-tetrazzole ...). ldéalement, des solutions fraiches de
monomeéres dans de l'acétonitrile strictement anhydre doivent étre préparées avant
chaque synthése. Des petits sachets incorporés dans les fioles permettant de piéger les
traces d’eau restantes peuvent également étre utilisés a cette fin. Cependant, respecter
des conditions anhydres strictes restent parfois difficile a accomplir lorsque la quantité de
monomere engagée est limitée. Par exemple, dans les tests préliminaires impliquant le

108



I1.3. Incorporation du TISP dans une chaine polymere controlée

TISP, les premiéres quantités obtenues de ce marqueur d’octet ont été de I'ordre de 100
mg. En appliquant une concentration de 0.05 M, seulement 2 mL ont été disponible pour
des premiers essais. Sachant que les monomeres doivent étre calibrés sur les lignes du

robot, et qu’un couplage lors du cycle itératif emploie 0.225 mL, peu de combinaisons sont
alors possibles.

Néanmoins, les essais préliminaires effectués restaient a ce stade prometteurs et d’autres
études ont été nécessaires pour confirmer la viabilité de ces espaceurs. Notamment,
vérifier leur comportement lors d'un séquencage pseudo-MS3 en impliguant une
séquence modeéle de 3 octets et les deux marqueurs d’octets clivables TISP et TISP-F.
La prochaine sous-partie discutera de ces évaluations.

3.4. Séquencage du polymere : résultat et discussion

Afin de vérifier la possibilité de retrouver la séquence initialement encodée dans le
polymere, une séquence modele a été construite telle que :

- 0000-TISP-1111 -TISP-F—-0000-T (Figure 1l. 8, Figure 1. 9, P3)
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Figure Il. 8 Spectre ESI-MS en mode négatif de I'échantillon P3.
Les pics repérés par un astérisque sont issus d’échanges H/Na et/ou H/K. Les fragments libérés en
source sont notés en gris bi (ou b’i si défectueux) avec i le numéro du bloc qu'ils contiennent.
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polymére contrblée
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Figure Il. 9 : Spectre MS/MS et MS? de P3.

A. Spectre MS/MS de l'ion [M — 6H]®- a m/z 517.3 et schéma de dissociation du polymere attendu
dans I’échantillon P3 (les valeurs encadrées correspondent aux masses des blocs codants). Spectres
pseudo-MS?2 des ions B. m/z 354.5%- contenant le bloc 1, C. m/z 601.22- contenant le bloc 2, et D. m/z

595.62- contenant le bloc 3. Les annotations encadrées de rouge pour les fragments du segment
central (C.) indiquent que les ions a/b/c/d sont majoritairement détectés avec un excées de masse de 1

Da tandis que les ions w/x/y/z sont majoritairement détectés avec un défaut de masse de 1 Da. Les

fragments annotés en gris sont des fragments internes, parmi lesquels les monomeéres déprotonés

sont repérés par #.
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I1.3. Incorporation du TISP dans une chaine polymere controlée

Le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'échantillon P3 montre nettement
le polymere recherché sous les états de charges 3— a 7— (en vert, Figure II. 8). Cette
attribution est également validée par le spectre MS? de I'ion [M — 6H]¢- (Figure 1. 9A) et
le séquencage individuel des 3 blocs par pseudo-MS? (Figure Il. 9B-D). Dans ce cas,
seulement deux impuretés mineures ont été détectées : I'impureté A présente un exces
de masse Am +158.1 Da, identifie comme C11H100 par mesure de masse exacte et
localisée soit dans le segment contenant le bloc 1 soit dans le segment contenant le bloc
2 et, plus précisément, dans le "résidu alkyle" de I'alcoxyamine. L’'impureté B correspond
quant a elle a un manque d’unité 0, certainement lié a une mauvaise efficacité de
couplage. Malgré I'obtention du polymere ciblé en majorité, son séquengage MS3 a laissé

apparaitre quelques problématiques.

Premierement, la réactivité de la partie nitroxide avec I'élimination du TEMPO par transfert
d’un proton sur I'amine tertiaire a été observée (Schéma Il. 7). Toutefois, cette réaction
n’a alors présenté aucune géne dans l'interprétation des signaux.

,
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Schéma ll. 7 : Mécanisme conduisant a I'élimination du TEMPO de la partie nitroxide des
alcoxyamines TISP.
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Autrement, alors que les données pseudo-MS?2 du segment central permettent bien de
retrouver les fragments attendus pour assurer la couverture de la séquence (Figure Il.
9C), ces fragments restent néanmoins minoritaires devant des ions détectés avec un
exces ou défaut de masse Am +/- 1 Da indiquant I'existence d’un transfert de radical He.
Cette réaction parasite ne se produit que dans les segments contenant a la fois le "résidu
alkyle" et le nitroxide, suggérant un r6le de ce dernier dans le mécanisme, et
particulierement I'alcyne. En effet, la présence de la triple liaison renforce la stabilisation
du radical dont la délocalisation est beaucoup plus forte que dans le cas de RISC2
(Schéma II. 8). Ceci peut notamment étre constaté expérimentalement puisque
'homolyse de la liaison NO-C en MS/MS nécessite des énergies d’activation
sensiblement plus faibles que dans le cas de RISC2. Dans la forme mésomére limite,
'atome d’hydrogene indiqué en rouge devient trés facile a transférer sous la forme d’'un
He car sa position ne bénéficie plus d’aucun effet de rigidification vis-a-vis de groupements
situés a gauche, favorisant son départ.

En conséquence, les fragments de séquencage issus des ruptures des liaisons
phosphates sont majoritairement détectés avec un exces de masse Am +1 Da quand ils
contiennent le groupement terminal a (a/b/c/d) et a un défaut de masse Am -1 Da lorsqu’ils
contiennent le groupement terminal w (w/x/y/z). Néanmoins, les fragments théoriques
attendus sont également observés mais avec des abondances beaucoup plus faibles, ce
qui implique des problémes de détections lorsque la taille des blocs codant augmente.
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Schéma Il. 8 : Comparaison des délocalisations électroniques entre le RISC2 et le TISP.
Haut : délocalisation non favorable du radical dans le résidu alkyle RISC2. Bas : délocalisation
favorable du radical dans le résidu alkyle TISP facilitant le transfert du radical He.

TISP

A la suite de ces observations, la stratégie alcyne a nécessité d’étre réétudiée.
Effectivement, en assumant que la triple liaison joue un role dans 'abstraction d’'un He, sa
réduction totale devrait certainement résoudre le probleme et éliminer les dissociations
radicalaires non désirées lors du séquencage pseudo-MS3. La prochaine sous-partie
discutera de la synthése d’'un nouveau marqueur d’octet clivable correspondant au TISP
saturé : le TISP2.

4. TISP2 — synthese et incorporation dans la chaine
polymere

4.1. Réduction de I'alcyne

Les premiers essais de réduction de l'alcyne ont employé des conditions classiques
d’hydrogénation avec du Pd/C et de I'hydrogéne gazeux, auparavant décrites dans la
littérature.[368.3691 Cependant, comme il peut I'étre remarqué sur la Figure II. 10 au milieu,
cette réduction n’atteint pas 100% de conversion et donne, de maniére surprenante, un
mélange d’alcane et d’alcéne (les ratios sont difficiles a quantifier étant donné la
superposition des signaux).

En supposant que le manque de conversion de I'alcyne vers l'alcane est di a la source
d’hydrogéne qui est apportée a I'aide d’'un ballon, un montage pour faire buller 'hydrogéne
a l'intérieur de celui-ci a été élaboré. Pourtant, rien n’a changé a la réactivité observée.

La source du probleme peut éventuellement provenir du Pd/C utilisé qui, en étant mal
conserveé, pourrait facilement étre désactivé et non efficace pour catalyser une
hydrogénation. Cette hypothése a également été vérifiée en acquérant le réactif
fraichement chez un revendeur, mais sans succes. Enfin, pour essayer d’optimiser cette
conversion, d’autres conditions de réactions ont été testées en utilisant le Pd/C ou encore,
le Pd(OH)2 et ont été resumeées dans le Tableau Il. 1.

Aprés ces observations non concluantes, l'idée d’utiliser un autre catalyseur ayant un
pouvoir réducteur plus important, tel que le Pt/C, a été envisagée. Effectivement, le
premier test réalisé avec ce dernier a converti 100% de l'alcyne en alcane sans traces
d’alcénes, confirmé par analyse RMN du produit brut aprés 1h de réaction (Figure 11. 10,
bas).
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Figure 1. 10 : Différents états de saturation du dérivé alcyne confirmé par RMN.

Catalyseur Mol% Solvant Temps* Résultat
Pd/C 0.3 EtOH 17h Alcéne
Pd/C 0.3 THF 17h Alcéne + Alcyne

Pd(OH)2 0.25 MeOH (anh.) 3h Alcene + Alcyne

Tableau Il. 1 : Différentes conditions d’hydrogénation testées pour la réduction de l'alcyne.

Cependant, aprées purification du produit, le rendement observé a été inférieur a 15%.
Méme si le spectre RMN et la CCM du produit brut montrent des résultats encourageants
avant traitement de la réaction, la purification du composé désiré est rendue difficile par
les différents sous-produits avec des rapports frontales (Rf) quasi similaires. De plus, la
principale problématique observée dans ces conditions est la formation d’un produit
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secondaire majoritaire correspondant a une déshydratation (Figure Il. 11). Un rendement
de plus de 60% a pu étre observé aprés purification de ce composé non espéré.
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Figure 1. 11 : Spectre RMN du produit secondaire observé (haut) correspondant & une déshydratation

du produit désiré (bas).
Signal a 0.97 ppm correspondant au CHs; (boule rouge).
En hypothétisant que cette déshydratation provienne des conditions anhydres pouvant
parfois étre mal appliquées, des conditions anhydres strictes ont été mises en ceuvre
(ballon chauffé et séché sous vide, nouvelle bouteille de THF anhydre, réactifs strictement
séchés ...). Pourtant, le dérivé alcane secondaire est toujours autant présent dans ces
conditions.

Une autre théorie a suggéré que cette déshydratation se produit dans un second temps,
une fois que la réduction de l'alcyne est terminée. De ce fait, des analyses RMN a
différents temps de réactions (30min, 1h et 2h30) ont été effectuées et ont pu étre
comparées sur la Figure Il. 12.

Il peut étre remarqué que la formation du produit secondaire (signal correspondant au
groupe CHsz en rouge) et la consommation du réactif de départ alcyne (signal
correspondant au groupe CH: en vert) évoluent avec une cinétiqgue quasi similaire. Ceci
indique que la déshydratation prend certainement place au moment de la réduction de
I'alcyne, et donc, un temps de réaction réduit n'empéche pas la formation du dérivé alcane
non deésiré.

Finalement, des derniers essais d’optimisation ont été réalisés en testant différents
solvants en pensant qu’une sélectivité peut étre induite dans certaines mesures, comme
indiqué dans la littératurel3793711 (Tableau Il. 2). Il est important de noter que ces résultats
ont fait I'objet de tests d’optimisation préliminaires. Dans ce cas, la conversion de I'alcyne
et la formation du dérivé alcane non désiré ont été quantifiées de maniére arbitraire en
observant la disparition/formation des signaux correspondants (singulet a 4.7 ppm pour
l'alcyne et triplet a 0.97 ppm pour 'alcane, Figure Il. 12), sans I'utilisation d’étalon interne.
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Le but a été, pour cette étude, de vérifier si certaines conditions permettent de s’affranchir
complétement du sous-produit de réaction.
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Figure Il. 12 : Contr6le de la formation du produit secondaire par RMN a différents temps de
réactions.
Triplet a 0.97 ppm correspondant au CHs du produit secondaire (boule rouge) et singulet a 4.4 ppm
correspondant au CH; du réactif de départ alcyne (boule verte).

Autre remarque, les différents essais ont d’abord été effectués avec des réactifs de départ
différents. Il a notamment été remarqué que la pureté du réactif est treés importante pour
réaliser cette hydrogénation. Effectivement, en utilisant des conditions similaires, dans
certains cas, l'alcyne n’a pu étre réduit en conséquence des impuretés présentes dans
I'échantillon de départ. C’est pourquoi, tous ces essais ont été réalisés en choisissant un
alcyne, dont la pureté a rigoureusement été controlée.

_— OH
Y©/\ Pt/C, H2 (9) \/@/\/\ Y©/\/
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Cl
c1

mol % ta.
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Entrée | mol% Solvant Temps Résultat (produits presents)
1 0.3 THF 24h Conversion ¢1 100% - Produits d2 et C
2 0.2 THF 2h30 Conversion c1100% - Produits d2 et C
3 0.2 THF (anh) 4h Conversion c1 100% - Produits d2 et SP
4 0.1 THF (anh) 24h Conversion c1 100% - Produits d2 et SP
5 0.2 MeOH (anh) 24h Conversion c1 100% - Produits d2 et SP
6 0.2 EtOH/H20 24h c1 non consommeé totalement — Produits d2 et SP
7 0.2 EtOH 24h c1 non consommeé totalement — Produits d2 et SP
8 0.2 EtOH/THF 2h30 Conversion c1 100% - Produits d2 et SP
9 0.2 EtOAcC 2h30 Conversion c1 100% - d2 et Grande quantité de SP
10 0.2 t-BuOH 24h Pas de conversion
11 0.2 THF/NEts 24h Mélange non identifiable comprenant c1, d2 et SP
12 0.2 THF/MeOH 24h Pas de conversion
13 0.2 THF/H20 2h30 Conversion c1 100% - d2 et Petite quantité de SP

Tableau Il. 2 : Comparaison de différentes conditions utilisées pour I'hydrogénation de I'alcyne c1.

Chacun des tests ont été effectué avec 0.025g d’alcyne c1 pure en faisant buller de I'Hydrogéene a
l'aide d’un ballon, a l'intérieur du ballon réactionnel. Les données arbitraires récoltées ont été
attribuées par intégration de pics, les produits n'ont pas été isolés pour déterminer leur rendement.

Les entrées 1 et 2 ont été réalisées dans du THF non anhydre avec deux quantités de
catalyseurs différentes. Ce dernier paramétre ne semble pas influer sur la formation du
sous-produit SP. Les mémes conclusions ont pu étre établies en utilisant cette fois-ci du
THF anhydre. Dans les entrées 5 a 13, différents solvants ont été testés afin d’essayer de
limiter la production du dérivé alcane SP, mais sans succes. Dans certains cas, 100% de
conversion de l'alcyne cl est observable mais la quantité du produit secondaire reste
inchangée. Etonnamment, un des meilleurs résultats obtenus a été en employant un
mélange THF/H2O qui dans ce cas a montré une quantité moindre de SP. (Vérifiée en
comparant I'intégration du CHs en bout de chaine avec les autres tests effectués dans ce
tableau).

Etant donné que les différents essais d’optimisations en variant les solvants et les
quantités de catalyseurs n’ont pas été probants, une autre stratégie a été envisagée en
protégeant I'alcool propargylique, discutée dans la sous-partie suivante.
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4.2. Stratégie de protection/déprotection

Tout d’abord, afin d’éviter I'ajout d’étapes supplémentaires, I'nydrogénation de I'alcool
propargylique protégé avec le groupe DMT a été testée. Cependant, cette stratégie n'a
pas été concluante puisque ce groupe protecteur n'est pas orthogonal aux conditions de
réductions en présence de Pt/C et par conséquent, son €limination a pu étre observée,
(Tableau Il. 3, entrée 1). Effectivement, aprés purification, le sel de DMT ainsi que I'alcyne
de départ ont pu étre isolés sans traces de produits désirés.

O’
R =H ou DMT
ODMT
Pd/C, H2(g)
Solvant O

Entrée | Solvant Résultat aprés 1h Résultat aprés 24h
i 0f -
1% THF Conversion el 50% CmYEEien CF, 10970 o Sl e Rhir
majoritaire
2 THF Conversion el 50% Conversion el 100%
3 ACN Pas de conversion Pas de conversion
4 MeOH Conversion el 50% Conversion el 100%

Tableau Il. 3 : Différents tests d’hydrogénation réalisés sur I'alcyne protégé au DMT.
*Pt/C utilisé démontrant une déprotection compléte de el.

En sachant que le Pt/C a un pouvoir plus réducteur que le Pd/C, il a été suggéré que
I'utilisation de ce dernier peut réduire I'alcyne tout en laissant le groupe DMT. Cependant,
les différents tests effectués dans ces conditions n’ont permis d’obtenir que des mélanges
du dérivé attendu (Tableau II. 3, entrées 2, 3 et 4)

A la suite de ces résultats, il a paru évident qu’'un groupe protecteur résistant aux
conditions d’hydrogénation doit étre utilisé. Le groupe TBDMS permet de répondre
parfaitement a ces attentes puisqu’il a déja été employé en présence d’hydrogéne gazeux
dans la littératurel®2 (D’autres groupes tels que le tétrahydropyranel373l a également été
considéré, mais la disponibilité du TBDMS dans le laboratoire a facilité la mise en place
des premiers essais).

Afin de tester sa robustesse, une nouvelle voie de synthése a été élaborée en impliquant
I'alcool propargylique protégé dans le couplage de Sonogashira (Schéma Il. 9, étapes ix
et iv). Grace aux signaux des méthyles du groupe TBDMS facilement remarquables en
RMN, l'efficacité de ce couplage a pu étre vérifiee en isolant le produit b2 avec un tres
bon rendement. Par la suite, 'hydrogénation de [l'alcool protégé (iv) suivit de sa
déprotection en présence de TBAF (v) a pu donner le dérivé réduit d2 dans des
rendements corrects.
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Finalement, le schéma de synthése initialement proposé a été repris a partir de I'alcool
ainsi obtenu, en le protégeant avec un groupe DMT (vi), avant de réaliser une ATRA (vii)
et un couplage phosphoramidite (viii).
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Schéma Il. 9 : Approche TISP2 — stratégie protection/déprotection avec le TBDMS.

i) NaBH4, EtOH/THF, 0°C a t.a., 3h; (ii) HCI 37%, THF, 0°C a t.a., 4h; (iii) Pd(PPhs),, Cul, EtsN, t.a.,
17h; iv) Pt/C, Hz (g), t.a., 1h; v) TBAF (1M), THF, 0°C a t.a., 2h30; (vi) Pyridine anhydre, THF
anhydre, 0°C a t.a., 1h; (vii) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF anhydre, t.a ., 17h; (viii) DIPEA, DCM
anhydre, 0°C at.a., 1h; ix) Imidazole, DCM, 0°C a t.a., 1h.

Les rendements obtenus sur ces premiers essais n'ont pas été probants, mais peuvent
étre expliqués et optimisés facilement par suite d’'observations qui semblent importantes
a détailler :

- Premiérement, il a été remarqué que I'intermédiaire alcool n’est pas stable et que sa
protection doit étre faite le plus rapidement possible. Lors des premiers essais, dans
un souci de caractérisation détaillée, cet intermédiaire a parfois di rester quelques
jours sur la paillasse avant d’étre parfaitement identifi€. Méme sous vide, ou dans le
réfrigérateur, I'alcool ne semble stable et de ce fait, sa protection a par la suite été
partiellement compromise. Effectivement, alors que I'analyse ESI-MS et MS/MS du
macromonomere TISP2 a permis de bien identifier le composé ciblé, ces mémes
résultats ont démontré I'existence d’espéces secondaires et une particulierement
majoritaire & 1147.7 Da (Figure 1. 13). Ce sous-produit est en fait issu de réactions
de dimérisation qui impliqueraient certainement I'intermédiaire alcool réduit (Figure 1.
14).
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Figure Il. 13 : Spectre de masse validant la nature du TISP2.
A. Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP2. B. Spectre ESI-MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 985.6.

En outre, le dimére formé est trés difficile a séparer aprés I'étape de protection, comme
suggereé par la présence d’un deuxiéme quadruplet visible en RMN correspondant au
proton en a du chlore (Figure Il. 14C). De plus, sur cette méme figure, il est possible
d’identifier le singulet a 3.5 ppm correspondant aux deux méthyles du DMT. Dans cet
exemple, un signal superposé au méme déplacement chimique annoté en noir indique
la présence d’'une espéce secondaire comportant également un DMT. Ces hypothéses
ont pu étre confirmées par MS/MS (Figure Il. 14B) et soulignent deux points importants :
la pureté des intermédiaires dans cette voie de synthese est non négligeable, puis,
I'alcool réduit est peu stable du fait de sa dimérisation favorable.
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A.

< 929.6
e 4
—C'E 627.3 Da
1147.7% 30 o
302.2 520 Da NG — i
\ /”4<

o™ o—+*

o o

(9]

Lo

> ~ i
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 m/z
B.

ODMT
\(©/\/\OH \(@/\/\

HO [¢]
DMT Cl

1 3

)\@\H \0(©/\/\ODMT

N~ -
©/\N
- ‘Ff J\ 1147 Da
\/\O/ \N

(0]
- o
A

DMT c
O / é@\/\/o 3

T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40  ppm

aupiwelsoydsoyd abe|dnod 18 VY1V

Figure Il. 14 : Interprétation de I'impureté majoritaire dans I’échantillon TISP2.

A. Spectre ESI-MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1147.7 correspondant a l'impureté majoritaire dans
I’échantillon TISP2. B. Interprétation de la nature de I'impureté provenant d’une dimérisation de
l'alcool saturé 1 avant sa protection par le groupe DMT. C. Portion d’un spectre RMN correspondant
au produit protégé issu de I'étape vi) Schéma ll. 9.

- Par allleurs, les premiéres conditions de purifications utilisées lors de I'étape de
protection du dérivé alcool saturé n'ont pas été appropriées. Effectivement, il a pu
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I1.4. TISP2 — synthése et incorporation dans la chaine polymere

étre observé qu’en fonction du choix du solvant lors de la purification sur colonne
chromatographique, différents comportements peuvent étre remarqués. Notamment,
en utilisant un gradient de cyclohexane/EtOAc, le produit désiré n’a pu étre isolé
qu'avec 10% de rendement. Aprés élution totale du produit restant sur la colonne en
utilisant 100% d’EtOAc, un mélange correspondant en partie au composeé désiré a pu
étre récupéré apres vérification par analyse RMN. Il a été alors suggéré que le
cyclohexane n’est pas un bon choix de solvant puisqu’il n’élue qu’en partie le produit
d’intérét. Certainement di a la présence d’une chaine alcane sur ce dernier,
l'utilisation d’'un gradient n-hexane/EtOAc a permis d’obtenir, de ce méme mélange,
30% de rendement supplémentaire. Un choix de solvant approprié est donc
particulierement important pour cette purification.

Malgré ces observations laissant place a une optimisation de rendement non négligeable,
le macromonomeére TISP2 a été obtenu en quantité suffisante pour tester son
incorporation dans une chaine polymére. Ces résultats sont discutés dans la partie ci-
dessous.

4.3. TISP2 est-il un bon choix ? Résultats et discussions

L’incorporation du macromonomeére TISP2 dans un polymere a pu étre effectuée de
maniére satisfaisante, comme en témoigne le spectre ESI-MS ci-dessous (Figure II. 15).
Le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'échantillon P4 montre nettement
le polymeére recherché sous les états de charges 3— a 5- (en vert), comme validé par le
spectre MS/MS de lion [M — 4H]* a m/z 727.7 (Figure Il. 15B). Au regard de la
composition des blocs, leur séquencage pseudo-MS2 n’'a pas été réalisé. Une impureté
mineure est également observée : notée X et de masse 3207.7 Da (en rouge, Figure Il.
15), elle présente un exces de masse de 293.0 Da situé dans le 2nd bloc (Figure 1. 15C).
Cette impureté est due a l'utilisation d’'un nouveau support solide et son mauvais clivage
(support solide ne contenant pas de base nucléique, et laissant donc la terminaison a de
la chaine avec une fonction hydroxyle). Ce nouveau support sera discuté en détail dans
le Chapitre 3 (3.2).

Malgré l'obtention d’un polymére monodisperse (sans tenir compte du probleme de
clivage du support), I'approche de protection/déprotection utilisée pour parvenir au
macromonomeére TISP2 pure a finalement demandé beaucoup d’investissement, comme
il a été vu dans la sous-partie 4.2 précédente avec les dimérisations occurrentes.

Afin de pallier ce probléme et acquérir une meilleure stratégie de synthése, d’autres
conditions d’hydrogénation sur I'alcool propargylique initiale pourraient étre testées, telles
que l'utilisation de NaBH.74 ou triethylsilanel®3’®! en présence de Pd/C, ou encore
I'utilisation de nanoparticules de silice.l37¢1 Cependant, méme si beaucoup d’efforts ont été
fournis pour optimiser cette hydrogénation, le principal objectif de cette thése n’a pas été
d’améliorer le rendement de cette synthése, mais d’obtenir un marqueur d’octet clivable
en quantité suffisante pour pouvoir I'incorporer dans une chaine polymere.
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Figure Il. 15 : Analyses ESI-MS et MS/MS du polymeére P4 impliquant le TISP2.
A. Spectre ESI-MS en mode négatif de I'échantillon P4. Les pics repérés par un astérisque sont issus
d’échanges H/Na et/ou H/K et ceux annotés par # correspondent a un échange H/Cu. Les pics non
annotés correspondent a des fragments formés en source. B. Spectre MS/MS des ions [M — 4H]4- a
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I1.4. TISP2 — synthése et incorporation dans la chaine polymeére

m/z 727.7 et C. [X — 4H]4- a m/z 801.2 dans I'échantillon P4. Les fléches noires indiquent une perte
de 31.0 Da a partir de tous les fragments contenant le bloc "Am +293 Da". Des fragments
secondaires sont annotés en gris (@).

Dans ce contexte, l'intermédiaire du RISC2 déja étudié par notre groupe a permis de
répondre a ce besoin, en l'utilisant dans une ATRA impliquant un des nouveaux amino-
TEMPO T2 modifiés.

De plus, en comparant les différentes stratégies de synthéses jusqu’alors étudiées (Figure
Il. 16), le rendement global permettant d’accéder a cet intermédiaire d’intérét est quasi
similaire en utilisant I'ancien protocole, mais nécessite moins d’étapes réactionnelles. Par
ailleurs, le choix de réutiliser le squelette du RISC2 est intéressant puisque ce dernier a
déja été optimisé pour un séquencage pseudo-MS?3 performant.
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Figure Il. 16 : Récapitulatif des stratégies TISP et TISP2 avec une perspective sur TISP3.
*Rendement globale pouvant étre amélioré comme discuté précédemment partie 4.2. **Rendement
théorique en se basant sur la synthése du RISC2 déja rapporté.

5. Conclusion et perspectives

Dans ce Chapitre 2, différentes approches pour la préparation d’'un marqueur clivable ont
été détaillées. D’abord, les limites de synthése pour la préparation de I'espaceur RISC2,
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décrit précédemment par notre groupe, ont pu étre discutées. Par la suite, différentes
idées de conception de marqueurs variables en gardant la méme structure moléculaire
du RISC2 ont été détaillées. La modification d’'un amino-TEMPO N-substitué par un dérivé
benzyle, pouvant étre incorporé grace a une étape clef d’ATRA, a été la premiére source
de recherche dans I'élaboration d’un espaceur clivable. Ce choix a particulierement été
motivé par la simple construction de cet amino-TEMPO T1 en réalisant une amination
réductrice, suivit d’'une substitution nucléophile pour donner 'amine tertiaire désiré T2.

Par ailleurs, un rappel des régles a respecter dans le choix d’'un marqueur pour que le
séquencage pseudo-MS3 par spectrométrie de masse reste optimale a été effectué. Ceci
souligne I'importance de la sélection du groupe variable dans I'espaceur clivable, mais
aussi les limites de cette stratégie puisque le nombre de marqueurs utilisés dans la méme
chaine polymeére est restreint. Cependant, un design approfondi du bloc variable,
notamment en choisissant précisément la masse moléculaire a atteindre en fonction des
marges de masses disponibles, permettrait d’'optimiser ce nombre.

Des premiers essais pour la construction d’un espaceur clivable se sont orientés vers une
stratégie employant un alcyne issu d’'un couplage Sonogashira. Cette approche est trés
intéressante pour obtenir le marqueur de maniére rapide et dans de bons rendements,
contrairement a la stratégie RISC2 auparavant étudiée. Cependant, la délocalisation
électronique accrue du radical carboné, causée par la présence de l'alcyne et généré lors
de I'analyse pseudo-MS3, donne des défauts de masse de +/- 1 Da en conséquence d’'une
abstraction d’hydrogéne radicalaire. Méme si des efforts ont été investis pour pallier ce
probléeme en recherchant des conditions d’hydrogénations de l'alcool propargylique
attaché au groupe phényle, les rendements et la pureté des produits saturés isolés n’ont
pas été pas satisfaisants. Une stratégie de protection/déprotection a permis d’éviter la
formation de sous-produits majoritaires, mais I'ajout d’étapes diminue le rendement global
de cette approche. Bien que des optimisations supplémentaires auraient pu étre menées,
notamment sur la purification des produits saturés en utilisant des solvant appropriés, ou
encore en utilisant d’autres techniques de réductions avec du dihydrogéne formé in situ,
'approche utilisant I'alcyne réduit semble compliquer I'obtention du marqueur clivable
désiré.

Toutes ces études ont d’abord été menées pour trouver une alternative plus efficace, avec
de meilleurs rendements, tout en gardant le squelette du RISC2 pour la préparation de
nouveaux espaceurs. Manifestement, 'approche utilisant I'alcyne permet de satisfaire ces
criteres, mais le design n’est malheureusement pas adapté au séquencage pseudo-MS3.
Bien que beaucoup d’efforts ont été investis dans la préparation d’'un nouvel espaceur
TISP ou TISP2, il a été raisonnable de s‘orienter vers un intermédiaire déja connu dans
notre groupe pour accélérer la construction d’'une série de marqueurs. De plus, apres
comparaison avec la stratégie initiale déja étudiée pour la préparation du RISC2 et les
approches développées ci-dessus, un rendement global quasi similaire peut étre obtenu
en impliquant moins d’étapes pour la préparation de l'intermédiaire RISC2 d’intérét
(Figure 1. 16). Par ailleurs, cela permet d’'impliquer cette structure déja optimisée pour un
séquencage pseudo-MS3, qui a déja fait 'objet d’une thése auparavant. C’est pourquoi,
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11.5. Conclusion et perspectives

le prochain chapitre discutera de I'utilisation de ce design pour la synthése du TISP3, et
son incorporation en chaine polymeére contrélée.
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Chapitre Ill.

Stratégie TISP3 - Synthese et
Incorporation dans des chaines
numerigues



l1l.4. Contrdle de I'efficacité de couplage des monomeéres TISP3

1. Introduction

Ce chapitre discutera d’'un nouveau design de marqueur d’octet avec toujours un méme
objectif : incorporer ce nouveau macromonomere dans un polymére numérique et verifier
sa viabilité pour un séquencage pseudo-MS3.

Le précédent chapitre a démontré que I'amélioration du rendement de synthése dans la
stratégie RISC2 n’est pas aussi évidente qu’espéré. Pourtant, aprés avoir tenté d’autres
approches, notamment celle du TISP et du TISP2, lutilisation du design RISC2
auparavant étudié semblé étre le meilleur choix pour accéder rapidement et efficacement
a une série de marqueurs.

C’est pourquoi, en prenant en compte des travaux déja rapportés par notre groupe, ce
chapitre discute de la synthése d’un nouvel espaceur TISP3, ainsi que I'élaboration d’une
chimiothéque étoffée utilisant ce design. Le macromonomere a également été incorporé
dans une chaine polymeére contrdlée afin de vérifier son séquengage par pseudo-MS3. De
plus, de nouveaux supports solides ont été testés pour la synthese phosphoramidite
automatisée. Les optimisations de clivages permettant d’obtenir des polyméres
monodisperses sont décrites dans ce chapitre. L'efficacité de couplage des différents
macromonomeres synthétisés a aussi été quantifiée a I'aide de la spectroscopie UV. Ces
résultats seront discutés et développés. Finalement, une recherche d’optimisation avec
un nouveau design TISP4 sera discutée.

2. Synthese du TISP3

2.1. Schéma général

Afin de préparer le TISP3, une synthése convergente a été établie, avec d’un cbté la
construction des TEMPO modifiés T1-T11 servant a varier la masse sur I'espaceur
(encadré gris, Schéma lll. 1), et d’'un autre cété, la synthése de l'intermédiaire chloré e
pouvant étre impliqué dans une ATRA avec les nitroxides T1-T11.

Comme discuté dans le Chapitre 2, le réactif de départ préalablement utilisé pour la
préparation du RISC2 (I'acide 2-(4-acétylephényle) acétique a, Schéma lll. 1) n’était plus
disponible commercialement et a d0 étre synthétisé i) a partir du iodoacétophénone en
obtenant un rendement peu probant de 39%, correspondant a la littérature. 363 Malgré le
temps et la quantité de solvant nécessaire (purification) pour obtenir 'acide d’intérét en
bonne quantité, ce dernier a pu étre caractérisé, confirmant sa pureté, et a pu étre
employé dans une étape de ii) réduction suivit d’'une iii) chloration dans des rendements
quasi quantitatifs. Ensuite, iv) la réduction de I'acide carboxylique pour donner I'alcool
correspondant a été réalisée en présence de complexe de sulfurediméthyle de borane en
donnant de bons rendements. L’alcool instable ainsi formé a pu, aprés purification,
immédiatement étre v) protégé avec du chlorure de DMT. L'intermédiaire chloré formé |
est ainsi stable lorsqu’il est stocké au congélateur et a pu étre engagé dans une vi)
réaction d’ATRA avec un des dérivées TEMPO T1-T11 préalablement synthétisés. La
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[11.2. Synthese du TISP3

derniére étape vii) correspondant a I'ajout de la fonction phosphoramidite sur le
monomere permet d’obtenir le marqueur clivable d’intérét avec un rendement modéré.
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Schéma lll. 1 : Synthése du marqueur clivable TISP3.
i) PdCl,, AgOAc, NaOAc, AcOH, 130°C, 24h. ii) NaBH4, EtOH/THF, 0°C at.a., 3h; (iii) HCI 37%,
THF, 0°C a t.a., 4h; (iv) HsB.Sme,, THF anhydre, t.a., 17h ; v) Pyridine anhydre, THF anhydre,
0°C at.a., 1h; (vi) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF anhydre, t.a ., 17h ; (vii) DIPEA, DCM anhydre,
0°C a t.a., 1h. viii) triacétoxyborohydrure de sodium, AcOH, DCE anhydre, t.a., 17h ; ix) K2COs,
ACN, 83°C, 17h.

Les différents nitroxides modifiés T1-T11 ainsi que les différents macromonomeéres TISP3
ont été obtenus de maniére pure, dans la majorité des cas, comme confirmé par les
différentes analyses RMN, ESI-MS et MS/MS de chaque composé (P.E., 3 et 4).
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L’encadré bleu du Schéma lll. 1 présente les différents dérivés benzyles utilisés pour la
synthése d’'une série de TISP3. Leur choix a été fait en fonction des critéres décrits dans
le Chapitre 2 (parties 2.2 et 2.4), mais aussi par rapport a leur diversité chimique
permettant une étude approfondie de leur comportement par IMS.

Cependant, les réactions n’ont pas toujours donné de bons rendements, comme indiqué
sur le Schéma lll. 1 pour I'étape ix) correspondant a la synthése des dérivés TEMPO
modifiés T1-T11, et I'étape viii) faisant référence a I'ajout du groupe phosphoramidite sur
le monomére. Ceci peut s’expliquer par la variation des groupes benzyles et de leurs
encombrements stériques ou encore, leur différence d’électronégativité. La prochaine
sous-partie tentera d’éclaircir ces hypotheses.

2.2. Quels sont les marqueurs problématiques ? Discussion des
rendements obtenus

Alors que la plupart des techniques classiques de caractérisation a disposition (RMN, MS,
MS/MS) permet d’identifier et de confirmer la pureté de chaque macromonomeére TISP3,
les rendements sont, selon le dérivé benzyle utilisé, plus ou moins affectés (Tableau III.
1). Plusieurs hypothéses émanant des réactivités différentes observées ont été stipulées,
en prenant compte des deux principales sources de variations dans la structure de ces
dérivés : 'encombrement stérique et I'électronégativité.

D’abord, lorsque les groupes fonctionnels encombrés tels que le tertbutyle et le di-
tertbutyle ont été utilisés dans la préparation des TEMPO T9 et T10 (B9 et B10, Tableau
lll. 1), les rendements sont étonnamment bons et peuvent se justifier par le mécanisme
de substitution nucléophile d’ordre 1 : le carbocation formé sur l'intermédiaire aromatique
encombré est stabilisé par les groupements méthyles sigma-donneurs, résultant en une
meilleure addition de 'amine secondaire et un meilleur rendement. Le scénario contraire
peut étre observé lorsque des groupements CF3 électroattracteurs sont attachés au
groupe phényle (B4 et B8, Tableau lll. 1). Ici, la position du groupe riche en électrons
semble influer sur la réactivité puisque B8 montre une meilleure réactivité que B4. Ceci
est difficile a interpréter, mais peut potentiellement étre lié a une délocalisation
électronique différente entre un groupe CF3 positionné en para ou en di-ortho du groupe
phényle. Cependant, lorsque le groupe fonctionnel pentafluorobenzéne est employé (B12,
Tableau lll. 1), il démontre une bonne réactivité pour la préparation de T12, laissant un
doute sur l'implication des effets électroniques dans cette réaction. En outre, des effets
de solubilité peuvent également jouer un réle, comme avec les dérivés diphényles,
naphtyles et pyrényles (B5, B6 et B7, Tableau IIl. 1) ou leur interactions 1 exerceraient
certainement une influence dans I'obtention de ces rendements modérés. Finalement, les
dérivés benzyle et fluorobenzyle, présentent les meilleurs résultats (B2 et B3, Tableau IlI.
1). A noter que 12 (derniére ligne du Tableau Ill. 1) n’est pas un dérivé bromé, mais utilise
lintermédiaire TEMPO T1 décrit dans le Schéma Ill. 1. Dans ce cas, ce dernier a été
utilisé pour la préparation de f12 et TISP3-12 sans coupler un dérivé benzyle. L’objectif a
été de se servir de la masse du monomere TISP3 sans modification de I'amine
secondaire, pouvant également enrichir la chimiothéque de marqueurs clivables.

130



[11.2. Synthese du TISP3

T@/\/ODMT

T v

HO "N /ﬁi%

B’/\® @ T2T11 f2 — 12 TISP3 - 2-12
B2 b 85 % 82 % 45 %
B3 I\Q 78 % 75 % 40 %
F
B4 /\Q 37 % 89 % 46 %
CF
B5 69 % 75 % 34 %
B6 53 % 69 % 53 %
B7 48 % 71 % 61 %
CF3
BS /\Q’ 49 % 84 % 27 %
FsC
B9 «®>< 80 % 65 % 44 %
B10 /Pk 82 % 41 % 24 %
F
B11 Fb” 2% 72% 10 %
! F
12 <, / 70 % 10 %

Tableau Ill. 1 : Rendements obtenus pour la préparation des différents marqueurs TISP3.
Rendements de T2-T11, f2-f12 et TISP3-2-12 correspondent aux étapes ix), vi) et vii) du Schéma lIl.
1 respectivement.

Pour la préparation de f2-f12 (Tableau Ill. 1) impliquant une réaction d’ATRA, les
nitroxides électrodéficients présentent des bons rendements (f3, f4, f8 et f11) alors que
les dérivés électroniquement riches sont plus compliqués a obtenir (f9 et f10). Cette
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différence s’explique certainement par I'implication d’un nitroxide amoindri en électrons
favorisant le couplage radicalaire avec I'intermédiaire chloré e (Schéma lll. 1). A noter
également que la purification des dérivés f9 et f10 est difficile du fait du rapport frontal
quasi similaire entre le réactif de départ TEMPO (T9 et T10) et le produit désiré. Bien qu’ils
soient facilement distinguables en CCM, leur interaction avec la colonne de silice est
voisine et une séparation lente n’est pas suffisante pour obtenir toutes les fractions du
composé de maniére pure. De ce fait, le rendement peut en partie étre justifié par ces
défauts de purifications laissant une portion impure, plus ou moins négligeable (environ
5% de rendement). Enfin, 'addition du groupe phosphoramidite correspondant a I'étape
finale dans la préparation du macromonomere TISP3 (étape vii), Schéma lll. 1) présente
également différents rendements selon les marqueurs utilisés. Ces résultats sont dans
'ensemble similaires a ceux obtenus pour I'espaceur RISC2 auparavant rapporté par
notre groupe (rendement de 50%).13%%] L’interprétation de ces derniers n’est pas aussi
évidente que pour ceux obtenus avec T2-T11l et f2-f12, mais quelques explications
pouvait tout de mémes étre données. Premiérement, lorsqu’un intermédiaire encombré
est impliqué dans ces couplages, le rendement n’est que modérément impacté avec le
groupe mono-tertbutyle (TISP3-9, Tableau Ill. 1), mais fortement en utilisant son
homologue di-tertbutyle (TISP3-10). La géne stérique plus importante de ce dernier
permettrait d’expliquer cette différence. Alternativement, et de maniére surprenante, les
dérivés naphtyles et pyrenyles donnent de tres bons résultats (TISP3-6 et TISP3-7). Dans
ce cas, 'encombrement stérique ne joue pas un réle dans la réactivité, mais un effet de
solubilité peut semblablement induire une proximité entre l'alcool et le réactif
chlorophosphoramidite, favorisant le couplage. Par ailleurs, I'électronégativité des
groupes fonctionnels attachés aux phényles semblent quant a eux, jouer un rdle dans
I'efficacité de cette réaction (TISP3-3, TISP3-4, TISP3-8, et TISP3-11). Le groupe B3 ne
démontre pas de réactivité particuliére et est raisonnablement performant. Cependant, en
comparant B4 et B8, des rendements logiques ont été obtenus, notamment un plus faible
en impliquant le dérivé plus électronégatif B8. Ce dernier induit une électronégativité plus
faible sur I'alcool le rendant de ce fait moins nucléophile, comparativement a son analogue
B4.

Finalement, TISP3-11 et TISP3-12 ont été les derniers synthétisés et présentent des
rendements tres faibles. Apres études des conditions de purifications utilisées dans ces
derniéres synthéses, ces résultats ont pu récemment étre interprétés. Il est tout d’abord
notable que toutes les réactions discutées ci-dessus concernant I'ajout du groupe
phosphoramidite ont été purifiées en utilisant un gradient n-héxane/EtOAc/DIPEA
(89/10/1). Apres répétition de ces syntheses et purification, la DIPEA a été identifiée
comme étant difficile a séparer, méme aprés plusieurs jours de séchage. L'idée d’utiliser
la TEA comme substituant a la DIPEA pour pouvoir s’en affranchir plus facilement, tout
en favorisant une bonne séparation sur la colonne a été testée. Un premier essai sur le
dérivé benzyle (TISP3-2) a donné des résultats similaires a I'utilisation de la DIPEA, et
semblait encourageant puisque la TEA est beaucoup moins problématique a évaporer.
Cependant, des essais avec des groupes fonctionnels difféerents (TISP3-8 et TISP3-10)
ont aggravé les rendements établis avec la DIPEA. Notamment, un dérivé phosphite a pu
étre isolé en quantité équivalente au produit désiré, lorsque la purification est faite en
présence de TEA. Ce défaut, certainement accentué par l'utilisation de cette base et non
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de la DIPEA n’a été remarqué que tardivement et sera notamment discutée plus en détail
dans la partie 5.1, ou les résultats obtenus avec un autre macromonomere a présenté le
méme type de problématiques. Toutefois, ces suspicions n'ont pas empéché d’obtenir
chaque macromonomere présentés ci-dessus en quantité suffisante pour étre incorporé
en chaine polymere contr6lée. La prochaine sous-partie discutera de ces applications.

3. Incorporation du TISP3 dans une chaine polymere
contrblée

3.1. Essais préliminaires sur support solide d’ADN

Pour les premiers essais d’incorporation du marqueur TISP3 dans une chaine polymére
en utilisant la chimie de phosphoramidite automatisée, une séquence test a été
synthétisée telle que :

- 0101-TISP3-2-0101-T (Figure 111 1)

Dans cet exemple, les unités « 0 » et « 1 » font références aux monomeres décrits
précédemment Chapitre 2 (partie 3.1). Le spectre de masse enregistré en mode négatif
pour I'échantillon P5 a nettement montré le polymére recherché sous les états de charges
2— a 6- (en vert, Figure Ill. 1A), comme validée par le spectre MS/MS de I'ion [M — 4H]*-
(Figure lll. 1B) et le séquencage de chaque bloc (Figure Ill. 1C et D). L'impureté mineure
de masse 1822.5 Da (en rose, Figure Ill. 1A) a présenté un défaut de masse de 166 Da
par rapport au polymére ciblé, suggérant 'absence d’'une unité codante « 1 ». Les
données MS/MS indiquent que ce défaut de masse est dans le bloc 2 (Figure Ill. 2A) et le
séquencage pseudo-MS3 de ce bloc indique la séquence 010 (Figure IlI. 2B).

Par ailleurs, la thymidine en bout de chaine étant fortement sensible a 'UV, une analyse
HPLC a permis de confirmer la distribution des pics du spectre de masse. En outre, deux
signaux, dont un majoritaire ont pu étre détecté, indiquant la présence du polymeére ciblé
en majorité, quasi monodisperse (vert, Figure Ill. 3).

Il est important de remarquer dans I'échantillon P5 que des traces de TCA ont pu étre
détectées. Dans cet exemple, la quantité de ce sel n’a pas empéché l'attribution des pics
sur le spectre de masse. Cependant, si cette quantité venait a étre majoritaire, le sel
rendrait difficile I'ionisation des polyméres compromettant ainsi leur analyse.
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Figure lll. 1 : Analyse ESI-MS et MS/MS de P5.

A. Spectre ESI-MS en mode négatif de I'échantillon P5. Les pics repérés par un astérisque sont issus
d’échanges H/Na et/ou H/K et ceux annotés par # correspondent a un échange H/Cu. Les fragments
libérés en source sont notés bj, avec i le nombre d’unités qu’ils contiennent. Seules des traces
d’acide trichloroacétique (annotées en noir) ont été détectées dans cet échantillon. B. Spectre MS/MS
de l'ion m/z 496.4. Spectres pseudo-MS3 de C. I'ion m/z 377.62- pour le séquencage du bloc 1 et D.
lion m/z 614.72- pour le séquencage du bloc 2, avec les tableaux de couverture de séquence en
inset. Les ions en gris sont des fragments internes ou secondaires.

M1 et M3 font références ici aux unités O et 1.
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Figure Ill. 2 : Analyse MS/MS et pseudo-MS? de lion m/z = 1825.2 Da de P5.

Impureté rose Figure lll. 1. A. Spectre MS/MS de I'ion m/z 496.4 dans I’échantillon P5. B. Spectre
pseudo-MS? de I'ion m/z 531.72- pour le séquencage du bloc 2, avec le tableau de couverture de
séquence en inset. Les ions en gris sont des fragments internes ou secondaires. M1 et M3 font
références ici aux unités 0 et 1.

Figure Ill. 3 : Analyse HPLC de P5.
Vert = polymere désiré ; gris = polymere avec une unité « 1 » manquante.

Cette problématique a pu étre observée lors de diverses syntheses au cours de cette
thése, et un exemple de spectre obtenu est donné sur la Figure Ill. 4, ou la construction
d’un pentabloc a été testée. Dans ce cas, le spectre de masse enregistré en mode négatif
pour I'échantillon P6 ne montre aucun des signaux attendus pour I'oligomére recherché :
la forte concentration en acide trichloroacétique dont les agglomeérats intenses (#) ont été
détecté, empéche l'ionisation de toute autre espéce présente dans cet échantillon.
L’explication la plus plausible reste le mauvais lavage a I'eau des polyméres lors de leur
purification. Méme si ce paramétre a parfois pu étre optimisé en observant moins de TCA
sur les spectres grace a des lavages supplémentaires, il semble que ces détections de
sels peuvent également provenir de la préparation de I'échantillon et/ou de I'appareil
utilisé pour I'analyse. En outre, un exemple permettant de confirmer cette hypothése a été
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réalisé en analysant un méme composé, sur deux appareils différents : chez nos
collaborateurs a Marseille, et dans notre nouvel institut a I'lSIS au service de
spectrométrie de masse. Le polymere a facilement pu étre identifié ici a Strasbourg, tandis
qu’a Marseille, la trop forte concentration de TCA a empéché I'analyse du composé. Ceci
peut provenir, soit de la dilution de I'échantillon : les spectrometres de masse étant
différents, la géométrie des sources peut étre plus ou moins propice a lI'agglomération des
sels ; soit de la technologie MS utilisée : une Orbitrap FT-ICR a été utilisée ici a I'lSIS,
mesurant les ions apres leur pré-accumulation (donc plus sensibles), alors qu’a Marseille,
la technologie TOF a été employée.

Ces différentes remarques montrent que différents parameétres peuvent influer la détection
gualitative du polymere en spectrométrie de masse. Ces variables, en fonction du
composé a analyser, peuvent étre efficacement adaptées, optimisant ainsi son

interprétation.
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Figure lll. 4 ;: Spectre ESI(-)-MS de P6 montrant des agglomérats de TCA (#).

Par ailleurs, comparativement aux précédents exemples de polyméres vus jusqu’ici dans
le Chapitre 2 et ce début de Chapitre 3, L’échantillon P6 (Figure Ill. 4) comporte une
différence au niveau du bout de chaine a, puisqu’il se termine par une fonction alcool et
non par une base nucléique de type thymidine comme vu précédemment (Figure Ill. 1).
Ceci est dU a l'utilisation d’'un nouveau support solide universel permettant d’obtenir, apres
clivage et purification, le polymeére désiré contenant uniguement la fonction alcool du
monomere en bout de chaine a.
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Les causes du choix d’un nouveau support, ainsi que les optimisations quant a I'utilisation
de ce dernier seront discutées dans la sous-partie suivante.

3.2. Utilisation d’un support solide universel

Dans la synthése phosphoramidite automatisée, un grand nombre de variables existe
pour le choix d’un support solide. Outre la taille des pores (de 500 & 2000 A), le modéle
de colonne selon le robot, le loading (de 0.2 a 10 umol) ou encore le type de matrice
utilisée (PS ou CPG), la sélection de la structure chimique attachée a cette derniére est
nécessaire selon le dérivé polymére désiré. Dans I'exemple de I’ADN, les supports
majoritairement utilisés sont des CPG contenant une des 4 bases nucléiques ATGC.
Ainsi, la base attachée au support est prise en compte lors de la synthése d'une
séquence. Par exemple, dans le cas d’un enchainement de type ATGCATGCT, la
derniére base T correspondra a celle déja présente sur le support. De cette facon, la
séquence a définir sur le robot sera ATGCATGC, et lors du clivage du support contenant,
ici, la thymidine, la séquence désirée ATGCATGCT sera obtenue (Figure lll. 5).

<
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Figure 1ll. 5 : Exemple de polymére d’ADN attaché sur un support solide CPG contenant une base
nucléique Thymidine, avant et aprés clivage/déprotection.

o

Dans les premiéeres études de poly(phosphodiesters) synthétiques menées par notre
groupe, I'ajout de bases nucléiques en bout de chaine a été utile pour une analyse HPLC,
pouvant confirmer la monodispersité d’'un échantillon.?5! Plus tard, I'utilisation de ces
supports fonctionnalisés d’'une nucléobase a servi de marqueurs de masse pour le dernier
octet a I'extrémité a (bout de chaine attaché au support).27.29 Aujourd’hui, pour le design
étudié dans cette thése, ou le marqueur de masse est incorporé dans I'espaceur clivable,
l'utilisation de supports solides dérivés de bases nucléiques d’ADN n’est plus nécessaire
puisqu’aucun marqueur indépendant n’est requis en bout de chaine. C’est pourquoi, les
études menées dans ce projet de thése ont également eu pour objectif d’appliquer un
nouveau support solide « sans résidu » a ce nouveau design de macromonomeére TISP3.
« Sans résidu » signifie qu'aprés clivage du support, la derniére fonction alcool doit étre
retrouvée sans groupes fonctionnels complémentaires, dans ce cas inutile.

Le futur support solide qui répond a ces attentes doit étre choisi selon plusieurs critéres :

- Le support doit étre facilement clivable, dans des conditions orthogonales aux
groupes fonctionnels utilisés en chimie de phosphoramidite.
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- Le support doit étre utilisable sur 'ABI3900 et/ou I'Expedite 8909 et doit étre
commercial.

- ldéalement, le support doit, aprés clivage, permettre d’obtenir le polymére avec sa
fonction OH terminale.

- Idéalement, le support doit étre disponible en plusieurs loading et plusieurs tailles
de pores.

En prenant compte de ces différents parametres, une premiere sélection de support
solides a pu étre effectuée (Figure Ill. 6). A noter que les résines présentées ci-dessous
proviennent de [I'entreprise Glenresearch™, principalement impliquée dans le
développement des réactifs et outils nécessaires a la chimie de phosphoramidite
automatisée. Ces supports universels ont spécifiquement été développé pour obtenir le
polymere, apres clivage, avec sa fonction OH terminale (Figure Ill. 6).
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Figure Ill. 6 : Différents types de supports universels.
*Différentes conditions de clivage existe, la plus commune utilise AMA a t.a. ou a température (55°C
a 80°C) pendant plusieurs heures selon les supports.

Trois types de supports ont été élaborés depuis le début des années 2000 pour améliorer
I'efficacité du clivage du polymére. L'originel (1, Figure Ill. 6A)E771 implique aprés clivage
et déprotection, une réaction de déphosphorylation offrant I'oligonucléotide avec un alcool
terminale. Cependant, ce dernier processus est une étape lente et demande parfois des
conditions agressives pour obtenir le polymere détaché du support (températures >55°C
pendant 3 a 17h selon les conditions utilisées). Un autre support a par conséquent été
élaboré ou la déphosphorylation prend place avant le clivage du support (2, Figure Il
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6B).[377] Dans ce cas, des solutions douces impliquant une solution de NHs/MeOH, AMA,
NHs/MeNH: ou bien encore plus douces avec du K.COz dans du méthanol réalisent la
déphosphorylation suivie du clivage désiré. Pourtant, la difficulté d’adapter ce protocole a
l'utilisation de gaz MeNH: est problématique pour les industriels exploitant cette méthode
de clivage a grande échelle. En outre, 'usage de ce gaz déprotége dans un premier temps
les groupes protecteurs cyanoéthyles, et ce, avant que la déphosphorylation ne se
produise, amoindrissant ainsi I'efficacité de cette réaction et les rendements obtenus

Un dernier support a dans ce contexte été créé, et est encore aujourd’hui largement
utilisé : 'Unysupport (3, Figure Ill. 6C).378379 En utilisant une molécule bicyclique rigide
sur le support, il était espéré que la conformation préorganisé de la molécule faciliterait la
formation de [I'état de transition du phosphate cyclique, accélérant ainsi la
déphosphorylation. Cela e effectivement été confirmé par plusieurs études.[378.:37°

Notre choix concernant un nouveau support solide dans la synthése de polyméres
synthétiques numériques réalisés dans cette thése s’est porté vers 'Unysupport 3. Cette
décision n’a pas été prise en conséquence des optimisations effectuées sur 'adaptabilité
du MeNH: gazeux sur ce support, puisque ce procédé n’est pas utilisé dans notre
laboratoire, mais a cause des critéres suivants :

- La disponibilité du support sous variante formes (CPG et PS) et donc sous
différentes tailles de pores.

- Des conditions de clivages optimisées par rapport aux supports antérieurs.

- La nouveauté du support qui, certainement, fera disparaitre ses anciens
homologues.

Les conditions de clivage pour un tel support, préconisées par Glenresearch™, sont
détaillées dans le Tableau llIl. 2 ci-dessous :[38]

Réactifs Conditions
NHs (28% ag.) 80°C/2h
MeNH: (40% aqg.) 55°C/8h
80°C/30min
NHs/MeNHz (AMA) 1v1 65°C/1h
55°C/2h
MeNH: (gaz) 65°C/30min at 30 psi

Tableau Ill. 2 : Conditions de clivage pour l'unysupport PS.
Un premier essai a été réalisé avec un tribloc selon la configuration suivante :
- 111112111 - TISP3-2 — 00000000 — TISP3-3 —11111111 — OH (Figure Ill. 7)

Pour ce support solide, les mémes conditions de synthése classique sur le robot
synthétiseur d’ADN ABI3900 ont été utilisées (P.E., 1.2.7). Apres synthese, la colonne
contenant le polymére attaché au support a été mise en contact avec une solution AMA
(1mL) pendant 10 min pour opérer le clivage (étape rapide), avant d’étre scellée dans un
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flacon (3mL) et mise dans une étuve a 60°C pendant 2h (étape lente de
déphosphorylation). La solution récupérée contenant le polymere peut finalement étre
purifiée, comme expliqué dans le Chapitre 2 (partie 3.2). Apres lyophilisation du produit et
préparation de I'échantillon pour analyse (P.E. 1.2.3), le spectre de masse enregistré en
mode négatif pour I'échantillon P7 a nettement montré le polymére recherché sous les
états de charges 5— a 8- (M en vert, Figure lll. 7), comme validé par le spectre MS/MS
de I'ion [M — 6H]%- a m/z 795.4 (Figure PE.4. 37).
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Figure Ill. 7 : Spectre ESI-MS en mode négatif de P7.
Les pics repérés par un astérisque sont issus d’échanges H/Na et/ou H/K et ceux annotés par #
correspondent & un échange H/Cu. Les pics non annotés correspondent & des fragments formés en
source.

Au regard de la composition des blocs, leur séquencage pseudo-MS2 n’a pas été réalisé.
Parmi les échanges cationiques observés pour cet oligomeére, la prééminence d’un
échange H/Cu (annoté par #) révélant la présence de cuivre dans cet échantillon est
notable. Par ailleurs, trois impuretés sont également observées :

- Limpureté mineure M’ de masse 4611.4 Da (en violet, Figure Ill. 7) présente un
défaut de masse de 166 Da par rapport au polymeére ciblé, suggérant I'absence
d’'une unité 1. Les données MS/MS indiquent que ce défaut de masse se trouve
dans le 3eme bloc (bout de chaine a, (Figure PE.4. 37).

- Limpureté Y de masse 4904.2 Da (en rose, Figure Ill. 7) présente un exces de
masse de 126.9 Da mais n’a pas pu étre interprétée. Cependant, les données
MS/MS indiquent que ce défaut de masse vient également du 3¢™¢ bloc (bout de
chaine a, Figure PE.4. 37)
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l11.3. Incorporation du TISP3 dans une chaine polymere controlée

- Finalement, 'impureté majoritaire X de masse 5070.4 Da (en rouge, Figure lIll. 7)
présente un exces de masse de 293.1 Da situé dans le 3éme bloc au niveau du
bout de chaine a (confirmé par MS/MS, Figure PE.4. 37).

Cette derniére impureté X provient probablement d’'un mauvais clivage du support,
résultant en une masse supérieure (Schéma lll. 2).
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Schéma lll. 2 : Impuretés identifiées en MS correspondant a une mauvaise déphosphorylation.

Effectivement, la déphosphorylation étant un processus lent, une température ou un
temps de clivage mal choisi peut influer sur cette élimination. Par ailleurs, un monomere
trop encombré attaché au support peut aussi compliquer le mécanisme de
déphosphorylation (par exemple, si R = CHz, Schéma lll. 2) impliquant une élimination
incomplete du phosphate.

D’aprés ces observations, plusieurs conditions d’optimisation ont été testées (Tableau .
3). A noter que les spectres de chacune des expériences de ce tableau peuvent étre
retrouvés en partie expérimentale (4.6.2).

En comparant les premiers échantillons P8 et P9, il semble que la présence d’un groupe
plus encombré, dans ce cas diméthyle (P8, monomere 1 attaché au support dans le bout
de chaine a) favorise la présence de l'impureté a +293 Da comparativement a son
analogue P9 avec un monomére 0. Cependant, en vérifiant cette hypothese avec les
monomeres C4 et C6 (P10 et P11, Tableau Ill. 3) qui comportent des chaines alkyles
étendues et favoriserait donc la déphosphorylation dans le cas ou le probléme venait de
la géne stérique, des résultats contradictoires ont été observés. Dans les deux cas,
l'impureté a +293 Da est remarquable en quantité non négligeable. Ainsi, il a été conclu
que le défaut de masse ne provient pas de I'encombrement du monomére attaché au
support, mais certainement des mauvaises conditions de clivages.
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Nom Séquence* Résultat**

P8 w - (1)s — TISP3-2 — (0)s — TISP3-8 — (1)s- a +293 Da

P9 w - (0)s — TISP3-2 — (1)s — TISP3-8 — (0)s - @ Polymere désiré
P10 w - (0)s — TISP3-2 — (1)s — TISP3-8 = (0)7—C4 - a Polymére désiré***
P11 w - (0)s — TISP3-2 — (1)s — TISP3-8 — (0)7— C6 - +293 Da

Tableau Ill. 3 : Tests effectués vérifiant 'implication d’'un monomére trop encombré dans la mauvaise
déphosphorylation du support.
*L’impureté +293 Da correspondant & la mauvaise déphosphorylation se trouve dans le 3¢ bloc (&
droite, bout de chaine a). **Résultats quantitatifs de I'espece majoritaire observés sur les spectres
MS.*** Polymere désiré/+293 Da (= 1/1)

Afin de rechercher de meilleures conditions, des premiers tests ont été effectués avec la
séquence ci-dessous, a 70°C, avec 2h (Figure Ill. 8A) et 3h30 (Figure Ill. 8B) de temps
de clivage (comparativement a 60°C, 2h pour P8-P11).

- 10101010 - TISP3-2 — 10101010 — TISP3-3 — 10101010 — OH (Figure Ill. 8)

La comparaison des spectres de masse enregistrés pour ces deux échantillons (Figure
Ill. 8) montre les mémes espéeces principales mais avec des abondances relatives
différentes : 'espéce majoritaire est le polymeére ciblé (M, en vert) dans P12 tandis qu'un
polymere ou il manque une unité 0 dans le dernier bloc (M’, en orange) est dominant dans
P13. L'impureté a + 293 Da est également observée pour ces deux polymeres, M+293 =
X (en rouge) et M’+293 = X’ (en rose), mais apparait moins abondante dans P12. Ces
attributions structurales ont été validées par MS/MS (Figure PE.4. 43). Enfin, on peut noter
deux impuretés supplémentaires dans P13 : le composé Z (en bleu) a une masse qui
suggére un manque d’une unité O et d’'une unité 1 tandis qu’aucune hypothése évidente
n’a pu étre proposée pour le composeé Y (en violet). Ces deux impuretés sont trop peu
abondantes pour étre caractérisées par MS/MS. Ces observations démontrent qu’une
température plus élevée semble jouer un réle dans la déphosphorylation du composé
bicyclique, favorisant cette derniére.
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Figure lll. 8 : Spectres ESI-MS en mode négatif A. P12 et B. P13.
Les pics repérés par un astérisque sont issus d’échanges H/Na et/ou H/K et ceux annotés par #
correspondent a un échange H/Cu. Les pics annotés en gris correspondent a des fragments formés
en source.

Méme si ces résultats étaient encourageants, l'objectif était de s’affranchir de cette
impureté a +293 Da, tout en évitant une exposition trop longue a de hautes températures
afin d’éviter de dégrader le polymére. Pour ce faire, une série de tests a été effectuée a
différentes températures avec la séquence modeéle ci-dessous :

- 00000000 — TISP3-2 — 01010101 — TISP3-3 - 11111111 — OH (Figure 1ll. 9)
- P14 :80°C pendant OH30
- P15:65°C pendant 1HOO
- P16 : 65°C pendant 1H30
- P17 :65°C pendant 2H0O0
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Les spectres de masse enregistrés en mode négatif pour tous les échantillons ci-dessus
montrent la présence d’espéces polymeres, avec les mémes signaux dans des intensités
variées (Figure lll. 9 représente un exemple avec P14, les autres spectres correspondants
a P15-P16-P17 sont visibles Figure PE.4. 44). L’échantillon P14 contient le polymere ciblé
(M en vert), ce méme polymere avec une unité 1 manquante (M’ en orange), et I'impureté
a +293 Da observée pour le polymére ciblé (X en rouge) ainsi que son analogue avec une
unité 1 manquante (X’ en rose).
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Figure lll. 9 : Spectre ESI-MS en mode négatif de P14, et comparaison semi-quantitative des
intensités du polymeére ciblé P14—-P17 et de I'impureté +293 Da.

Diagramme : intensités de tous les états de charge du polymére ciblé sommées et normalisée a 100
(en vert) pour comparaison inter-échantillon de la proportion relative de I'impureté "A+293 Da" (en
rouge).

Une comparaison semi-quantitative des intensités du polymere ciblé et de 'impureté +293
Da permet de remarquer un ratio quasi similaire pour tous les tests effectués (Figure lIl.
9, diagramme), avec une petite amélioration lorsque la déphosphorylation a lieu en
chauffant l1égerement plus (P14, 80°C/30min). Cependant, en comparant ces données
avec les résultats obtenus dans I'échantillon P12 (Figure Ill. 8A), ou la température a 70°C
semblait avoir quasiment éliminé toutes traces de I'impureté a +293 Da, des incohérences

subsistent quant a I'influence de la température sur l'efficacité de la déphosphorylation.

Alors que cette impureté résulte certainement d’'une mauvaise déphosphorylation liée a
I'hydratation du composé bicyclique (Schéma lll. 2), une autre possibilité peut également
étre I'utilisation d’'une solution de clivage altérée. Hypothétiquement, elle pourrait ne plus
étre assez concentrée en NHs et MeNH,, ce qui diminuerait I'efficacité de clivage
(généralement, les solutions sont gardées quelques semaines dans le laboratoire dans
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[11.3. Incorporation du TISP3 dans une chaine polymere controlée

un tube de type Falcon vissé). Afin de vérifier cette éventualité, plusieurs essais ont été
effectués avec des solutions de clivage faites le jour-méme, et selon plusieurs facteurs,
comme décrit ci-dessous (P18-P20, Figure Ill. 10). Méme si des températures élevées
semblent étre efficaces pour cliver correctement le polymére du support, il est probable
gu’'une température trop haute dégrade les liaisons alcoxyamines du polymeére. C’est
pourquoi, les tests effectués ci-dessous ont été réalisés a 55°C, mais cette fois-ci, durant
une nuit, en espérant qu’un temps rallongé, combiné a une température moins élevée,
peut étre performant pour cette déphosphorylation.
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Figure 1ll. 10 : Comparaison semi-quantitative des intensités du polymeére ciblé P18—P20 et de
l'impureté +293 Da.
Diagramme : intensités de tous les états de charge du polymére ciblé sommées et normalisée a 100
(en vert) pour comparaison inter-échantillon de la proportion relative de I'impureté "A+293 Da" (en
rouge). Spectre : analyse ESI-MS en mode négatif de I'échantillon P20.

Dans ces essais, trois différentes solutions ont été testées : NHs (28%) (P18), MeNH:
(40%) (P19) et NH3z/MeNH2 (AMA) (P20). Les résultats obtenus ci-dessus démontrent tout
d’abord que la meilleure option reste l'utilisation d’AMA pour un clivage effectif (P20). Par
ailleurs, les données recueillies avec ce méme échantillon prouvent que, laisser la solution
de clivage contenant le polymére pendant une nuit & une température amoindrie, est
efficace pour cliver correctement le polymere du support.

A la suite de ces observations, des derniers essais ont été réalisés pour vérifier la
dégradabilité ou non du polymére, dans le cas ou ce dernier est clivé a 60 ou 70°C
pendant une nuit. Pour ce faire, une séquence modele comme ci-dessous a été préparée,
ol « RCS » a été encodée grace au langage ASCII (petit clin d’ceil & notre club de foot
alsacien préféré) :
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- 01010010 — TISP3-2 — 01000011 — TISP3-3 — 01010011 — OH (Figure Ill. 11)
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Figure 1ll. 11 : Spectre ESI-MS en mode négatif de P22, et comparaison semi-quantitative des
intensités du polymére ciblé P21-P22 et de I'impureté +293 Da.
Diagramme : intensités de tous les états de charge du polymére ciblé avec une unité 1 manquante (le
majoritaire dans les deux échantillons) sommées et normalisée a 100 (en orange) pour comparaison
inter-échantillon de la proportion relative de 'impureté "A+293 Da" (en rose).

Les spectres ESI(-)-MS enregistrés pour ces deux échantillons (Figure Ill. 11, P22 montré
ici, P21 sur la Figure PE.4. 46) présentent les mémes espéeces mais avec des intensités
relatives différentes. Les signaux du polymere ciblé M (en vert) sont nettement plus
intenses dans I'échantillon P22 mais 'espéce majoritaire reste le polymére M’ (en orange)
ou il manquait une unité 1 dans le dernier bloc. Dans le 3éme polymére détecté M” (en
violet), il manque 2 unités 1. L'impureté "A+293 Da" est uniquement observée pour le
polymére M’ : M’+293 = X’ (en rose).

Malgré la polydispersité du polymeére ciblé, pollué par une espece secondaire résultant
d’'une mauvaise efficacité de couplage du monomere 1, le clivage a 70°C n’a pas montré
de signe de dégradation particulier (P22). De plus, ce dernier présente moins d’espéce a
+293 Da que son analogue a 60°C (P21). Par conséquent, afin de tester et d’incorporer
chaque marqueur clivable synthétisé (Schéma lll. 1), les conditions retenues, apres tous
ces essais d’optimisations, ont été : clivage a 70°C pendant une nuit. En couplant ces
conditions a l'utilisation d’'une solution strictement anhydre de monomeére 1, les efficacités
de couplages et par conséquent les résultats devaient étre améliorées

Une série de polymére, en accordance avec les regles définies précédemment dans le
Chapitre 2 (partie 2.2), a été préparée pour vérifier 'aptitude de chaque macromolécule
contenant les marqueurs clivables a étre séquencée par pseudo-MS3. Des triblocs codant
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« PMC », faisant référence au nom de notre ancienne équipe a I'lnstitut Charles Sadron,
ont été synthétisés (Tableau Ill. 4) :

HO OH
w a

Nom w — Blocl — o — Bloc2 — o —Bloc3-a

P23 w — Blocl —/\Q — Bloc2 — b —Bloc3—a

P24 w — Blocl — _Bloc2 — ?/% _Bloc3—a
P25 w — Blocl — /\Q — Bloc2 — ~Bloc3-a

P26 w — Blocl — /\Q — Bloc2 — bk ~Bloc3-a

CFy

P27 w — Bloc2 — OG — Bloc3—a
L

Tableau Ill. 4 : Polyméres a tribloc (P23-P26) et dibloc (P27) incorporant les différents marqueurs
clivables TISP3 (Schéma lll. 1) préparés dans cette thése.

Le dernier polymére de ce Tableau lll. 4 (P27) a été testé differemment, en conséquence
d’'une mauvaise solubilité du dérivé pyrényle. Dans I'acétonitrile anhydre, ce dérivé
conduit a des agrégats non solubles certainement dd a des interactions 1. De ce fait, un
test a été réalisé avec une solution de ACN/DCM anhydre (9/1), permettant de solubiliser
le dérivé pyrenyle. Le polymére obtenu dans ce cas a conduit a de bons résultats comme
illustré dans la Figure 111. 12.

Cependant, et contre toute attente, aucuns des autres polyméres n’ont conduit a des
résultats satisfaisants. Chacun d’eux présentaient divers défauts tels que :

- Concentration trop élevée de TCA compromettant I'analyse du polymére (P24 et
P26 visibles Figure PE.4. 47 et Figure PE.4. 49)

- Unmélange de polymeres ayant pour certains, un marqueur mangquant, ou encore,
une ou deux unités 1 manquantes (P23 et P25).

Un exemple de spectre contenant un mélange polydisperse dans I'’échantillon P23 est
présenté dans la Figure Ill. 13.

Ces observations vont a l'encontre de celles observées pour ['échantillon P22
précédemment (Figure Ill. 11). Alors que I'’échantillon P23 a également éte clivé a 70°C
pendant une nuit (mémes conditions que P22), il est peu logique que les mémes
marqueurs TISP3-2 et TISP3-3 impliqués dans ces deux expériences, aient des
comportements complétement différents. Une autre possibilité peut provenir de la
déprotection au TCA lors de la purification du polymére : une concentration trop forte en
TCA pourrait dégrader certains sites fonctionnels du polymére résultant en un mélange
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polydisperse. Dans les essais P23-P27, un cycle de lavage TCA/H20 avait été répéte 3
fois dans le but de déprotéger un maximum de polymére et optimiser le rendement.
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Figure lll. 12 : Spectres ESI-MS en mode négatif de I'échantillon P27.
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Figure 1ll. 13 : Spectres ESI-MS en mode négatif de P23.

C’est pourquoi, pour vérifier 'hypothése de I'implication du TCA dans cette polydispersité,
un test a été réalisé en effectuant qu'un seul lavage TCA/H-0, en ringant avec 4mL H>O
au lieu de 2mL, pour éliminer de maniére optimale les sels de TCA. En méme temps,
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deux séquences modeles ont été testées avec deux températures différentes : 50°C/21h
et 70°C/21h.

- 01010000 — TISP3-5-01001101 — TISP3-6 — 01000011 — OH (Figure Ill. 14)
- 01010000 — TISP3-7 — 01001101 — TISP3-10 — 01000011 — OH (Figure lll. 15)
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Figure 1ll. 14 : Spectres ESI-MS en mode négatif des échantillons P28 et P29.
P28 (haut) clivé & 70°C/21h ; P29 (bas) clivé a 50°C/21h.
Le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'’échantillon P28 montre nettement
le polymere attendu (en vert, P28 Figure Ill. 14). La composition des 3 blocs attendus
dans le polymeére ciblé a été validée par MS/MS (Figure PE.4. 50). Les autres espéces
inventoriées correspondent a l'impureté "+293 Da" (A, en rouge), a un polymére dans
lequel i manque une unité 1 dans le bloc 3 (B, en orange), un polymere dibloc qui contient
le bloc 3 et un autre bloc de masse 1684.6 Da (C, en bleu) et une espéce qui pourrait étre
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un bloc "bloc1+138" libéré en source (D, en rose) mais dont l'origine n’a pas pu étre
établie. Le méme polymeére clivé a 50°C, et analysé dans les mémes conditions, montre
aussi nettement le polymere attendu sous ses différents états de charges (en vert, P29,
Figure Ill. 14). Il ne démontre pas de dégradation particuliére par rapport a son analogue
clivé a 70°C et contient principalement les mémes types d’'impuretés observées pour P28.
Cependant, P29 présente quant a lui une quantité plus importante de sous-produit a +293
Da signifiant que la température a permis, dans P28 a 70°C, de diminuer la quantité de
cette impureté.

Paradoxalement, le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'échantillon P30
(Figure Ill. 15) n’a montré aucun des signaux attendus pour le polymere recherché mais
une série de polymeéres sans espaceurs dans lesquels il manque plus ou moins d’unités
codantes, comme inventorié sur cette méme figure.

Par ailleurs, le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'’échantillon P31 montre
quant a lui, pour le méme polymeére recherché mais clivé a 50°C, les signaux attendus
(Figure IlI. 15) tel qu’indiqué par les données MS/MS (Figure PE.4. 52). Cependant, ces
signaux restent minoritaires devant ceux d’'un polymére ne contenant pas I'espaceur
TISP3-10 (P’, en rose). D’autres impuretés ont également pu étre inventoriées comme
détaillé sur la Figure 111. 15.

A la suite de ces observations, ot P31 présente un profil spectral moins polydisperse que
son analogue P30 clivé a 70°C, la température joue assurément un réle dans la
polydispersité observée jusqu’'a présent, et ce, méme si d’autres résultats semblaient
démontrer le contraire (P21-P22 et P28-P29). En effet, ces différences peuvent également
s’expliquer par la sensibilité des espaceurs a la température appliquée pendant le clivage.
Alors que I'échantillon P31 montre une espéce majoritaire correspondant au polymeére
avec l'espaceur TISP3-10 manquant, un autre exemple présenté précédemment,
démontre également I'absence de certains espaceurs dans la macromolécule ciblée (P23,
Figure Ill. 13). A ce stade, il a été préférable de vérifier un paramétre important : est-ce
que les défauts de masses correspondants aux manques d’espaceurs proviennent de la
température de clivage appliquée au polymere, ou bien a leur mauvaise insertion dans la
chaine comme il peut I'étre fréquemment observé pour les monomeéres 0 et 1 ? Pour
répondre a cette interrogation, des essais impliquant les espaceurs TISP3-7 et TISP3-10,
identifies comme étant les plus problématiques jusqu’ici, ont été effectués avec la
séquence modele ci-dessous. Celle-ci utilise un support solide Thymidine T ne
nécessitant pas de hausse de température durant le clivage :

- 01010000 — TISP3-7 — 01001101 — TISP3-10 — 01000011 — T (Figure 1ll. 16)

Le spectre de masse enregistré en mode négatif pour I'échantillon P32 ne montre pas les
signaux attendus pour le polymere recherché (Figure Ill. 16A), mais deux autres
polyméres sont observeés :

- P1 (en rouge) manquant I'espaceur TISP3-10, tel que confirmé par les données
MS/MS de l'ion [P1 — 6H]%~ & m/z 742.8 (Figure IIl. 16B).
- P2 (en orange) manquant I'espaceur TISP3-10 et une unité 1.
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Figure 1ll. 15 : Spectres ESI-MS en mode négatif des échantillons P30 et P31.
P30 (haut) clivé & 70°C/21h ; P31 (bas) clivé a 50°C/21h.
Plusieurs conclusions ont pu étre tirées de cette expérience. Premiérement, I'utilisation
d’'un support solide CPG-Thymidine conduit a des résultats d’analyses beaucoup plus
propres, ou seulement un sous-produit majeur est détecté. L'utilisation des nouveaux
supports solides Unysupports (Figure 1ll. 6) nécessitent donc encore de I'optimisation. Par
ailleurs, cet essai a également pu mettre en évidence que le défaut de masse
correspondant au manque de I'espaceur TISP3-10 n’est pas lié a la température de
clivage appliquée au support, mais bien a la mauvaise incorporation du marqueur dans la
chaine polymére. Cette déduction pourrait avoir de lourdes conséquences quant a
I'efficacité de couplage des différents marqueurs clivables synthétisés jusqu’a présent.
Méme si TISP3-10 est un des seuls espaceurs avec lequel ce défaut a pu étre relevé, les
autres marqueurs pourraient tres bien avoir été insérés dans la chaine polymére, mais
avec une tres faible efficacité de couplage. Dans ce cas, la construction de longues
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macromolécules utilisant plusieurs marqueurs de ce type serait compromise par un
mauvais rendement de synthese.
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Figure lll. 16 : A. Spectres ESI-MS en mode négatif et B. MS/MS de l'ion [P1 — 6H]%- a m/z 742.8 de
P32.

Avant de continuer l'optimisation de ces nouveaux supports solides, il a donc été
préférable, a ce stade, de vérifier I'efficacité de couplage de chaque marqueur clivable
TISP3 synthétisé. La prochaine sous-partie expliquera les méthodes et détaillera les
résultats de telles études.

4. Controle de l'efficacité de couplage des
monomeres TISP3

4.1. Méthodes et principes : quantification du cation DMT

Comme discuté dans le Chapitre 1 (Figure I. 10), I'efficacité de couplage des monomeres
phosphoramidites peut étre quantifiée grace au sel de DMT déprotégé lors de la premiére
étape de déblocage dans le cycle itératif décrit.381.25 Plus précisément, en prenant en
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référence la quantité de DMT déprotégé lors d’un couplage antérieur n-1, le taux de sel
de DMT analysé aprés le couplage n permet, en comparant les 2 résultats obtenus,
d’estimer I'efficacité de ce dernier couplage EC.

EC—(A”)xmo
4

n—-1

Afin d’obtenir une telle quantification, les mesures d’absorbances de chaque fractions
DMT sont faites a 504 nm, longueur d’onde a laquelle la délocalisation du sel émet de
'énergie. Enfin, les valeurs d’absorbance obtenues peuvent étre comparées sur un
diagramme tel que présenté sur la Figure Ill. 17.
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Figure 1ll. 17 : Principe de quantification du sel de DMT par analyse UV permettant d’estimer
lefficacité de couplage.
i) déprotection ; ii) couplage phosphoramidite ; iii) piégeage ; iv) oxydation.

Absorbance

Dans cet exemple, I'absorbance du DMT bleu issu d’'un couplage n peut étre comparée
au DMT vert issu d’'un couplage n-1. En divisant An/An-1, un pourcentage d’efficacité de
couplage peut étre estimé. En comparant dans cette représentation le bleu au vert,
I'efficacité serait proche de 100% puisque le taux de DMT déprotégé apres le couplage n
est quasi similaire a celui issu du couplage n-1. Paradoxalement, dans le cas ou
'absorbance du DMT issu d’'un couplage n+1 viendrait a étre plus faible (ici illustré en
rouge) qu’un couplage n (bleu), I'efficacité serait amoindrie.

En pratique, le robot Expedite 8909 permet de réaliser de telles analyses. Grace a un
mode « Hold », le robot peut stopper la synthése phosphoramidite avant de commencer
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un nouveau cycle, c’est-a-dire, avant de déprotéger le monomere n-1 fraichement ajouté.
A ce stade, les injections de réactifs passés a travers la colonne peuvent étre récupérées
aprés chaque étape de déprotection dans des fioles jaugées. Aprés reformation de I'acide
en solution grace a une solution de TCA en utilisant des quantités bien précises (P.E.,
1.2.2), les différentes fractions peuvent étre analysées a l'aide d’un spectrométre UV
classique et comparées, afin d’estimer I'efficacité d’'un couplage n.

Généralement, cette technique est appliquée a la synthése de longs polyméres pour
estimer I'efficacité de couplage moyenne globale issue de chaque cycle itératif. Si un seul
monomere est utilisé pour une telle synthése, cela permet de déterminer I'efficacité de
couplage moyenne liée a ce dernier. Pour ce faire, ce n’est pas seulement 2 fractions n
et n-1 qui sont prises en compte mais toute la séquence : en comparant la troisieme
fraction (correspondant a la premiére issue d’un couplage entre 2 monomeres sur la
chaine) et la pénultiéme, I'équation ci-dessous permet d’estimer I'efficacité de couplage
EC, ou ici, n = nombre total d’étapes :

A, 1
2 lyn-3
A3
Le rendement théorique de la synthése peut ainsi étre retrouvé en appliquant la formule
suivante :

EC = (

(EC)"

Cependant, dans le cas des espaceurs TISP3 devant étre étudiés, il est intéressant de
quantifier l'efficacité de couplage entre ces derniers, et un monomeére 0 ou 1.
Effectivement, déterminer [lefficacité de couplage moyenne en réalisant un
homopolymeére de marqueur clivable n’est pas judicieux, puisque le design étudié dans
cette thése, nécessite qu’un seul macromonomere incorporé a la fois dans la chaine
polymére. Paradoxalement, estimer I'efficacité de couplage a I'aide d’homopolymeéres 0
ou 1 est logique puisque dans certaines macromolécules numériques, une suite de
plusieurs 0 ou 1 peut facilement étre requise.

C’est pourquoi, la prochaine sous-partie détaillera les résultats obtenus des efficacités de
couplages des marqueurs clivables TISP3 en utilisant la premiere approche décrite Figure
. 17.

4.2. Résultats et discussion

Afin de tirer profit de cette stratégie pour quantifier les efficacités de couplages, les
séquences modeles ci-dessous ont été realisées :

0101 - X -0101T

X représente le marqueur clivable TISP3 testé, tandis que T représente le support
thymidine utilisé pour ces essais. Les fractions collectées pour comparer I'efficacité d’'un
couplage n (X) a un couplage n-1 (0) ont été dans cette étude, les fractions F5 et F4
respectivement (Figure Ill. 18).
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Avant de commencer les premiers essais, il a été important de définir un protocole pour
étre certain de collecter les fractions correspondantes au sel de DMT. Dans le cas du
robot Expedite 8909, le nombre d’injections et/ou le volume nécessaire peuvent étre
modifiés pour chaque étape du cycle, afin de s'assurer que les réactifs atteignent la
colonne en bonne quantité, et au moment opportun.

Ces caractéristiques propres au robot se sont révélées tres importantes, comme illustré
par le premier essai effectué avec le dérivé benzyle TISP3-2 ci-dessous (Figure Ill. 18).

0.7 0.7
Efficacité couplage 10% —F4 Efficacité couplage >99% —F4
0.6 —F 064 —F5
g 7 b EC1 s % b EC2
o (&)
c c
8 044 § 0.4
5] <]
72} 7]
2 03- S 03
0.2 0.2
0.14 0.1
0.0 0.0

T T
450 500 550 450 500 550
Longueur d'onde nm Longueur d'onde nm

Figure 1. 18 : Comparaison d’estimation de couplage entre les positions A/T/C (EC1) et 5/6/7 (EC2).

Alors que le premier test montre des résultats peu encourageants quant a la quantité de
DMT mesurée apreés le couplage de TISP3-2 en utilisant les positions A/C/T pour 0, 1 et
TISP3-2 respectivement (EC1, Figure Ill. 18), ce méme marqueur démontre une tout autre
réactivité en utilisant d’autres positions du robot telles que 5/6/7 pour 0, 1 et TISP3-2
respectivement (EC2, Figure Ill. 18) (Ces résultats ont été obtenus a I'aide de Georgette
OBEID, stagiaire M2).

Ceci peut s’expliquer par la différence d’injections imputée par défaut dans un protocole
de synthése d’ADN entre les positions A/C et T. Comme spécifié¢ dans le manuel
d’utilisation du robot, « chaque réactif est délivré sous forme d’injections a volume fixe par
des injecteurs individuels. Par conséquent, des volumes de réactifs constants sont
délivrés aux colonnes de réaction » (Figure Ill. 19 montre le diagramme fluidique du
modele Expedite 8909 utilisé et le Tableau Ill. 5 montre les différentes injections
nécessaires pour atteindre la colonne en fonctions des positions). Pour le test EC1, la
différence d’injection entre les positions A/T et C jouent a fortiori un réle dans la
guantification de DMT. De plus, il est possible que les protocoles définis pour les positions
A/T/ICIG ont été spécifiquement élaborés pour les nucléobases correspondantes,
induisant des résultats erronés lorsque d’autres monomeéres sont utilisés a ces positions.

En conséquence de ces hypothéses, le test EC2 a été réalisé en utilisant les positions
5/6/7 qui, par défaut, ont pour chacune des positions, les mémes protocoles de synthese
et n‘ont certainement aucun monomére (naturel ou non) approprié. Le résultat obtenu
pour ce test est finalement tres encourageant puisque l'efficacité de couplage a été
estimée a >99% contrairement a EC1 ou elle n’était que de 10%.
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Figure I1l. 19 : Diagramme fluidique du robot Expedite 8909.[382]
Position du
. A C G T/U 5 6 7 8 9
monomere
Injections vers
: 7 7 8 8 8 8 8 9 9
la colonne

Tableau Ill. 5 : Nombre d’injections nécessaires pour atteindre la colonne en fonction des positions.

Il est important de rappeler que I'on parle « d’estimation de couplage » du fait de la
méthode d’analyse arbitraire utilisée. Les résultats obtenus dans cette sous-partie font
uniguement référence a la quantité de DMT déprotégée obtenue aprés un cycle itératif de
couplage phosphoramidite, et peut par conséquent induire en erreur certaines estimations
en fonction du monomeére étudié. C’est notamment le cas des mesures que proposent le
robot Expedite, en estimant I'efficacité de couplage directement sur l'interface de I'appareil
grace a un détecteur UV placé a lintérieur de l'instrument. Un diagramme représentatif
du test EC2 est présenté dans la Figure lll. 20 a titre d’exemple.

Ce diagramme présente un défaut principal : lirrégularité des quantités de DMT
observées. Particulierement, la quantité de DMT plus importante pour un couplage n+1,
qui est théoriquement impossible. Ce phénoméne peut s’expliquer par plusieurs raisons,
comme détaillé dans le manuel d’utilisation du robot :

- Un dégagement gazeux de la solution de déblocage dans la cellule d'écoulement
au moment de la détection UV.

- Une anomalie de détection liée & un moniteur du trityle non performant.

- Mais surtout, les différences de taux de déblocage du DMT pour divers
monomeres. Par exemple, le groupe DMT d’un résidu G (Guanosine) est retiré en
un laps de temps trés court, résultant en une solution intensément colorée. A
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l'inverse, le groupe DMT est éliminé d'un résidu T (Thymidine) sur une période plus
longue, ce qui donne une solution moins colorée. Etant donné que l'intensité de
I'absorbance n'est pas proportionnelle a la concentration de DMT, la quantité de
DMT est sous-estimée pour un résidu G mais plus représentative pour un résidu
T. Par conséquent, la barre pour un résidu G est un peu plus petite que la moyenne
et la barre pour les résidus T est un peu plus grande que la moyenne.
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vy AT

Position 5 Position 6 Position 7
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Figure lIl. 20 : Diagramme affiché sur le robot Expedite montrant les quantités de trityles estimées.
T en vert représente la quantité de DMT déprotégé du support (1 étape).

C’est pour ces raisons qu’une analyse rigoureuse de chaque échantillon a été effectuée
a 'aide d’'un spectrométre UV externe. En prenant soin de récolter les mémes quantités
de DMT pour chaque fraction par ajustement du protocole (Figure PE.1. 3), une meilleure
estimation de couplage a pu étre réalisée. Cependant, ceci ne reste tout de méme qu’une
estimation : la répétition d’essais similaires, dans de mémes conditions, permet de
confirmer la reproductibilité de I'analyse, a +/-2% prét.

Aprés avoir considéré I'importance du choix des positions et défini clairement les
méthodes d’analyses, I'étude de la réactivité de toute la série TISP3 (Figure Ill. 21) a pu
étre réalisée. Le Tableau IIl. 6 répertorie les résultats obtenus.383l

Les résultats les plus faibles ont été obtenus avec les dérivés 4, 7, 10, 11 et 12 (entrées
3, 6, 11, 12 et 13). Différentes raisons peuvent expliquer ces faibles estimations de
couplage. Tout d'abord, I'effet stérique du marqueur 10 semble influencer I'activation du
groupe phosphoramidite et donc le couplage de l'alcool sur ce dernier. Par ailleurs, la
présence de groupes fluorés dans le dérivé 11, ou de groupement CFz dans le dérivé 4,
semble diminuer I'efficacité de couplage, ce qui n’est pas autant remarquable pour leur
analogue électrodefficient 8. La raison d’'une telle différence peut s’expliquer par la
différence de position du groupe CF3z sur le phényle, induisant hypothétiquement un effet
électronique différent, et/ou de probleme d’affinité avec le solvant. Entre autres, ce dernier
facteur joue un réle dans la faible solubilité du dérivé pyrényle 7 dans I'acétonitrile, en
raison de l'agrégation classique du pyréne induit par ses fortes interactions n. De ce fait,
comme précisé plus tot (P27, Tableau Ill. 4), un mélange ACN/DCM (9/1) a été utilisé
dans ce cas. Cependant, méme si des améliorations de solubilité ont été constatées a
I'ceil nu, l'efficacité de couplage est restée faible. Finalement, la faible efficacité de
'espaceur 12, correspondant au TISP3 sans marqueur de masse, peut s’expliquer par
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'amine secondaire du macromonomeére, qui influe certainement l'activation du groupe
phosphoramidite.

Entrée | TISP3@ | Efficacité couplage (%)
1 2 > 99lal
2 3 > 99l
3 4 7.5
4 5 > 99l
5 6 8ol
6 7 241
7 7 910!
8 7 99cl
9 8 78l o
10 9 > 99l
11 10 9.5 Y@/\/o Q
12 10 1701 o O
- RO fz
14 12 170 )”;\O/\a
TISP3 (X)

Tableau Ill. 6 : Efficacité de couplage des

différents TISP3 (Figure IIl. 21). S
Concentration espaceur : [a] 0.1 mol-F; [b]  ayrs @ \O
2 3 " 4 "

0.15 molI*; [c] 0.2 mol-I. .

Dans I'ensemble, les macromonoméres TISP3
différentes, en fonction de ['étiquette de mas
macromonomeres 2, 3, 5 et 9 ont permis d'obtenir des Lerﬂdements de couplage quasi
guantitatifs dans les protocoles de chimie d sphoramidite- automatisée standard
(entrées 1, 2, 4 et 10). En comparaison, les déri 6 et8 montré une efficasité plus
faible (entrées 5 et 9), mais restent tout de méme dssez efficaces pour étre incorporés

dans une chaine polymére, comme il sera vu dans’la prochdifie sous partie 4.3. *2

Afin d’'améliorer I'efficacité de couplage, plusieurs options sont possibles. Une premiére
consiste par exemple a augmenter la concentration du macromonomere. Les entrées 6 a
8 du Tableau Ill. 6 comparent la réactivité de I'espaceur 7 a une concentration de 0,1,
0,15 et 0,2 mol-I1. En utilisant une concentration jusqu’a 2 fois plus élevée, une efficacité
de couplage presque quantitative peut étre observée. En utilisant une stratégie similaire,
il a également été possible d'augmenter la réactivité¢ du macromonomere 10 (entrée 12),
mais avec un succes modéreé. Par ailleurs, I'efficacité de couplage peut étre améliorée en
modifiant le protocole du cycle itératif du robot, en allongeant le temps de couplage. Ce
test a été réalisé avec les positions A/T et C lors des premiéres études, démontrant des
résultats encourageants (Figure PE.1. 4). Cependant, cette technique d’optimisation n’est
théoriquement pas une option viable pour écrire de l'information numérique a I'échelle
moléculaire rapidement. C’est pourquoi, dans I'ensemble, les marqueurs clivables 2-3 et
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5-9 semblent étre appropriés pour la préparation de polymeres numeériques, tandis que
les dérivés 4, 10, 11 et 12 sont moins convenables.

Alors que les marqueurs clivables TISP3 ont été ;g ¢

. . . .. 576 6
fraichement préparés pour chaque essai discuté ci- 2
dessus, les monomeres O et 1 utilisés dans les
séquences modéles ne I'étaient pas lors des

T
5
c
ACA

premiers tests. De ce fait, un parameétre important a
été remarqué sur la base d’estimation de couplage I I CAC
proposée par le robot synthétiseur : le vieillissement o |
des solutions de monoméres est en fait _ _

. . ~ . Figure Ill. 22 : Diagrammes trityles EC1
extrémement important et semble étre directement (gauche) et EC2 (droite).
corrélé aux efficacités de couplages. Comme
démontré sur la comparaison des diagrammes de la Figure Ill. 22, les monoméres datant
de plusieurs jours de EC2 montrent des quantités de DMT considérablement plus faibles
que ceux fraichement préparés dans EC1 (comparaison avec la quantité de trityle
déprotégée du support T en vert, et les couplages suivants). A noter que dans ce cas, les
positions A et C ne jouaient pas un réle dans la faible efficacité de couplage puisque ces
deux positions sont équivalentes entre elles.

Pour donner suite a ces études d’efficacité de couplages, en considérant avec importance
les conditions anhydres des solutions utilisées, des derniers essais ont été réalisé pour
l'incorporation de TISP3 en chaine polymere. Ces tests concluants sont montrés dans la
prochaine sous-partie.

4.3. Tests finaux pour l'incorporation des marqueurs clivables
TISP3 en chaine polymere

Alors que l'efficacité de couplage des différents marqueurs clivables TISP3 est connue,
des derniéres tentatives probantes ont permis d’obtenir les polymeres informationnels
désirés, dans la plupart des cas, monodisperses. Pour ce faire, différentes séquences ont
été réalisées (Tableau Ill. 7, lintégralité des spectres de masse des échantillons
présentes ci-dessous sont visibles en P.E., 4.6.2).

w- Blocl - o - Bloc2 - o - Bloc3 -
a

Nom

P33 w — 01010000 — b— 01001101 — — 01000011—a | Polymére désiré*

P34 | w-01010000 — %% — 01001101 — bk_ 01000011—-a | Polymere désiré*

P35 w — 00000000 — /\Q— 11111111 — 00000000—a | Polymére désiré

Produit majoritaire
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P36 | w— 00000000 — ~ 11111111 - QQX 00000000—a | Polymére désiré

P37 w — 00000000 — -11111111 - /?/% 00000000 —a 10 manquant

P38 w — 00000000 — /\Q — 11111111 — b — 00000000 - a 4 manquant

CF3

P39 w — 00000000 — — 11111111 — b —00000000—a | 5 et 10 manquant

E

P40 w — 01010000 - /\® - 01001101 - /?/%— 01000011 -a 10 manquant

P41 w — 01010000 — /\O\ - 01001101 — b —01000011—-a 4 manquant

CF3

P42 w — 01010000 — — 01001101 - /\Q —01000011—a | Polymeére désiré**

P43 w — 00000000 — /\O -11111111 - /\O\ —00000000—a | Unité 1 manquante

E

Tableau Ill. 7 : Séquences polymeéres incorporant les dérivés TISP3.
Tous les polyméres ont été clivé a 50°C/20h. X = 4, 5 et 10 font référence a TISP3-X de la Figure IlI.
21. *Légére impureté +275 Da ou 293 Da. **A noter la présence intense du polymére sans T5.

Dans I'ensemble, tous les espaceurs TISP3 identifiés comme étant de bons candidats
pour jouer le role de marqueurs clivables ont pu étre incorporés dans des chaines
polymeéres. Les marqueurs TISP3-4 et TISP3-10, sans surprises, n’ont pas été incorporés
efficacement dans la macromolécule numérique (P37 et P38). Par ailleurs, l'influence de
la séquence ne semble pas jouer un réle dans ces mauvais couplages (P40 et P41). Il est
notable que TISP3-5, malgré une efficacité de couplage estimée a >99%, n’a pas bien été
incorporé dans la séquence (P39 et P42). Ceci peut s’expliquer par le vieillissement du
macromonomeére qui était déja vieux de plusieurs mois. En outre, I'échantillon P28 montré
précédemment n’a montré aucun signe de mauvaise incorporation pour cet espaceur
(Figure 111. 14).

Par ailleurs, en respectant des conditions anhydres strictes, I'impureté +293 Da discutée
précédemment n’est quasiment plus visible dans les essais présentés dans le Tableau IIl.
7. L'implication de I'eau hydratant le support et affectant donc sa déphosphorylation est,
apres toutes les optimisations effectuées (3.2), 'hypothése la plus réaliste. De ce fait,
I'utilisation de conditions strictement anhydres dans la construction de tels polyméres est
extrémement importante, puisque ces derniéres sont directement corrélées a l'efficacité
de couplage, et de clivage.

Cette sous-partie (4) a démontré que l'efficacité de couplage peut varier selon les
macromonomeres TISP3 utilisés. Notamment, le dérivé di-tertbutyle (TISP3-10) montrant
un des plus faibles rendements. Afin de pallier ce probleme, certainement lié au gene
stérigue de ce marqueur, un nouveau design TISP4 a été congu et sera discuté dans la
prochaine sous-partie.
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5. Synthése du TISP4 : Recherches d’optimisation
d’efficacité de couplage

5.1. Nouveau design : TISP 4

Afin d’améliorer l'efficacité de couplage de composés volumineux tel que le dérivé di-
tertbutyle (TISP3-10, Figure Ill. 21), 'allongement de la chaine propyle de 'amino-TEMPO
permet d’éloigner le site phosphoramidite réactif des génes stériques et pourrait ainsi
optimiser le rendement de réaction (Schéma lll. 3). Pour ce faire, il suffit de remplacer
I'amino propanol de départ par un analogue comportant une chaine carbonée plus longue,
tel que I'amino hexanol (Schéma Ill. 3B). Les procédures permettant par la suite d’obtenir
le marqueur clivable restent les mémes que celles vues précédemment (Schéma lll. 1).

Les rendements obtenus dans la construction de I'amino-TEMPO modifié avec une
chaine allongée sont meilleurs que son analogue avec une chaine propyle (93 % contre
67 %). Ensuite, TATRA a également donné de meilleurs résultats en impliquant ce
nouveau dérivé TEMPO grace notamment a une meilleure séparation sur colonne
chromatographique (72 %). Alors que ces résultats étaient prometteurs, I'ajout du groupe
phosphoramidite dans la derniére étape s’est avérée moins efficace (10 - 20 %). Dans
cette réaction, un sous-produit majoritaire correspondant au phosphoramidite hydrolysé a
par ailleurs été identifié. En effet, les analyses RMN 3P, 1H ainsi que les mesures MS ont
permis de proposer la structure du dérivé phosphoramidite, avec le groupe cyanoéthyle
substitué par une fonction hydroxyle (TISP4-E1, Figure lll. 23). De plus, les tables RMN
31p disponibles dans la littérature confirment cette proposition de structure puisque la
région comprise entre = 0 et 20 ppm indique I'existence d’espéces (RO).P(OH), alors que
les phosphoramidites recherchés se situent autour des -150 ppm.[384]

Alors que la purification sur colonne chromatographique a été réalisée avec de la DIPEA
afin d’éviter les problémes discutés précédemment pouvant étre liés a la TEA (2.2), la
base ne semble pas jouer un role dans ce rendement faible obtenu (10%). Aussi, cette
purification pourrait donner de meilleurs rendements si elle est faite rapidement,
compromettant la dégradation et/ou I'hydrolyse du produit sur la colonne (ce qui n'a pas
été réalisé dans ce premier essai). En appliquant ces paramétres aprés une nouvelle
réaction, et en utilisant cette fois-ci la TEA au lieu de la DIPEA, le rendement n’a été que
tres peu amélioré (20%). Alors que le produit a été isolé pure comme confirmé par RMN
du phosphore 3P et de I'hydrogéne 'H (Figure PE.3. 81 et Figure PE.3. 85), la mesure
MS de ce méme échantillon (quelques jours plus tard) démontre une impureté majoritaire
lie a la présence de TEA (TISP4-E2, Figure 1ll. 23A). Effectivement, le spectre de masse
enregistré en mode positif pour cet échantillon montre bien le composé recherché sous
sa forme protonée, [M+H]* & m/z 1125.8 (en vert), validée par MS/MS (Figure 1ll. 23A).
Mais, les signaux majoritaires sont observés a m/z 989.6 (Am —136.2 Da, en rouge) et
m/z 1090.8 (Am —35 Da, en violet).
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o HOT "N,
N/
—_—
o i)

72 %

20 %

o
NT Br HO/\/\N
e
HO” "N )
H ii)

67 %

iii) et iv)

ATRA: 2%

Schéma lll. 3 : Design et synthése du TISP4 comportant une chaine alkyle rallongée.
A. Stratégie TISP3. B. Stratégie TISP4. i) Triacétoxyborohydrure de sodium, AcOH, DCE anhydre,
t.a., 17h ;i) K2CO3, ACN, 83°C, 17h ; iii) ATRA ; iv) ajout du groupe phosphoramidite.

Les données MS/MS (non montrées) indiquent que ces deux ions possedent le
groupement DMT (observé comme fragment a m/z 303.1) et que I'ion m/z 989.6 est un
fragment de I'ion m/z 1090.8 (soit une perte de 101.2 Da). Ces observations confirment
l'implication plausible de la TEA (102 Da) dans les défauts de masses identifiés.
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Figure 1ll. 23 : Propositions de structures identifiées par analyses MS et RMN dans les échantillons
TISP4-E1 et TISP4-E2.
[a] MS/MS de l'ion a 1125.8 Da.
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Méme si les résultats en MS obtenus montrent des impuretés en quantité majoritaire, les
RMN 31P et 'H semblent démontrer un produit extrémement pur (Figure PE.3. 81 et Figure
PE.3. 85). La préparation de I'échantillon en MS pouvant jouer un rdle sur la pureté et les
éventuels sous-produits généreés, l'efficacité de couplage de TISP4 (échantillon TISP4-
E2) a tout de méme été étudiée, et sera discutée dans la prochaine sous-partie.

5.2. Efficacité de couplage du TISP4

Afin d’estimer I'efficacité de couplage du marqueur clivable TISP4, une séquence modele,
telle que dans les essais effectués dans la partie 4, a été utilisée. La Figure lll. 24 ci-
dessous illustre les résultats obtenus pour ce test.
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Efficacité de couplage TISP4 : 14%

Figure 1. 24 : Etude de l'efficacité de couplage de I'espaceur TISP4.

L’efficacité de couplage pour le dérivé di-tertbutyle (TISP4) n'a que peu été améliorée :
14% contre 9.5% pour son analogue propyle (entrée 11, Tableau lll. 6). L’allongement de
la chaine n’a donc pas permis d’augmenter considérablement le rendement de ce
couplage, signifiant que la géne stérique n’est probablement pas la seule raison
expliquant la faible efficacité de cette réaction. D’autres raisons peuvent expliquer ce
défaut de réactivité, tels que les effets de solubilités observés avec le dérivé pyrenyle
précédemment. Alors que les interactions 1T jouent assurément un réle dans ce manque
de solubilité, les groupes tertbutyles peuvent également avoir une incidence sur
’homogénéité du soluté dans I'acétonitrile. Des tests vérifiant ces hypothéses sont en
cours de développement, notamment en utilisant un mélange ACN/DCM 9/1. Ceci
permettrait immanqguablement de solubiliser de maniére homogene, le dérivé TISP4
étudié ici.
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Dans le cas échéant, la stratégie TISP4 ne semble pas étre une bonne approche
puisqu’elle n"'améliore pas l'efficacité de couplage de I'analogue TISP3, et augmente la
masse du composé (3 carbones en plus). En outre, le design introduit avec les marqueurs
de masses clivables a pour objectif de diminuer la quantité de monomere non
informationnels, mais également d’effectuer une économie d’atome de la chaine polymere
formée. Ce dernier parameétre n’est pas forcément respecté en utilisant un design tel que
le TISP4, ce qui est démontré dans la prochaine sous-partie.

5.3. Design TISP4 ou TISP3 ? Gain de masse et économie d’atome

Alors que le design du marqueur clivable étudié dans cette these a pour but de réduire le
nombre de monomere non informationnels dans la chaine polymeére, sa structure doit
également étre réfléchie en prenant compte sa masse moléculaire. En effet, I'objectif est
également de réduire la masse totale de la macromolécule numérique formée, pour des
raisons d’économies d’atomes et de facilité d’analyse.

Effectivement, les marqueurs clivables de type TISP (2, 3 et 4) permettent de s’affranchir
des acides nucléiques utilisés auparavant dans notre groupe comme marqueur de
masse.[2729 De ce fait, il semble évident qu’en réduisant le nombre de monomeres, la
masse moléculaire totale du polymere diminuerait. Pourtant, cette hypothése reste
discutable, et particulierement aprés comparaison avec I'ancienne stratégie. Lorsque la
masse moléculaire de I'ancien espaceur RISC2 additionnée a celle d’'un marqueur de
masse M est comparée a la masse moléculaire d’'un dérivé TISP3, la différence reste dans
certains cas minimes (Figure Ill. 25).

C’est le cas lorsque les extrémes sont comparés (M le plus |éger comparé au TISP3 le
plus lourd Figure Ill. 25A). Paradoxalement, si le marqueur M le plus lourd est comparé
au TISP3 le plus léger, 'économie de masse est largement au profit de 'approche TISP3
Figure Ill. 25B). Aussi, il est important de noter que I'utilisation d’'un seul monomeére dans
cette stratégie réduit le nombre de couplage en chimie de phosphoramidite automatisée,
et diminue donc considérablement la quantité de réactifs utilisée. A fur et & mesure que
la séquence se rallonge, et donc que le nombre de blocs augmente, a plus cette stratégie
aura de l'impact sur I'économie d’atomes et de réactifs.

Autrement, en confrontant le design TISP4 aux deux stratégies a l'instant comparées, la
substitution d’'un groupe propyle par un groupe héxyle est moins bénéfique. Notamment,
lorsque le TISP4-di-CF3 est comparé au marqueur M le plus léger, I'ancien design reste
plus attractif en termes de masse moléculaire (Figure 11l. 25C).

Pour ces raisons, il semble que la meilleure stratégie reste celle du TISP3. Cependant,
des variantes pourraient permettre de construire une série de marqueurs étendue, tout en
respectant 'économie du poids moléculaire recherchée. Particuliérement, en jouant sur
la chaine propyle de 'amino-TEMPO, et des dérivés N-substitués moins lourds.
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Figure 1ll. 25 : Comparaison des stratégies RISC2, TISP3 et TISP4 pour I'économie moléculaire
massique.
A. M le plus léger (désoxycytidine monophosphate) comparé au TISP3 le plus lourd (TISP3-8). B. M
le plus lourd (iodo-désoxyuridine monophosphate) comparé au TISP3 le plus léger (TISP3-2). C. M le
plus léger comparé au TISP4 le plus lourd (non synthétisé dans cette thése).

6. Conclusion et perspectives

Ce chapitre a démontré que l'utilisation d’'un nouveau design TISP3 permet de répondre
a l'objectif principal des travaux de cette thése : élaborer un nouveau marqueur clivable
pouvant étre incorporé en chaine polymeére contr6lée pour un séquencage pseudo-MS3
optimisé.

La synthése d’un tel espaceur a pu étre facilitée grace au design RISC2 déja rapporté
auparavant par notre groupe.l3%% En outre, une chimiothéque de douze marqueurs
clivables a pu étre construite, dans I'ensemble obtenue avec des rendements corrects.
Cependant, certains espaceurs n’ont pas été incorporés efficacement dans une chaine
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polymére. De ce fait, leur efficacité de couplage a pu étre étudiée, donnant des résultats
probants pour la majeure partie des TISP3. Paradoxalement, certains espaceurs, comme
les dérivés TISP3-4, 10, 11 et 12 (Figure lll. 21), n'ont pas été performant pour un
couplage phosphoramidite dans les protocoles automatisés standards. Les effets
stériques, électroniques ou de solubilité jouent certainement un réle dans ces faibles
rendements, mais des études supplémentaires restent nécessaires a de telles
affirmations.

Par ailleurs, un nouveau support solide universel (Unysupport 3, Figure Ill. 6) a été utilisé
dans ces travaux. Ce dernier permet de s’affranchir d’'une masse superflue en bout de
chaine (généralement une nucléobase de 'ADN), auparavant nécessaire pour labeliser
le dernier bloc en spectrométrie de masse.?”1 Cependant, I'application de ce support aux
macromolécules numériques n’a dans un premier temps pas permis d’obtenir de
séquences monodisperses, en cause d’'une impureté majeure identifiee a + 293 Da. Ce
défaut de masse a pu étre attribué a la mauvaise déphosphorylation du support utilisé lors
du processus de clivage. Aprées de nombreuses optimisations (températures, temps,
solutions de clivage, purifications), une température élevée pendant le clivage a semblé
efficace pour s’affranchir de cette impureté. Cependant, cette solution n’est pas applicable
aux polymeres développés dans cette thése a cause des alcoxyamines fragiles
incorporées dans la séquence. Finalement, un compromis a été trouve en utilisant une
température a 50°C pendant 20h.

Par ailleurs, aprés avoir constaté une efficacité de couplage affaiblie lorsque les
monomeres utilisés deviennent vieillissants (Figure 1ll. 22), de nouveaux polyméres ont
été construit en respectant strictement les conditions anhydres (préparation le jour-méme
des solutions d’'unités codantes et des marqueurs clivables). L’application de ces
paramétres a permis, en incorporant les TISP3 les plus performants, d’obtenir des
polymeres informationnels monodisperses. De plus, I'impureté liée au mauvais clivage du
support n'a quasiment plus été observable dans les spectres de masse. L’élimination
totale de l'eau dans les monomeéres phosphoramidites s’est donc révélée étre
extrémement importante pour la construction de tels polymeéres.

Finalement, un nouveau design TISP4 a été congu avec I'objectif d’optimiser I'efficacité
de couplage de marqueurs encombreés, tel que le di-tertbutyle (TISP3-10). Pour ce faire,
la chaine propyle de 'amino-TEMPO a été substituée par une chaine héxyle plus longue
(Schéma lll. 3). Cependant, les résultats obtenus apres analyse du monomere TISP4, ont
démontré des impuretés majeures correspondant au groupe phosphoramidite hydrolysé
et/ou fonctionnalisé par la TEA. Ces défauts proviendraient certainement des conditions
de colonnes utilisées, mais des tests supplémentaires restent encore nécessaires pour
étudier ces hypothéses.

Ces derniers résultats ont notamment permis une discussion quant a la pertinence du
design étudié dans cette thése. En outre, I'objectif de ces travaux a été de diminuer le
nombre de monoméres non informationnels utilisés dans le polymere, mais aussi de
réaliser une économie d’atome et de masse moléculaire. En comparant la stratégie RISC2
+ margueur de masse a la stratégie TISP3, il est clair que cette derniere reste la plus
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avantageuse (Figure lll. 25). Cependant, dans le cas du TISP4, I'ancien design reste
parfois plus avantageux en fonction des substituants choisis.

Dans I'ensemble, les macromonoméres TISP3 élaborés dans ce chapitre établissent
aujourd’hui le meilleur choix pour incorporer un marqueur de masse clivable dans une
séquence polymeére. Alors que certains espaceurs n’ont pas démontré de bons résultats,
la chimiothéque obtenue n’est bien sar pas limitée aux dérivés benzyles choisis, et une
plus grande variété d’étiquette de masse peut étre envisagée pour I'avenir. Effectivement,
la chimie présente une large diversité de possibilité, tel que les différentes options vues
au début du Chapitre 2, avec des couplages catalysés au palladium ou encore des
réactions click.
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Conclusion Générale et Perspectives

Les travaux effectués au cours de cette thése ont permis d’élaborer de nouveaux
marqueurs d’octets clivables pour la synthése de poly(phosphodiesters) synthétiques
numéeriques.

De tels polymeres sont composés de monomeéres synthétiques codants pour 0 ou 1, avec
des masses molaires distinctes, permettant de retrouver l'information encodée par
spectrométrie de masse (Figure C&P. 1A). Leur synthese peut étre effectuée par la chimie
de phosphoramidite automatisée, en respectant parfaitement 'enchainement des unités
codantes. Afin de faciliter 'analyse de tels polymeéres, la flexibilité des macromolécules
synthétiques permet d’étudier de nouveaux designs en adaptant leur structure a I'appareil
analytique utilisé. En outre, il est possible d’insérer des liaisons fragiles alcoxyamines
permettant de sélectivement fragmenter lintersection des segments codés, et des
marqueurs de masse permettant de retrouver la signature de chaque fragment sur le
spectre MS. Cependant, I'ajout de ces monomeéres non informationnels réduit la densité
d’information, et augmente la longueur de la chaine polymere. De plus, ils impliquent des
étapes supplémentaires de couplage, ce qui diminue le rendement global et augmente le
nombre d’atomes de la macromolécule numérique. Pour ces raisons, I'objectif de cette
thése a été d’élaborer un nouvel espaceur clivable pour limiter le nombre de blocs
constitutifs non codants. Le nouveau design TISP3 décrit dans cette thése permet
efficacement de répondre a ce défi. Effectivement, en combinant une liaison alcoxyamine
fragile jouant le réle d’espaceur clivable, et un groupement chimique variable jouant le
réle de marqueur de masse, ce macromonomere TISP3 permet d’économiser, par rapport
au design RISC2 précédemment décrit, I'ajout d’'un monomeére par segment codant.

Afin de développer ce nouveau design, plusieurs approches ont été étudiées. Dans le
Chapitre 2, une premiére stratégie a été d'utiliser un alcyne (TISP) synthétisé de maniere
convergente grace a une étape clef d’ATRA impliquant un amino-TEMPO modifié (T1-
T10). Son schéma de synthése est efficace et a permis d’obtenir le marqueur clivable
avec de bons rendements. De plus, son incorporation en chaine polymére a été
démontrée. Cependant, la liaison alcyne compromet un séquencgage pseudo-MS? optimal
a cause des radicaux formés en CID. Particuliéerement, un défaut de masse de +/- 1 Da
lié & une abstraction d’hydrogéne a été observé sur les signaux MS. Afin de pallier ce
probleme, la réduction de lalcyne a été étudiée. Malgré les diverses tentatives
d’hydrogénation, la présence de l'alcool en a de la liaison insaturée a empéché d’obtenir
une réduction quantitative. Ceci est principalement di a la formation d’'un sous-produit
correspondant a une déshydratation du composé désiré. Une stratégie de
protection/déprotection impliquant le TBDMS a alors été testée, et a finalement permis
d’obtenir le macromonomere saturé TISP2 souhaité. Cependant, cette approche présente
des défauts puisqu’elle utilise des étapes supplémentaires, et il est difficile d’obtenir le
marqueur clivable pure, avec de bons rendements. Pour ces raisons, une nouvelle
stratégie se basant sur le design RISC2 préalablement décrite a été considérée pour
construire un nouveau macromonomere TISP3.

Le Chapitre 3 a abordé cette nouvelle approche en impliquant un intermédiaire du RISC2
et un amino-TEMPO modifié lors d’'une ATRA, pour former le marqueur clivable TISP3
désiré avec de bons rendements. Aprés une incorporation en chaine polymere
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concluante, et un séquencage pseudo-MS?3 aboutit, une chimiotheque de douze
marqueurs clivables a pu étre réalisée. L’efficacité de couplage de chacun de ces
monomeres a été testée dans des conditions standard de chimie de phosphoramidite
automatisée (Figure C&P. 1B). En général, les macromonomeres TISP3 ont présenté de
bons résultats de couplages. Cependant, certains dérivés benzyles comme le di-
tertbenzyle (TISP3-10) et le mono-CFs (TISP3-4) n'ont pas été incorporé efficacement en
chaine polymére. Ceci peut s’expliquer par un probléme de solubilité, ou de géne stérique.
Pour tenter de résoudre ce probleme, un nouveau design TISP4, possédant le groupe
phosphoramidite réactif plus éloigné du groupe fonctionnel benzyle, a été élaboré.
Toutefois, ce dernier n’a que trés peu permis d’optimiser I'efficacité de couplage du dérivé
di-tertbenzyle. Ceci illustre I'importance du choix du groupe variable pour le
macromonomere TISP3 (ou TISP4).
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Figure C&P. 1 : Principaux faits marquants de cette these.
A. Concept général décrit au cours de cette thése. B. Efude de l'efficacité de couplage des
macromonomeres TISP3. C. Utilisation d’un nouveau support solide universel.

Finalement, le Chapitre 3, a décrit l'utilisation d’'un nouveau support solide pour la
préparation automatisée de poly(phosphodiesters) synthétiques. Les supports
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traditionnellement employés dans notre groupe étaient des CPG fonctionnalisés de bases
nucléiques A, T, G ou C. Ces deniers sont utiles lorsque la stratégie RISC2 + marqueur
de masse est employée pour labeliser le dernier segment d’information des polymeéres
numériques. Cependant, la nouvelle approche TISP3 ne nécessite plus de marqueurs
indépendants. Par conséquent, I'utilisation d’'un nouveau support solide universel (Glen
Unysupport™) permet de s’affranchir du groupement nucléique, et de terminer en bout de
chaine avec une fonction alcool, sans groupes fonctionnels superflus (Figure C&P. 1C).
Pour ces raisons, une série de polymeres numeériques comportant 3 blocs (3 octets),
impliquant cette nouvelle résine et le TISP3, a été réalisée. Enfin, diverses optimisations,
notamment pour éliminer un sous-produit lié a un mauvais clivage du support, ont permis
d’identifier un protocole performant pour obtenir des poly(phosphodiesters) numériques
uniformes incorporant le nouveau macromonomere TISP3.

Les travaux décrits dans cette thése démontrent les possibilités infinies qu’offrent la
chimie synthétique dans la construction de polyméres numériques. Comparativement a
'ADN, les macromolécules non naturelles semblent posséder une immense marge
d’optimisation pour la synthése et la lecture de polyméres informationnels. Les
discussions faites dans le (Chapitre 1, 3.2) sur les différentes chimies utilisées ces 5-10
dernieres années montrent bien la progression obtenue dans ce domaine,
particulierement sur un laps de temps tres court. Par exemple, la chimie de
phosphoramidite utilisée pour la synthése d’oligonucléotides a été optimisée pendant
plusieurs décennies, avant de pouvoir étre automatisée et d’obtenir des séquences
parfaitement uniformes. D’'un autre cété, sur 'espace de quelques années, plusieurs
méthodes de préparations de polymeéres informationnels synthétiques ont d’ores et déja
pu étre automatisées (poly(phosphodiesters), polycarbamates, etc.). Cependant, ces
derniéres nécessitent encore du développement afin d’espérer un jour pouvoir écrire,
stocker et lire de l'information comme il est possible de le faire aujourd’hui sur les
ordinateurs.

Pour ce faire, diverses actions doivent étre mises en ceuvre pour répondre aux limites,
aussi bien synthétiques, qu’analytiques. En ce qui concerne le premier point, les deux
problémes principaux sont la vitesse d’écriture, et la longueur maximale de la chaine. En
effet, il est impératif de trouver un moyen de synthese rapide et efficace pour aspirer
concurrencer les outils informatiques actuels. Alors que la chimie de phosphoramidite
automatisée nécessite environ 5 minutes pour fabriquer 1 bit (1 cycle itératif), I'objectif
d’écriture d’1 bit/seconde permettrait de se rapprocher de ce qu'il est possible de faire
aujourd’hui sur les claviers numériques. Pour réaliser une telle prouesse a I'échelle
moléculaire, de nouvelles réactions chimiques doivent étre explorées. Par exemple, des
réactions plus rapides, telles que les réactions photochimiques ou click, peuvent étre
développer pour la construction rapide, contrdlée, et automatisée de polymere
informationnels.

Autrement, les longueurs de chaines maximales atteintes nécessitent également de
'amélioration. En ce qui concerne la construction d'oligonucléotides par chimie de
phosphoramidite automatisée, de nombreuses études évoquent des chaines polymeéres
allant de 100 a 200 nucléotides.[8:56.57.187.241-244] Mais il est difficile de trouver dans la
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littérature la réelle limite d’un tel outil de synthése. Dans le cas des poly(phosphodiesters)
synthétiques numériques, la longueur maximale obtenue a été publiée en 2021 avec 124
unités, codant le portrait d’Antoine de Lavoisier (Figure I. 34).12° Toutefois, cette limite n'a
également jamais été explorée. Afin de repousser de tels records, des tests peuvent étre
effectués en laboratoire sur les robots synthétiseurs d’ADN, en construisant différentes
chaines polymeéres de longueurs différentes, en utilisant les monomeres
phosphoramidites synthétiques 0 et/ou 1 décrits précédemment. La taille de la chaine
serait alors croissante, jusqu’a ne plus étre capable de l'identifier par MS ou RMN. En
outre, cette derniére technique est un bon outil pour vérifier 'uniformité d’'une séquence
par DOSY, ou encore le nombre d’unité par intégration des signaux liés au phosphore.
De telles études ont été réalisées au cours de cette thése, et les résultats préliminaires
obtenus sont encourageants. Une fois la limite atteinte, celle-ci peut étre étendue a l'aide
de plusieurs outils. Par exemple, les temps de couplages et les concentrations des
monomeres peuvent étre augmentées, mais ceci n’améliorerait que tres peu la longueur
maximale de chaine qui serait limitée par un rendement de synthése tendant vers 0%.
D’autres moyens existent pour trouver une solution a ce défi, notamment en s’inspirant
de I'ADN. En construisant des polymeéres biohybrides incorporant des séquences
synthétiques binaires et des séquences naturelles nucléotidiques, des systemes
supramoléculaires codés peuvent étre construits. Ces derniers profiteraient de
'autoassemblage de brins complémentaires d’ADN pour étendre la chaine polymére au-
dela des limites permises par la synthése phosphoramidite classique. Une preuve de
concept a récemment été démontrée par notre groupe avec des segments synthétiques
homogenes (Figure C&P. 2).138]

Toutefois, I'optimisation de I'écriture d’'information n’est pas le seul levier a actionner pour
progresser dans le domaine du stockage numérique a I'’échelle moléculaire. La lecture
d’'une grande quantité d’information de maniére rapide et fiable est essentielle pour une
telle application. Aujourd’hui, la MS/MS est 'outil analytique le plus utilisé pour décoder
'information contenue dans les polyméres numériques. Cependant, I'utilisation de cette
technique représente pour le moment un frein puisqu’elle ne permet pas une lecture en
temps réel, et nécessite plusieurs expériences d’analyse.

Pour répondre a ces enjeux, le projet ANR impliquant les travaux de cette thése ont
également pour but d’employer I'MS (introduit précédemment Figure I. 30). Des
séquences polymeéres de 3 a 5 blocs incorporant les macromonomeres TISP3 ont été
synthétisées pour tester cet outil analytique, et des résultats encourageants ont été
obtenus. Les marqueurs insérés dans les différents octets permettent une séparation
définie des fragments formés en source, avant de pouvoir a postériori dissocier les liaisons
phosphates et retrouver I'information encodée dans chacun des blocs. Dans ce cas,
'ordre des marqueurs doit étre choisi en fonction de leur comportement en IMS. De ce
fait, des modéles théoriques basés sur les sections efficaces de collisions ioniques (CCS)
de chaque marqueur ont été calculés.
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Figure C&P. 2 : Concept général étudié pour la synthése de poly(phosphodiesters) biohybrides
utilisés pour l'auto-assemblage guidé par 'ADN.
Reproduit avec permission de Mondal, T. et al. Large Sequence-Defined Supramolecules Obtained
by the DNA-Guided Assembly of Biohybrid Poly(phosphodiester)s. Macromolecules 54, 3423—-3429
(2021).[38%] Copyright 2021 American Chemical Society.

Toutefois, une des contraintes observées dans le design TISP3 est le nombre de
marqgueurs utilisable possible dans une méme chaine polymeére (la partie 2.4 a présenté
ces limites), ce qui restreint le nombre de blocs codants. Une des pistes a explorer pour
le futur de ce projet serait I'utilisation d’autres outils de chimie de synthése pour varier la
structure du TISP3. Par exemple, la chimie click CUAAC est utile pour modifier facilement
un groupe fonctionnel en y incorporant un alcyne. Des couplages catalysés au palladium
sont également intéressant pour apporter de la diversité efficacement. Particulierement le
Suzuki-Miyaura qui pourrait servir a varier le nombre de groupes phényles attachés au
TISP3. Cela permettrait notamment dobtenir des structures possédant des
encombrements stériques treés différents, pouvant servir a une meilleure séparation en
IMS.

Pourtant, d’autres techniques de lectures doivent étre considérées pour les polyméres
synthétiques numériques, particulierement pour une lecture en temps réel, bit par bit. Le
séquencage par nanopores pourrait répondre a ce défi. La preuve de concept décrite
précédemment (partie 3.3.2.2) n’a démontré la lecture de seulement quelques bits. En
adaptant le design de la structure polymére aux pores de la protéine, une plus grande
quantité d’information pourrait étre analysée. A cet effet, des travaux préliminaires ont
récemment été réalisé dans notre groupe, notamment avec des bouts de chaines
fonctionnalisé de biotine, possédant une affinité particuliere avec I'entrée des nanopores
de certaines protéines. Aussi, les monomeres codants peuvent bien sir étre modifiés pour
optimiser la vitesse de translocation a l'intérieur des pores, et permettre une meilleure
lecture.

Dans l'ensemble, les recherches menées tout au long de cette these, ainsi que les
exemples tirés de la littérature, mettent en évidence le fort potentiel de I'utilisation des
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polyméres synthétiques pour le stockage de données numeériques. Comparativement aux
polymeres biologiques, ces macromolécules peuvent étre modifiées a souhait et adaptées
aux différents outils analytiques a disposition aujourd’hui. Les poly(phosphodiesters) sont
particulierement intéressants par leur méthode de synthese robuste et rapide. Méme si
des optimisations de synthese et de lecture restent a faire, ils sont une solution
prometteuse pour le stockage numérique de demain.
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Partie Expérimentale

1. Matériels et réactifs

1.1. Réactifs pour la synthese

3-Amino-1-propanol (>99,0%, TCI), 6-Amino-1-hexanol (>97.0%, TCI), 4-oxo-2,2,6,6-
tétraméthylpipéridine 1-oxyde (>95,0%, TCI), sodium triacétoxyborohydrure (>97,0%,
Sigma Aldrich), bromure de benzyle (98,0%, Sigma Aldrich), bromure de 4-fluorobenzyle
(>97%, TCI), bromure de 4-(trifluorométhyl)benzyle (>98%, TCI), 4-
bromométhylbiphényle (>98%, TCI), 2-(bromométhyl)naphthaléne (96%, Alfa Aesar),
bromure de 2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl (99%, Sigma Aldrich), 3-(bromométhyl)pyréne
(95%, ABCR), 3,5-bis(trifluorométhyl)benzyle bromure (>96%, TCI), bromure de 4-tert-
butylbenzyle (97%, Sigma Aldrich), bromure de 3,5-di-tert-butylbenzyle (>97%, Sigma
Aldrich), CuO (poudre, 99,5%, Alfa Aesar), CuBr (I) (poudre, 98%, Sigma Aldrich),
N,N,N’,N”,N”-pentaméthyldiéthylénetriamine (PMDETA, 99%, Sigma Aldrich), O-2-
cyanoéthyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite (97%, ABCR), borohydrure de sodium
(NaBH4, 99%, Sigma Aldrich), alcool propargylique (2-propyn-1-ol, 99%, Sigma Aldrich),
Cul (I) (poudre, 98%, Sigma Aldrich), chlorure de diméthoxytrityle (DMT-CI, 97%,
Atarax/ChemGenes), platine sur charbon (Pt/C, charge de 10 %, Sigma Aldrich),
carbonate de potassium anhydre (K2CO3, 99,5%, Fisher Chemical), sulfate de sodium
anhydre (Na2S04, 99,5%, Fisher Chemical), bicarbonate de sodium (NaHCO3, 99%,
Fisher Chemical), 1,2-dichloroéthane anhydre (>99,0%, Sigma Aldrich), acétonitrile
anhydre (ACN, 99,8%, Sigma Aldrich), dichlorométhane anhydre (DCM, >99,8%, stabilisé
avec 50 ppm d'amyléne, Sigma Aldrich), tétrahydrofurane anhydre (THF, >99,9%, exempt
d'inhibiteurs, Sigma Aldrich), n-hexane (95%, Carlo Erba), acétate d'éthyle (EtOAc,
99,8%, Carlo Erba), éthanol (EtOH, 99,9%, Carlo Erba), DCM (99,8%, stabilisé avec de
I'éthanol ou de I'amyléne, Carlo Erba), cyclohexane (99,8%, Carlo Erba), éther diéthylique
(Et20, 99%, pur-stabilisé avec 250-400 ppm de 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol (BHT),
Carlo Erba), THF (99,5%, pur-stabilisé avec 250-400 ppm de BHT, Carlo Erba), pyridine
anhydre (99,8% en Sure/Seal™, Sigma Aldrich), N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA,
99%, TCI), triéthylamine (EtsN, >97%, ACROS Organics), acide acétique glaciale (AcOH,
99,7%, Fisher Chemical), HCI concentré (37% dans l'eau), gel de silice pour colonne de
chromatographie (de haute pureté, taille de pore 60 A, 230 - 400 mesh, SiO2, Fluka),
chlorure de sodium (pour solution saline, Cedo). Tous ces solvants ont été utilisés tels
guels. Le PdCly(PPhs); a été synthétisé en adaptant une procédure déja décrite.[386 Pour
la synthése automatisée de phosphoramidites : acétonitrile anhydre (diluant de
phosphoramidite et lavages a sec, ChemGenes), acétonitrile (299,9%, lavages, Roth),
réactif d'activation (0,25 M de 5-(éthylthio)-1H-tétrazole dans le MeCN, ChemGenes), Cap
A (anhydride acétique/pyridine/THF, ChemGenes), Cap B (10 % de N-méthylimidazole
dans le THF, ChemGenes), réactif de déparage du DMT (3% TCA dans le DCM, Roth),
support Glen UnySupport™ PS (200 nmol en cartouche, Glen Research), dT-CPG 1000
(1 umol en cartouche, taille de pore de 1000 A, Glen Research), cartouche de purification
d'ADN Glen-Pak (de 10 nmol a 1,0 umol, Glen Research) et solution d'oxydation (0,02 M
d'iode/pyridine/H,O/THF, ChemGenes) ont été utilisés tels quels. Les monomeres de
phosphoramidites 0 et 1 ont été préparés suivant une procédure précédemment
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décrite.l2%! Tous les monomeres de phosphoramidites ont été conservés au congélateur
a-18°C.

1.2. Instruments et méthodes

1.2.1. Résonance magnétique nucléaire (RMN).

Les données RMN ont été enregistrées sur un spectrometre Bruker Avance 400 équipé
d'un aimant Ultrashield. Les déplacements chimiques (&) sont rapportés en parties par
million (ppm) par rapport au signal résiduel du solvant (RMN 1H, CDClz : 6 = 7,26 ppm ;
RMN 13C, CDClz : & = 77,16 ppm ; RMN *H, (CD3).CO : & = 2,05 ppm ; RMN 13C,
(CD3)2CO : & = 29,84 ppm). Les spectres RMN 1H ont été enregistrés a 400,13 MHz, les
spectres RMN 13C a 100,62 MHz, les spectres RMN 3P a 161,96 MHz et les spectres
RMN °F a 376 MHz. Les RMN 13C, 1°9F et 31P ont été réalisées en mode découplé. Les
attributions des signaux RMN ont été realisées grace a des expeériences préliminaires en
2D non présentées dans ce manuscrit (COSY et HSQC). Les signaux issus d’échanges
de protons avec les solvants deutérés utilisés ont été notés CDCls et (CD3)2CO sur les
différents spectres.

1.2.2. Spectroscopie UV.
Les données UV ont été enregistrées sur un spectrophotométre Jasco V-670. Les
fractions de DMT déprotégées ont été collectées dans une fiole volumétrique de 5 ml,
complétées a 5 ml avec du dichlorométhane. Un volume de 250 pL a été transféré dans
une autre fiole volumétrique de 5 ml et complété & 5 ml avec une solution d'acide
trichloroacétique a 3% dans du dichlorométhane (V/V). L'absorbance a été mesurée a
504 nm en utilisant du dichlorométhane comme solvant de référence.[25381]

1.2.3. Spectrométrie de masse (MS).

Les données MS présentées dans ce rapport ont été effectuées a Marseille a I'lnstitut de
Chimie Radicalaire (ICR) dans I'équipe du Professeur Laurence Charles. Tous les
échantillons ont été dissous dans une solution H>O/ACN (50:50, v/v) contenant 0,1%
d'acide pourmique, dilués davantage dans une solution méthanolique d'acétate
d'ammonium (3 mM) et introduits a un débit de 10 uL/min dans la source d'ionisation par
électrospray (ESI) fonctionnant en mode négatif (tension capillaire : -2,27 kV) sous un flux
de gaz de désolvatation (N2) de 100 L/h chauffé a 35°C. La tension de cbne était de -10
V ou -20 V pour les expériences MS et MS?, tandis qu'elle était ajustée entre -30 V et -50
V pour induire une fragmentation en source dans les expériences MS3. La dissociation
induite par collision (CID) a été effectuée dans le dispositif de piege a ions en utilisant de
I'argon comme gaz de collision aprés la sélection de I'ion précurseur primaire (en MS?) ou
secondaire (en pseudo-MS?) dans le spectromeétre de masse a quadrupdle. Les analyses
des données ont été réalisées a l'aide du programme MassLynx 4.1 fourni par Waters.

1.2.4. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
La HPLC a échange d'anions a été utilisée pour vérifier la pureté des polyméres sur un
systeme HPLC analytique 1220 Infinity Il d'Agilent Technologies. L'appareil était équipé
d'une colonne pour les oligonucléotides PA100 Thermo Scientific™ Dionex™ DNAPac™
(pores de 13 um, 4 x 250 mm) et d'un détecteur UV (260 et 280 nm). La phase A a été
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préparée avec 10% d'acétonitrile et 20% de NHza 2 M dans de I'eau MilliQ, et la phase B
avec du NaCl a 2,5 M dans de l'eau MilliQ. L'élution a été réalisée en appliquant un
gradient linéaire de la phase B (de 5% a 30%) sur 25 minutes a un débit de 1 mL/min. Les
données HPLC ont été traitées et normalisées a l'aide d'Origin 2018.

1.2.5. Résonnance paramagnétique électronique (RPE)

Les expériences RPE ont été réalisées a I'Institut de Chimie Radicalaire de Marseille par
Jean-Louis CLEMENT. Le facteur-g de Landé et les constantes de couplage (en mT) ont
été obtenus a partir d'expériences réalisées sur un spectrometre Bruker Elexsys E500
équipé d'une cavité RPE Bruker SHQ. Les échantillons de nitroxide T1 a T10 ont été
dilués dans du tert-butylbenzéne (600 uL a une concentration de 10-4 M). Des tubes RMN
en verre ont été introduits dans la cavité RPE et les spectres ont été enregistrés (temps
de balayage 40 s, largeur de balayage 100 G, puissance 10 mW, amplitude de modulation
1,0 G, temps de conversion 40 ms, fréquence de modulation 100 kHz). Le spectre RPE
du (2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-yl)oxyl (TEMPO) a été enregistré avant les échantillons
de nitroxides et correspond a la littérature avec un facteur g de 2.00608.

1.2.6. Langage ASCII utilisé
Pour toutes les synthéses effectuées dans cette these, le langage ASCII a été utilisé pour
encoder de linformation numérique a I'échelle moléculaire. Ci-dessous, un Tableau
représentant les détails de cet alphabet.

Caractere Code binaire Caractere Code binaire
A 01000001 a 01100001
B 01000010 b 01100010
C 01000011 c 01100011
D 01000100 d 01100100
E 01000101 e 01100101
F 01000110 f 01100110
G 01000111 g 01100111
H 01001000 h 01101000
I 01001001 i 01101001
J 01001010 i 01101010
K 01001011 k 01101011
L 01001100 I 01101100
M 01001101 m 01101101
N 01001110 n 01101110
O 01001111 (o} 01101111
P 01010000 p 01110000
Q 01010001 q 01110001
R 01010010 r 01110010
S 01010011 s 01110011
T 01010100 t 01110100
u 01010101 u 01110101
Y, 01010110 % 01110110
W 01010111 w 01110111
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X 01011000 X 01111000
Y 01011001 y 01111001
z 01011010 z 01111010

Tableau PE.1. 1 : Langage ASCII utilisé au cours de cette thése.

1.2.7. Chimie automatisée sur support solide ABI3900 et Expedite 8909

Les polymeéres synthétisés pour étudier I'efficacité de couplage des marqueurs clivables
ont été réalisés sur 'Expedite 8909. Tous les autres polymeéres montrés dans cette these
et dans cette partie expérimentale ont été synthétisés sur '’ABI3900. Pour chacun des
deux robots synthétiseurs, les expériences se sont effectuées sous argon dans des
conditions rigoureusement seches a l'aide de la méthode standard automatisée de
phosphoramidite en phase solide. La méthode typique comporte quatre étapes : (i)
déprotection, (i) couplage, (iii) oxydation et (iv) piégeage, comme décrit
précédemment.?5 De maniére générale, les monomeéres phosphoramidites ont été
dissous dans de I'acétonitrile anhydre sous argon (solution a 55 mM pour ABI3900 et 0.1M
pour Expedite 8909). Les monomeéres ont été placés dans le synthétiseur avec tous les
réactifs nécessaires (réactif d'activation, Cap A, Cap B, réactif de retrait de DMT) et
conditionnés deux fois. Le support solide (polystyréene Glen UnySupport™ 200 nmol, ou
dT CPG 1000 A° 1 umol) a été placé dans le synthétiseur et les séquences ont été
réalisées en mode DMT-On. Une fois la synthése terminée, la colonne de support solide
a été retirée du synthétiseur et la séquence protégée par DMT a été libérée du support.
Une solution d'ammoniac a 28 % et de méthylamine (1/1, v/v) a été utilisée pour libérer
les polymeres protégés par le DMT du support solide a température ambiante pendant 10
minutes. La solution résultante a été scellée dans un flacon de 2 mL et laissée dans une
étuve pendant la nuit a 50 °C (pour effectuer I'étape de déphosphorylation et récupérer le
polymére souhaité, dans le cas de dT CPG, le polymeére a été clivé pendant 45 min a
température ambiante avec AMA et directement purifié). Le mélange a ensuite été purifié
sur une cartouche de purification d'ADN Glen-Pak en suivant la procédure classique pour
les oligos en mode DMT-ON (décrit Chapitre 2). La solution de polymére isolée a été
lyophilisée et obtenue sous forme de poudre blanche avec des rendements modérés (=
40% pour une séquence de 27 monomeres). Les rendements obtenus ne représentent,
dans la plupart des cas, pas la réalité a la suite des résultats polydisperses observés, ou
de la quantité de sel encore non négligeable dans I'échantillon.

1.2.7.1 Protocoles utilisés pour ’Expedite 8909

Les actions décrites ci-dessous sont exécutées par le synthétiseur Expedite 8909 et
représentent un cycle complet du protocole standard (ou modifi€) pour I'ajout d'un
monomere. Les commentaires pour chaque ligne sont indiqués entre guillemets ou apres
un astérisque. Le premier numéro de chaque ligne correspond a la position du réactif (ou
a la commande pour la détection UV), le deuxieme indique le nombre de pulsations
nécessaires pour introduire le réactif dans la colonne, et le troisieme indique la durée
pendant laquelle ces pulsations doivent étre effectuées. Lorsqu'un "0" est indiqué dans
cette colonne, la pompe fonctionne a sa vitesse maximale.

188



Partie Expérimentale

Protocole position A

flr ______ —_—— —_—— —_—— R’If
i* Function Mode BAmount Time (sec) Description *f
/¥ JArgl fArg2 *f
C—— R R N ®f
£Deblocking
144 /#*Index Fract. Coll. */ NA 1 0 "Event out ON"
0 /f*Default */ WAIT 1] 1.5 "Wait"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 1 1 "START data collection"”
16 /*Dblk */ PULSE 10 0 "Dblk to column™
16 /#*Dblk #/ PULSE 50 49 "Deblock"™
38 /*Diverted Wsh L */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA a 1 "STOF data collection™
38 /*Diverted Wsh & */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 2 0 "Event out OFF"
$Coupling
1 /*Wsh */ PULSE 5 0 "Flush system with Wsh"
2 /*Ahct #/ PULSE 5 0 "Flush system with Act"
18 /®A + Lct */ PULSE 5 0 "Monomer 4+ Acet to column™
18 /*A + Lct #/ PULSE 2 16 "Couple monomer™
2 /*hct */ PULSE 3 24 "Couple monomer"™
1 /*Wsh */ PULSE 7 56 "Couple monomer"™
1 /*Wsh */ PULSE 8 0 "Flush system with Wsh"
SCapping
12 /*Wsh A */ PULSE 20 0 "Flush system with Wsh A"
13 /*Caps */ PULSE 8 0 "Caps to column™
12 /*Wsh & */ PULSE G 15 "Cap™
12 /*Wsh & */ PULSE 14 0 "Flush system with Wsh 4"
£0oxidizing
15 /*0=x */ PULSE 15 0 "Ox to column™
12 /*Wsh A */ PULSE 15 0 "Flush system with Wsh A"
£Capping
13 /*Caps */ PULSE 7 0 "Caps to column™
12 /*Wsh & */ PULSE 30 0 "End of cycle wash™

Figure PE.1. 1 : Protocole standardlumol du robot Expedite 8909 pour la position A.

g oo ~

w Function Mode Amount Time (sec) Description
X /Argl /Brg2 *f
X */
$Deblocking
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 1 0 T"Event out ON"
0 /*Default */ WAIT 0 1.5 "Wait"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 1 1 "START data collection”
16 /*Dblk */ PULSE 10 0 "Dblk to column"
16 /*Dblk */ PULSE 50 49 "Deblock"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 0 1 "STOP data collection"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 2 0 "Event out OFE"
$Coupling
1 /*Wsh */ PULSE S 0 "Flush system with Wsh"
2 /*hct */ PULSE 5 0 "Flush system with Act"
20 / + Act */ PULSE - 0 "Monomer + Act to column”
20 F + Act */ PULSE 1 8 "Couple monomer"
2 /*Act */ PULSE 4 32 T"Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 7 56 "Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 8 0 "Flush system with Wsh"
$Capping
12 /*Wsh A */ PULSE 20 0 "Flush system with Wsh A"
13 /*Caps */ PULSE 8 0 "Caps to column"
12 /*Wsh A */ PULSE 6 15 "Cap"
12 /*Wsh A */ PULSE 14 0 "Flush system with Wsh A"
$Oxidizing
15 /*Ox */ PULSE i5 0 "Ox to column”
12 /*Wsh A */ PULSE 15 0 "Flush system with Wsh A"
$Capping

13 /*Caps */ PULSE 7 0 "Caps to column"
12 /*Wsh A */ PULSE 30 0 "End of cycle wash"

Figure PE.1. 2 : Protocole standard 1umol du robot Expedite 8909 pour la position G.
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Protocole positions 5-6-7

l/* i(/
/* Function Mode Amount Time (sec) Description */
/* /Argl /Arg2 */
X wf
$Deblocking
144 /*Index Fract. Coll. */ NA ¥ 0 "Event out ON"
0 /*Default */ WAIT 4] .5 ™Wait™
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 1 1 "START data collection"
16 /*Dblk */ PULSE 10 0 "Dblk to column”
16 /*Dblk */ PULSE 50 49 "Deblock"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 0 1 "STOP data collection"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 40 0 "Flush system with Wsh A"
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 2 0 "Event out OFF"
$Coupling
1 /*Wsh */ PULSE 5 0 "Flush system with Wsh"
2 /*Act */ PULSE 5 0 "Flush system with Act"
22 /*5 + Act */ PULSE 6 0 "Monomer + Act to column"
22 /*5 + Act */ PULSE 1 8 T"Couple monomer"
2 /*Act */ PULSE 4 32 T"Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 7 56 "Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 8 0 "Flush system with Wsh"
$Capping
12 /*Wsh A */ PULSE 20 0 "Flush system with Wsh A"
13 /*Caps */ PULSE 8 0 "Caps to column"”
12 /*Wsh A */ PULSE 6 15 ™"Cap”
12 /*Wsh A */ PULSE 14 0 "Flush system with Wsh A"
$0Oxidizing
15 /*0Ox */ PULSE 5 0 "Ox to column"
12 /*Wsh A */ PULSE 60 0 "Flush system with Wsh A"
$Capping
13 /*Caps */ PULSE 7 0 "Caps to column”
12 /*Wsh A */ PULSE 6 10 "Cap”
12 /*Wsh A */ PULSE 30 0 "End of cycle wash"

Figure PE.1. 3 : Protocole standard des positions 5-6-7 utilisé pour I'étude d’efficacité de couplage
des Espaceurs TISP3 et TISP4.
En vert, une quantité de lavage augmentée pour ne pas récupérer le réactif d’'oxydation lors de la
collection des fractions de déprotection du DMT.

Protocole position G —Long couplage

Ve .
/* Function Mode Amount Thne(sec) Description */
/* /Argl /Arg2 */
ol xf
$Deblocking
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 1 0 "Event out ON"
0 /*Default */ WAIT 0 1.5 "Wait"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA 1 1 "START data collection"
16 /*Dblk */ PULSE 10 0 "Dblk to column"
16 /*Dblk */ PULSE 50 49 "Deblock"
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 80 0 "Flush system with Wsh A"
141 /*Trityl Mon. On/Off */ NA o] 1 "STOP data collection”
38 /*Diverted Wsh A */ PULSE 80 0 "Flush system with Wsh A"
144 /*Index Fract. Coll. */ NA 2 0 "Event out OFF"
$Coupling
1 /*Wsh */ PULSE 15 0 "Flush system with Wsh"
2 /*Act */ PULSE 5 0 "Flush system with Act"
20 /*G + Act */ PULSE 6 0 "Monomer + Act to column”
20 /*G + Act */ PULSE 2 75 "Couple monomer"™
2 /*Act */ PULSE 3 75 "Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 7 150 "Couple monomer"
1 /*Wsh */ PULSE 8 0 "Flush system with Wsh"
$Capping
12 /*Wsh A */ PULSE 20 0 "Flush system with Wsh A"
13 /*Caps */ PULSE 8 0 "Caps to column”
12 /*Wsh A */ PULSE 6 %0 "Cap"
12 /*Wsh A */ PULSE 14 0 "Flush system with Wsh A"
$0xidizing
15 /*0Ox */ PULSE 15 0 "0x to column"
12 /*Wsh A */ PULSE 60 0 "Flush system with Wsh A"
$Capping
13 /*Caps */ PULSE 7 0 "Caps to column”
12 /*Wsh A */ PULSE 6 90 "Cap"
12 /*Wsh A */ PULSE 30 0 "End of cycle wash"

Figure PE.1. 4 : Protocole modifié pour un temps de couplage rallongé (jaune).
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1.2.7.2 Protocoles utilisés pour I’ABI3900.

= Wait Command Param1 Param2
PREPROCESSING Purges Iterations sec. Code Chemical Volume
PREWASH1 1 0 DISP ACN 250
LONG PURGE
START_LOOP
DETRITYLATION 3 0 DISP DEBLOCK 180
LONG _PURGE
TCA_WASH 1 0 DISP ACN 250
LONG _PURGE
COUPLING 3 0 DISP ACTWATOR 115
DISP AMIDITE 75
LONG PURGE
CAPPING 1 0 DISP CAPB 80
DISP CAPA 80
LONG PURGE
OXIDATION 1 0 DISP OXIDFER 150
LONG PURGE
OX_WASH 1 0 DISP ACN 250
LONG PURGE
CAPPING 1 0 DISP CAPB 80
DISP CAPA 80
LONG PURGE
TRITYLOFF 3 0 DISP DEBLOCK 180
LONG_PURGE
FINAL_FLUSH 4 0 DISP ACN 250
LONG_PURGE
DRY_SUPPORT 1 0 DISP ACN 180
DRY_BEADS
END_PROGRAM

Figure PE.1. 5 : Protocole standard 1umol utilisé pour la synthése de polymeére sur le synthétiseur
ABI3900.
Chaque ligne décrit les commandes suivies par le robot, avec un nombre précis d’itération, de
volume, et de temps de couplage.

2. Proceédures expérimentales

2.1. Synthese des intermédiaires Amino-TEMPO T1-T11
N° 0) o) (i) .
o HO "N HO "N
H Br—o 6
T T2 -T11

Schéma PE.Il. 1 : Stratégie de synthése des amino-TEMPO modifiés T2-T11.
i) Na(CH3sCOO)3BH, CH3;COOH, amino propanol, 1,2-dichloroéthane, t.a., 17h; ii) Acétonitrile, K.COs,
83°C, 17h.

191




P.E.2. Procédures expérimentales

précédemment décrite.l34 Un ballon rond de 250 mL chargé de 3-

amino-1-propanol (2,25 g, 30 mmol, 1 éq), de 4-oxo0-2,2,6,6-
tétraméthylpipéridine-1-oxyl (5,10 g, 30 mmol, 1 éq) et de 1,2-dichloroéthane anhydre
(105 mL) a été placeé sous une atmosphére d'argon. Du triacétoxyborohydrure de sodium
(8,90 g, 42 mmol, 1,4 éq) et de 'AcOH (1,71 mL, 30 mmol, 1 éq) ont ensuite été ajoutés.
Le mélange a été agité a température ambiante pendant 24 heures. Le mélange de
réaction a directement été purifié par chromatographie sur colonne sur gel de silice
(EtOAC/EtOH/Et3N : 60/20/2). Le composeé final a été dissous dans du toluéne et évaporé
pour completement éliminer I'AcOH, pour obtenir 5,86 g de T1 sous forme de solide
orange avec un rendement de 85%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour Ci2H26N202+*
230,1989 ; trouve 230,1984. Facteur g de RPE = 2,00605, aN = 1,554 mT.

T1. La synthése de Tl a été adaptée a partir d'une procédure
HO/\\//\H N—O

T2. Un ballon rond de 250 mL équipé d'un réfrigérant a été chargé de

HO/\/\NCA(NO' bromure de benzyle (2,30 g, 13,4 mmol, 1,5 éq.) et dACN anhydre
©) (50 mL) sous une atmospheére d'argon. Ensuite, T1 (2,06 g, 89,8
mmol, 1,0 éq.) dissous dans de 'ACN anhydre (13 mL) a été ajouté,

suivi de K2CO3 (3,72 g, 26,9 mmol, 3,0 €q.). La réaction a été agité a reflux (82°C) pendant
une nuit. Apres 20 heures, le mélange de réaction a été lavé avec de la saumure (30 mL)
et de l'eau (10 mL), puis extrait avec de I'EtOAc (3 x 30 mL). Les différentes fractions
organiques combinées ont été séchées avec Na SO, filtrées et le solvant a été évaporé
sous pression réduite. Le produit brut a été purifié par chromatographie sur colonne de
gel de silice (n-hexane / EtOAc : 8/2 a 1/1 avec 1% d'EtsN) pour obtenir 1,59 g de T2 sous
forme de solide orange avec un rendement de 56%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour
C19H32N202¢* 320,2458 ; trouvé 320,2462. Facteur g de RPE = 2,00610, aN = 1,528 mT.

T3. Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du bromure de

“OMNQO' 4-fluorobenzyle (2,59 g, 13,7 mmol, 1,5 éq.) au lieu du bromure de

Q) benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie sur colonne

F de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 9/1 a 1/1 avec 1% d'EtzN) pour

obtenir 1,72 g de T3 sous forme d'huile orange avec un rendement de 56%. HRMS m/z :

[M+H]* calculé pour C19H31N2O2F«* 338,2364 ; trouvé 338,2365. Facteur g de RPE =
2,00610, aN = 1,548 mT.

T4. Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du bromure de

“O/\/\”CA(“O' 4-(trifluorométhyl)benzyle (1,88 g, 7,85 mmol, 1,5 éqg.) au lieu du

/@2 bromure de benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie

e sur colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 8/2 a 1/1 avec 1%

d'EtzN) pour obtenir 0,74 g de T4 sous forme d'huile orange avec un rendement de 37%.

HRMS m/z : [M+H]* calculé pour C2oH3z1N2O2F3+* 388,2332 ; trouvé 388,2332. Facteur g
de RPE =2,00612, aN = 1,533 mT.

T5. Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du 4-
HO™ "N N—O"

bromométhylbiphényle (1,88 g, 7,59 mmol, 1,5 €qg.) au lieu du
bromure de benzyle. Le produit brut a été purifié par

chromatographie sur colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc :
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8/2 a 1/1 avec 1% d'EtsN) pour obtenir 1,38 g de T5 sous forme d'huile orange avec un
rendement de 69%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour CzsH3zsN2O2+* 396,2771 ; trouvé
396,2768. Facteur g de RPE = 2,00614, aN = 1,540 mT.

T6. Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du 2-
HO” N-o- (bromométhyl)naphthaléne (3,16 g, 13,7 mmol, 1,5 éq.) au lieu du
OO bromure de benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie

sur colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 8/2 & 2/8 avec 1%
d'EtsN) pour obtenir 1,78 g de T6 sous forme d'huile orange avec un rendement de 53%.
HRMS m/z : [M+H]* calculé pour C23H3sN202++ 370,2615 ; trouvé 370,2623. Facteur g de
RPE = 2,00613, aN = 1,532 mT.

T7. Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du 3-

HO/\/\NQO (bromométhyl)pyréne (4,26 g, 13,7 mmol, 1,5 éq.) au lieu du bromure
O de benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie sur
“ colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 85/15 a EtOAc 100%
0 avec 1% d'EtsN) pour obtenir 1,96 g de T7 sous forme d'huile orange

avec un rendement de 48%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour
CooH3sN202¢* 444,2771 ; trouvé 444,2787. Facteur g de RPE = 2,00609, aN = 1,551 mT.

T8. Méme protocole que T2 en  utlisant du 5-
TN Mot pig(trifluorométhyl)benzyle (4,21 g, 13,7 l, 1,5 € lieu d
o yhbenzyle (4,21 g, 13,7 mmol, 1,5 éq.) au lieu du

bromure de benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 9/1 a 1/1 avec 1%
d'EtsN) pour obtenir 2,06 g de T8 sous forme d'huile orange avec un
rendement de 49%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour C21H30N202Fs* 456,2206 ; trouvé
456,2211. Facteur g de RPE = 2,00606, aN = 1,541 mT.

CF3

13,7 mmol, 1,5 €q.) au lieu du bromure de benzyle. Le produit brut a

été purifié par chromatographie sur colonne sur gel de silice (n-

hexane / EtOAc : 9/1 a 8/2 avec 1% d'EtsN) pour obtenir 2,76 g de

T9 sous forme d'huile orange avec un rendement de 80%. HRMS m/z
: [M+H]* calculé pour C23HaoN202* 376,3084 ; trouvé 376,3089. Facteur g de RPE =
2,00609, aN = 1,546 mT.

T9. Méme protocole que T2 en utilisant du 4-tert-butylbenzyl (3,12 g,
HOMNQO

T10 : Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du 3,5-di-tert-butylbenzyle (2,22

g, 7,85 mmol, 1,5 ég.) au lieu du bromure de benzyle. Le produit brut a été purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (n-hexane / EtOAc : 9/1

HO/\/\NCA(NO a 8/2 avec 1% d'EtsN) pour obtenir 1,84 g de T10 sous forme d'huile
orange avec un rendement de 82%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour
C2o7HagN202+ 432,3710 ; trouvé 432,3710. Facteur g de RPE =
2,00611, aN = 1,546 mT.
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T11 : Le protocole est le méme que pour T2 en utilisant du 2,3,4,5,6-
“O/F\/\N‘CEO' pentafluorobenzyl (2.22 g, 8.50 mmol, 1,5 éq.) au lieu du bromure de
Fj@f benzyle. Le produit brut a été purifié par chromatographie sur colonne
F F de gel de silice (cyclohexane / EtOAc : 9/1 a 8/2 avec 1% d'EtzN) pour

obtenir 1,68 g de T11 sous forme d'huile orange avec un rendement
de 72%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour C19H27N202Fs* 410.1987 ; trouveé 410.1994.

F

2.2. Synthése TISP et TISP2

OH cl
OH
al b1 Z = OTBDMS
=~ ~ODMT a2
vi) =~ ~ODMT v) =~ OH ~~ ~OTBDMS
X T -
HO/\/\)N el T2-T11 ¢ di al cl al b2
R iv) l iv) i
vii)

ODMT v) OH Vi) OTBDMS

cl e2 cl d2 c2

=~ ~ODMT cl
NC )
j\ vi) l T2-T11

com Y@/\/\ODMT
NC
L7 P misp E/QM vi) IQ é”@
d /LN'P‘O/\/\N
HO "N

92 R’ TISP 2

R

Schéma PE.Il. 2 : Stratégies TISP et TISP2 pour la préparation de marqueurs d’octets clivables.
i) NaBH4, EtOH/THF, 0°C a t.a., 3h; (ii) HCI 37%, THF, 0°C a t.a., 4h; (iii) Pd(PPh3), Cul, EtsN, t.a.,
17h. iv) Pd/C ou Pt/C, H,, THF anhydre, 1h; (v) Chlorure de 4,4-diméthoxytrityle (DMT-CI), Pyridine
anhydre, THF anhydre, 0°C a t.a., 1h; (vi) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF, t.a ., 17h; (vii) 2-Cyanoéthyle
N,N-diisopropylechlorophosphoramidite, DIPEA, DCM anhydre, 0°C & t.a., 1h. viii) Fluorure
d’ammonium tétra-n-butyle (TBAF), THF, 0°C a t.a., 3h..

1 al. Dans un ballon rond de 250 mL sous atmosphére d'argon, du NaBH4 (1,85

g, 43,77 mmol) a été ajouté en 3 fois (3 x 1 minutes) a une solution de 4-

OH iodoacétophénone (8 g, 32,51 mmol) solubilisée dans un meélange d'éthanol
(35 mL) et de THF (35 mL) a 0°C. Apres agitation pendant 30 minutes, le bain de glace a
éte retiré, et la réaction a été poursuivie pendant 2 heures supplémentaires a température
ambiante. Apres vérification de la réduction par chromatographie sur couche mince
(CCM) (EtOAc/Cyclohexane ; 3/7 ; Rf = 0,5), le mélange résultant a été neutralisé par
I'ajout de 2M HCI (37%) a 0°C (60 mL). Le produit désiré a ensuite été lavé a l'aide de
saumure (50 mL) et extrait a I'aide d'EtOAc (4x60 mL). Les phases organiques ont été
combinées, lavées avec de l'eau (2x 50 mL), séchées avec Na>SO., filtrées, et
concentrées sous pression réduite pour obtenir une huile orange qui a été utilisée pour la
réaction suivante sans purification supplémentaire (8 g, rendement de 100%). HRMS m/z
: [M+Na]* calculé pour CsHyOINa* 270,9590 ; trouvé, 270,9589. RMN 'H (400 MHz,
Chloroforme-d), & (ppm) 7,72 - 7,63 (m, 2H), 7,16 - 7,08 (m, 2H), 4,85 (q, J = 6,5 Hz, 1H),
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1,46 (d, J = 6,5 Hz, 3H). RMN 13C (101 MHz, Chloroforme-d), d (ppm) : 145,80, 137,83,
127,80, 93,08, 70,08, 25,57.

 bl. Dans un ballon rond de 250 mL sous atmosphere d'argon, de l'acide
chlorhydrique concentré (45 mL) a été ajouté lentement a une solution de al
cl (8 g, 32,25 mmol) dans du THF (15 mL) a 0°C. Apres agitation pendant 45
minutes, le bain de glace a été retiré, et la réaction a été poursuivie toute la nuit a
température ambiante. Aprées vérification de la complétion de la chloration par CCM,
comme pour la synthese de al (Rf = 0,8), le produit désiré a été lavé en utilisant un
mélange de saumure et d'eau (80 mL ; 1/1) et extrait a 'aide d'EtOAc (3x 60 mL). Les
phases organiques ont été combinées et neutralisées avec du bicarbonate de sodium
concentré (1x 80 mL) et de I'eau (2x 50 mL). Le mélange jaunatre a ensuite été séché
avec NaxSOy, filtré, et concentré sous pression réduite pour obtenir une huile rouge qui a
été utilisée pour la réaction suivante sans purification supplémentaire (8,4 g, rendement
de 98%).'"H RMN (400 MHz, Chloroforme-d), & (ppm): 7.73 — 7.65 (m, 2H), 7.21 — 7.13
(m, 2H), 5.02 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 1.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz,
Chloroforme-d), & (ppm) 142.87, 138.13, 128.86, 94.23, 58.32, 26.81. (HRMS non
possible pour cause d’un composé trop volatile).

" on c1. Dans un ballon rond de 250 mL sous atmosphere d'argon, b1l (8,3
g, 31,14 mmol) a été mélangé avec PdCl,(PPhs). (0,65 g, 0,93 mmol) et
\/©/\ Cul (0,119 g, 0,62 mmol). La vaisselle a été évacuée 3 fois sous
atmosphére d'argon avant d'ajouter de I'EtsN (50 mL). Pendant que la
réaction était agitée sous atmosphére d'argon, de l'alcool propargylique (1,92 g, 34,25
mmol) a été ajouté au mélange avec une seringue. La réaction a ensuite été agitée a
température ambiante et était compléete apres 17h, comme en témoigne le suivi par CCM
(EtOAc/cyclohexane/EtsN ; 30/68/2 ; Rf = 0,4). Le mélange réactionnel orange a ensuite
été filtré a travers de la célite (545) et rincé a I'aide d'EtOAc. Le filtrat rouge a été concentré
sous pression réduite avant d'étre purifié sur gel de silice (EtOAc/cyclohexane/EtsN ;
10/88/2 a 30/68/2) pour obtenir une huile sombre rouge (5,5 g, rendement de 91%).'H
RMN (400 MHz, Chloroforme-d), & (ppm): 7.46 — 7.39 (m, 2H), 7.41 — 7.33 (m, 2H), 5.07
(g,J=6.8Hz, 1H), 4.50 (s, 2H), 1.83 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, Chloroforme-
d), & (ppm) 143.18, 132.07, 126.68, 122.61, 87.83, 85.37, 58.30, 51.80, 26.47. (HRMS
non possible pour cause d’'un composé trop volatile). PdCl>(PPhs), a été synthétisé en
adaptant une procédure déja décrite,[38¢ et son spectre de masse est montré en partie
4.2, Figure PE.4. 12.

Cl

o dl.cl(2g, 10,27 mmol) a été dissous dans du THF anhydre (30

O mL) a 0°C, puis ajouté goutte a goutte a une solution de DMT-CI
(4,18 g, 12,32 mmol) dans de la pyridine anhydre (1,1 mL, 13,36

Q L — <:> < mmol) et du THF anhydre (10 mL) sous atmosphere d'argon. Le
O ¢ mélange a été agité toute la nuit a température ambiante. Apres

5 vérification de la complétion de la protection par CCM
(EtOAc/Cyclohexane/EtsN ; 10/89/1), la réaction a été stoppée

par l'addition d'eau (100 mL) et le produit désiré a été extrait avec de I'EtOAc (3x 50 mL).
Les phases organiques ont été combinées, séchées avec du NaxSOs, filtrées, puis
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concentrées sous pression réduite pour obtenir une huile orange. Le produit brut a été
purifié sur gel de silice (EtOAc/Cyclohexane/EtsN ; 5/94/1 a 25/64/1) pour obtenir une
poudre légérement orangée (3,8 g, rendement de 74%). *H RMN (300 MHz, Acétone-ds),
O (ppm): 7.55 — 7.42 (m, 2H), 7.45 — 7.24 (m, 11H), 6.96 — 6.83 (m, 4H), 5.27 (q, J = 6.8
Hz, 1H), 4.03 (s, 2H), 3.79 (s, 6H), 1.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone-
ds), © (ppm) 159.51, 145.63, 143.95, 136.20, 132.46, 132.43, 130.68, 128.59, 128.50,
127.48, 123.41, 113.81, 87.57, 87.36, 84.96, 58.86, 55.29, 53.65, 26.35. (HRMS non
possible pour cause d’un composé trop volatile).

o el. Dans un ballon rond de 250 mL
O préalablement séché, une solution dégazée de
dl (0,37 g, 0,73 mmol, 1,0 équivalent) et T2
Q = < > ON)V;}N/\/\OH (0,359, 1,1 mmol, 1,5 équivalents) dans du THF
O K@ anhydre (10 mL) a été ajoutée goutte a goutte a
o une solution dégazée de CuBr (0,69 g, 4,82
mmol, 1,5 équivalents), Cu(0) (0,31 g, 4,82
mmol, 1,5 équivalents) et de N,N,N’,N”,N’-pentaméthyldiéthylenetriamine (PMDETA)
(2,01 mL, 9,64 mmol, 3,0 équivalents) dans du THF anhydre (10 mL) sous atmosphére
d'argon. Le mélange réactionnel a été agité toute la nuit a température ambiante et suivi
par CCM (Cyclohexane/EtOAC/EtzN ; 6/4/0,2 ; Rf = 0,3). Aprés 24 heures, le réactif de
départ d1 avait presque entierement réagi, donc la réaction a été stoppée, et le produit
brut a été filtré directement sur de la Célite 545, lavé avec du THF, puis évaporé sous
pression réduite. Le résidu vert a été lavé avec un mélange d'eau/saumure (1:1) et extrait
avec de l'éther diéthylique (Et2O). Les phases organiques combinées ont été séchées
avec du Na;SO., filtrées, évaporées sous pression réduite, et purifiées sur gel de silice
(Cyclohexane/EtOAC/EtsN ; 9/1/0,2 a 6/4/0,2) pour obtenir 0,49 g d'el sous forme de
poudre cristalline blanche, avec un rendement de 86%. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour
Cs1He1N20Os* 781.4575; trouveé, 781.4575. *H RMN (400 MHz, Acétone-d6) & 7.55 — 7.48
(m, 2H), 7.44 — 7.18 (m, 16H), 6.96 — 6.87 (m, 4H), 4.82 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.01 (s, 2H),
3.79 (s, 6H), 3.63 (s, 2H), 3.57 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.04 — 2.87 (m, 1H), 2.66 — 2.58 (m,
2H), 1.71 — 1.43 (m, 6H), 1.45 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.94 (s, 3H),
0.66 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone-ds), 5 (ppm) 159.36, 146.50, 145.49, 141.18,
136.07, 131.91, 130.50, 129.05, 128.57, 128.43, 128.33, 127.30, 127.27,127.17, 121.98,
113.64, 87.34, 86.28, 85.27, 83.27,61.71, 60.70, 60.38, 55.13, 54.84, 53.50, 47.98, 41.46,
34.64, 23.07, 20.82.

Espaceur TISP. Une solution d'O-2-
cyanoéthyl-N,N-

\O
OO ( ) diisopropylchlorophosphoramidite (0,22
WOQNMOP( g, 0,93 mmol, 1,5 équivalents) dans du
O K@ %N{ DCM anhydre (10 mL) a été refroidie a

/O

0°C et ajoutée goutte a goutte a une
solution d’el (0,49 g, 0,62 mmol, 1,0 équivalent) et de DIPEA (2,3 mL, 13,2 mmol, 5,0
équivalents) dans du DCM anhydre (10 mL) également a 0°C sous atmosphére d'argon.
Le bain de glace a été retiré directement apres l'addition. Aprés 2 heures d'agitation a
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température ambiante, la réaction a été arrétée, et le mélange a été évaporé sous
pression réduite pour obtenir une huile jaune contenant de la DIPEA. Le produit brut a été
purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (Cyclohexane/EtOAC/DIPEA ;
95/5/2 a 65/35/2) pour obtenir 0,29 g de TISP sous forme de poudre cristalline, avec un
rendement de 48%. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour CsoH7sN4OsP* 981.5654; trouvé,
981.5683. *H RMN (400 MHz, Acétone-d6) & 7.55 — 7.48 (m, 2H), 7.40 — 7.20 (m, 16H),
6.96 — 6.87 (m, 4H), 4.82 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.00 (s, 2H), 3.79 (s, 6H), 3.84 — 3.70 (m,
2H), 3.69 — 3.58 (m, 2H), 3.63 (s, 2H), 2.91 (m, 1H), 2.71 (t, J = 6.1, 2H), 2.60 (m, 2H),
1.81 — 1.47 (m, 6H), 1.45 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.18 (dd, J = 6.8, 3.1 Hz, 12H),
1.10 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.66 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone-ds), & (ppm) 160.14,
147.29, 146.28, 142.57, 136.85, 132.68, 131.28, 129.60, 129.27, 129.21, 129.10, 128.07,
127.77, 122.75, 119.34, 114.41, 88.12, 87.05, 86.06, 84.01, 62.85, 61.49, 61.17, 59.77,
55.89, 55.78, 54.27,50.47, 47.50, 44.10, 35.47, 25.34, 23.82, 21.65, 21.14. 3P RMN (162
MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.76.

o el-F. La méme procédure que pour la
synthese de el mais T3 au lieu de T2. Le
O produit brut a été purifié par chromatographie

Q N\ O‘b“/\/\w sur colonne de gel de silice
‘ \—/ (Cyclohexane/EtOAC/TEA ; 85/15/2 a
: 50/50/2) pour obtenir 0,94 g de el-F sous
~° " forme de poudre cristalline, avec un
rendement de 70 %. 'H NMR (400 MHz, Acétone-dg) & 7.56 — 7.49 (m, 2H), 7.45 — 7.17
(m, 13H), 7.12 — 7.03 (m, 2H), 6.99 — 6.89 (m, 4H), 4.83 (q, J = 6.7 Hz, 1H), 4.02 (s, 2H),
3.80 (s, 6H), 3.62 (s, 2H), 3.57 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.03 — 2.86 (m, 1H), 2.61 (td, J = 6.6,
1.3 Hz, 2H), 1.71 — 1.39 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.96
(s, 3H), 0.67 (s, 3H). L’analyse RMN 13C effectuée pour cet intermédiaire n'est pas
montrée car le spectre obtenu ne montre pas tous les signaux attendus en raison de la
concentration trop faible de I'échantillon. Cependant, I'analyse compléte du TISP-F ci-
aprés permet de confirmer avec certitude la bonne obtention de l'intermédiaire el-F.

o TISP-F. La méme procédure que pour la
O cN synthése de TISP mais avec el-F au lieu

[O de el. Le produit brut a été purifié par

Q N O o N/\/\o/FI’\NJ\ chromatographie sur colonne de gel de
O K©\ I silice (Cyclohexane/EtOAC/DIPEA

P . 95/5/2 a 65/35/2) pour obtenir 0,5 g de
TISP-F sous forme de poudre cristalline,

avec un rendement de 43%. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour CeoH76N4OePF* 999.5559;
trouvé, 999.5573. 1H NMR (400 MHz, Acétone-ds) & 7.55 — 7.43 (m, 2H), 7.45 — 7.18 (m,
14H), 7.10 — 7.02 (m, 2H), 6.95 - 6.87 (m, 4H), 4.82 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 4.01 (s, 2H), 3.79
(s, 6H), 3.89 — 3.64 (m, 2H), 3.67 — 3.55 (m, 4H), 2.93 — 2.82 (m, 1H), 2.72 (td, J = 6.0,
2.6 Hz, 2H), 2.59 (tt, J = 6.7, 3.3 Hz, 2H), 1.76 — 1.36 (m, 6H), 1.45 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
1.33 (s, 3H), 1.18 (dd, J = 6.8, 5.2 Hz, 12H), 1.12 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.66 (s, 3H). *C
RMN (101 MHz, Acétone) 6 161.32, 159.73, 146.86, 145.87, 138.18, 136.45, 132.29,
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130.88, 130.80, 128.80, 128.70, 127.66, 122.36, 118.94, 115.57, 115.36, 114.02, 87.72,
86.67, 85.67, 83.62, 62.46, 61.08, 60.76, 59.16, 55.50, 54.53, 53.88, 50.11, 47.11, 43.71,
34.98, 25.02, 23.43, 21.27, 20.74. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.80.

\ / a2. Adapté de la littérature.[*871 Dans un ballon rond de 500 mL, 2-propyn-
\[< 1-ol (4,0 mL, 69,4 mmol, 1,0 équivalent) a été solubilisé dans du DCM
anhydre (100mL) et refroidit a 0°C. TBDMSCI (10,45 g, 69,4 mmol, 1,0
équivalent) et imidazole (9.44 g, 138,71 mmol, 2,0 équivalents) ont été successivement
ajoutés a la solution. Le bain de glace a directement été retiré et la réaction a été agitée
1h30 a température ambiante. La solution a ensuite été lavée avec de la saumure (50
mL), extrait avec du DCM trois fois. Les phases organiques combinées ont été lavée avec
une solution de NH4ClI (2 fois 50 mL), séchées avec Na>SO4 et concentrées sous pression
réduite pour obtenir une huile transparente (rendement >99%). Le composé étant
hautement volatile, le DCM n’a pas pu étre totalement éliminé. Le produit brut a été utilisé
sans purification supplémentaire pour synthétiser I'intermédiaire b2. *H RMN (400 MHz,
Chloroforme-d) & 4.31 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.39 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 0.91 (s, 9H), 0.13 (s,
6H). 13C NMR (101 MHz, Acétone) & 83.35, 74.40, 51.90, 26.09, 18.71, -5.09.

\\

\/ b2. b2 a été synthétisé avec la méme procédure que pour cl1, mais

Z ﬁ< avec a2 au lieu de lalcool propargylique. Il a été purifié par

chromatographie sur colonne de gel de silice (Cyclohexane

¢ /EtOAC/EtsN ; 99/01/0,2 a 85/15/0,2) pour obtenir b2 sous forme

d’huile jaunatre, avec un rendement de 61%.'"H RMN (400 MHz, Acétone-d6), & (ppm)

7.53 - 7.41 (m, 4H), 5.27 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 4.58 (s, 2H), 1.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.93

(s, 9H), 0.17 (s, 6H). 3C RMN (101 MHz, Acétone) & 144.27, 132.47, 127.74, 123.68,
89.58, 84.78, 59.06, 52.57, 26.55, 26.16, 18.79, -4.91.

% c2. Dans un ballon rond de 100 mL préalablement séché sous
\(Q/\AO/S'\K atmosphére d'argon, b2 (1.15 g, 3.71 mmol, 1,0 équivalent) a été
I solubilisé dans du THF anhydre (30 mL) a température ambiante.
Un autre ballon rond de 100 mL préalablement séché, équipé d'un
ballon d'hydrogéne (H>), a été chargé avec du Pt/C (0,145 g, 0,74 mmol, 0,2 équivalent)
et purgé 3 fois avec de I'argon, puis de I'hydrogéne (Hz). Ensuite, la solution de b2 a été
ajoutée au ballon contenant Pt/C, toujours sous atmosphére d'hydrogene (H>), et a été
agitée a température ambiante pendant 24 heures. Aprés cela, la RMN du produit brut a
montré une conversion compléte du réactif de départ b2. La réaction a été stoppée en
purgeant I'atmosphere avec de l'argon. Le mélange a ensuite été filtré a travers de la
Célite 545, lavé avec du THF, puis évaporé sous pression réduite pour obtenir une huile
jaune avec 100% de rendement. Le produit brut a été identifié comme étant pure en RMN
et a donc été utilisé sans purification supplémentaire pour la déprotection donnant d2. *H
NMR (400 MHz, Chloroforme-d) 6 7.32 — 7.28 (m, 2H), 7.20 — 7.16 (m, 2H), 5.09 (q, J =
6.9 Hz, 1H), 3.63 (td, J = 6.3, 1.1 Hz, 2H), 2.71 — 2.52 (m, 2H), 1.84 (dd, J = 6.8, 1.2 Hz,
3H), 1.82 (ddd, J = 11.4, 5.4, 2.7 Hz, 2H, 0.98 — 0.87 (m, 9H), 0.10 — 0.02 (m, 6H).13C
NMR (101 MHz, Chloroforme-d) & 128.54, 128.51, 126.41, 126.22, 62.04, 58.58, 33.91,
26.27, 25.78, 24.29, -5.44.

198



Partie Expérimentale

on d2. A partir de c1: Dans un ballon rond de 100 mL préalablement
Y©/\/\ séché sous atmosphére d'argon, c¢1 (0,82 g, 4,21 mmol, 1,0 équivalent)
“ a été solubilisé dans du THF anhydre (40 mL) a température ambiante.
Un autre ballon rond de 100 mL préalablement séché, équipé d'un ballon d'hydrogene
(H2), a été chargé avec du Pt/C (0,164 g, 0,84 mmol, 0,2 équivalent) et purgé 3 fois avec
de l'argon, puis de I'hydrogene (H2). Ensuite, la solution de cl1 a été ajoutée au ballon
contenant Pt/C, toujours sous atmosphere d'hydrogene (H.), et a été agitée a température
ambiante pendant 24 heures. Aprés cela, la RMN du produit brut a montré une conversion
compléete du réactif de départ c1. La réaction a été stoppée en purgeant I'atmospheéere
avec de l'argon. Le mélange a ensuite été filtré a travers de la Célite 545, lavé avec du
THF, puis évaporé sous pression réduite pour obtenir une huile jaune. Le produit brut a
été purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (Cyclohexane/EtOAc ; 95/5 a
7/3) pour obtenir 0,22 g de d2 sous forme d'une huile jaunatre, avec un rendement de
27%. Un sous-produit majeur SP (1-(1-chloroéthyl)-4-propylbenzéne) correspondant a
une perte de H>0 du produit désiré a également été identifié, avec un rendement de 60%.
La Figure PE.3. 24 montre le spectre RMN de ce dernier. *H RMN (400 MHz, Chloroforme-
d) 6 7.33 - 7.20 (m, 2H), 7.20 — 7.08 (m, 2H), 4.88 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 2.58 (dd, J = 8.6,
6.7 Hz, 2H), 1.70 — 1.57 (m, 2H), 1.49 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

d2. A partir de ¢2 : dans un ballon rond de 100 mL préalablement séché sous atmosphére
d'argon, c2 (0,93g, 2.97 mmol, 1,0 équivalent) a été solubilisé dans du THF (25 mL) a
0°C. TBAF (1M dans THF, 4,0 mL, 4,00 mmol, 1.35 équivalent) a été ajouté goute a goute
a la solution contenant c2. Aprés 15min, le bain a glace a été retiré et la réaction agitée
pendant 2h30. Apres vérification par CCM, la réaction était compléte. La solution
résultante a été lavée avec NH4ClI (70 mL), NaHCO3 (70 mL) puis de la saumure (70 mL).
Les phases organiques ont été récupérées avec EtOAC, filtrées avec NaSO. puis
concentrées sous pression réduite. Le brut a été purifié par chromatographie sur colonne
de gel de silice (Cyclohexane/EtOAC/TEA ; 94/5/1 a 69/30/1) donnant une huile jaune
avec 76% de rendement. 'H RMN (400 MHz, Chloroforme-d), & (ppm) 7.42 — 7.27 (m,
2H), 7.26 — 7.10 (m, 2H), 5.09 (g, J = 6.9 Hz, 1H), 3.69 (td, J = 6.4, 2.3 Hz, 2H), 2.77 —
2.66 (m, 2H), 2.01 — 1.81 (m, 3H), 1.85 (d, J = 6.8 Hz, 2H). 3*C RMN (101 MHz,
Chloroforme-d) & (ppm) 142.13, 140.52, 128.80, 126.70, 62.32, 58.86, 34.20, 31.86,
26.55.

0 e2. Ce composé a été synthétisé en suivant la méme procédure
qgue d1, mais en utilisant d2 au lieu de cl. Il a été purifié par

O OW chromatographie s.ur colonr‘1e de gel de s'ilice (n-
a hexane/EtOAC/EtzN ; 99/01/0,2 a 85/15/0,2) pour obtenir e2 sous

O forme de poudre cristalline blanche, avec un rendement de

o 61%.'H RMN (400 MHz, Chlorome-d), & (ppm) 7.48 — 7.41 (m,
2H), 7.37 - 7.25 (m, 8H), 7.25 - 7.16 (m, 1H), 7.12 (m, 2H), 6.86 — 6.78 (m, 4H), 5.08 (q,
J =6.7 Hz, 1H), 3.79 (s, 6H), 3.09 (td, J = 6.3, 1.9 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.91
(m, 2H), 1.84 (d, J = 6.7 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, Chloroforme-d) & (ppm) 158.77,

145.76, 142.85, 140.58, 137.02, 130.46, 129.13, 128.62, 128.16, 127.05, 126.84, 113.42,
86.17, 62.84, 59.28, 55.64, 32.69, 32.06, 26.90.
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g2. Le composé a été synthétisé en suivant la
méme procédure que el, mais en utilisant e2 au

o

O lieu de d1. Il a été purifié par chromatographie
) OW\@J—ON)V;}N/\/\OH sur colonne de gel de silice (n-

O b hexane/EtOAC/EtsN ; 9/1/0,2 a 7/3/0,2) pour

/O

obtenir g2 sous forme de poudre cristalline

blanche, avec un rendement de 54%. HRMS
m/z: [M+H]* calculé pour CsiHesN2Os* 785.4888; trouve, 785.4883. 'H RMN (400 MHz,
Acétone-d6), & (ppm) 7.52 — 7.45 (m, 2H), 7.38 — 7.29 (m, 11H), 7.21 - 7.16 (m, 2H), 7.11
(d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.93 — 6.84 (m, 4H), 4.76 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.80 (s, 6H), 3.64 (s,
2H), 3.58 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.07 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.94 (t, J = 12.2 Hz, 1H), 2.72 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 2.63 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.72 — 1.38 (m, 6H), 1.43 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s,
3H), 1.09 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.61 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, Chloroforme-d) & (ppm)
159.54, 146.68, 143.71, 141.66, 141.61, 137.48, 130.95, 129.57, 129.09, 129.08, 129.05,
128.63, 127.70, 127.59, 127.50, 113.91, 86.64, 83.77, 63.16, 62.37, 61.13, 60.85, 55.63,
55.36, 48.60, 42.01, 35.02, 23.66, 21.44.

Espaceur TISP2. Ce composé a été synthétisé en suivant la méme procédure que pour
TISP, mais en utilisant g2 au lieu d'el. Il a été purifié par chromatographie sur colonne de
gel de silice (n-hexane/EtOAC/DIPEA ; 95/5/2 a 65/35/2) pour obtenir TISP2 sous forme

de poudre cristalline blanche, avec un

B _ rendement de 36%. HRMS m/z: [M+H]*
O (C:N calculé pour CeoHs2N4OsP* 985.5967,
(N~ pbond o, trouvé, 9855971 *H RMN (400 MHz,
O K@ N{ Acétone-d6) d (ppm) 7.51 — 7.43 (m, 2H),
7.39—7.25 (m, 10H), 7.25 — 7.15 (m, 4H),
~° 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.91 — 6.82 (m,
4H), 4.75 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.84 — 3.68 (m, 2H), 3.68 — 3.57 (m, 2H), 3.63
(s, 2H), 3.07 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.96 — 2.87 (m, 1H), 2.71 (m, 4H), 2.60 (m, 2H), 1.95 —
1.84 (m, 2H), 1.77 — 1.26 (m, 6H), 1.43 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.25 — 1.14 (m,
12H), 1.09 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.61 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm)
159.41, 146.54, 143.58, 142.14, 141.52, 137.33, 137.30, 130.79, 129.16, 128.90, 128.84,
128.46, 127.45, 127.34, 118.87, 113.74, 86.49, 83.55, 63.00, 62.28, 60.97, 59.33, 55.44,
55.37,50.10, 47.13, 43.68, 39.13, 35.11, 32.56, 25.04, 23.45, 21.31, 20.71. 3P RMN (162
MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.78.
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2.3. Synthése TISP3

OH

(ii)
T SR

o a
ODMT OH

v) \/Q/\/ (iv)

- -
Cl d

ODMT ObMT
T1I-T11 | g
(vi) Y@/\/ ﬂy
0
- A“.‘J\ d TISP 3
HO N oo
6 é 2-12

Schéma PE.Il. 3 : Approche choisie pour la synthése de nouveaux marqueurs d’octets clivables
TISP3.

i) PdCl, AgOAc, NaOAc, AcOH, 130°C; (ii) NaBH4, EtOH/THF, 0°C a t.a., 3h; (iii) HCI 37%, THF, 0°C
at.a., 4h; (iv) BH3z'SMey, THF anhydre, t.a., 17h; (v) Chlorure de diméthoxytrityle (DMT-CI), Pyridine
anhydre, THF anhydre, 0°C a t.a., 1h; (vi) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF anhydre, t.a ., 17h; (vii) 2-
Cyanoéthyle N,N-diisopropylechlorophosphoramidite, DIPEA, DCM anhydre, 0°C a t.a., 1h.

ST
OH b
(iii)
OH
SIT

L'intermédiaire a a été synthétisé selon une procédure décrite dans la littératurel33 et la

synthése des intermédiaires b, ¢, d et e ont été synthétisés selon notre article

précédent.[3%%] Les procédures et caractérisations des intermédiaires a, b, ¢, d et e ne sont

par conséquent pas montrées ici, mais seulement les intermédiaires 2 - f12 et TISP3 - 2-
12.

]
O f2. Dans un ballon rond de 250 mL séché, une
O ON@LWN W~ Solution dégazee de e (1,565 g, 3,21 mmol, 1,0
O K@ €q) et T2 (1,54 g, 4,82 mmol, 1,5 éq) dans du THF

0]

anhydre (33 mL) a été ajoutée goutte a goutte a

une solution dégazée de CuBr (0,69 g, 4,82
mmol, 1,5 éq), Cu0 (0,31 g, 4,82 mmol, 1,5 éq) et PMDETA (2,01 mL, 9,64 mmol, 3,0 €q)
dans du THF anhydre (33 mL) sous atmosphére d'argon. Le mélange réactionnel a été
agité toute la nuit a température ambiante. Apres 17h, et vérification de la complétion de
ATRA par CCM (n-hexane/EtOAc/Et3N ; 5/5/0,2), e n'était pas completement
consommeé, alors la réaction a été poursuivie pendant 24 heures supplémentaires a
température ambiante sous atmosphére d'argon. Aprés 41 heures, le réactif de départ e
avait presque entierement réagi. La réaction a été arrétée et le brut a directement été filtré
sur de la Célite 545, lave avec du THF, et évaporé sous atmosphere réduite. Le résidu
vert a été lavé grace a un mélange d'eau/saumure (1:1) et extrait avec de I'éther
diéthylique (Et20). Les phases organiques combinées ont été séchées avec du Na;SO4
anhydre, filtrées, évaporées sous vide, et purifiées sur colonne de gel de silice (n-
hexane/EtOAC/Et3N ; 9/1/0,2 a 7/3/0,2) pour obtenir 2,08 g de f2 sous forme d'une poudre
cristalline blanche, avec un rendement de 82 %. HRMS m/z: [M+H]* calculée pour
CsoHesN20s* 771.4732; trouvé, 771.4719. H RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.41
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—7.20 (m, 18H), 6.88 — 6.80 (m, 4H), 4.81 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.63 (s, 2H),
3.58 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.99 — 2.86 (m, 1H), 2.87 (t, J = 6.6 Hz,
2H), 2.62 (td, J = 6.5, 1.9 Hz, 2H), 1.71 — 1.38 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.34 (s,
3H), 1.09 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.69 (s, 3H); 13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm)
159.73, 146.73, 144.46, 141.86, 139.47, 137.52, 131.16, 130.09, 129.77, 129.29, 129.26,
128.80, 127.89, 127.72, 127.70, 114.09, 86.9, 84.00, 65.76, 62.48, 61.28, 61.08, 55.86,
55.55, 49.77, 48.73, 42.18, 37.34, 35.40, 31.88, 24.02, 21.61.

Espaceur TISP3-2. Une solution d'O-2-

o
O (CEN cyanoéthyl-N,N-
o diisopropylchlorophosphoramidite (0,94 g,
Q ONQJ*O*N N/\/\O'{N{ 3,96 mmol, 1,5 éq) dans du DCM anhydre
O K@ ﬂ (40 mL) a été refroidie a 0°C, puis ajoutée
P goutte a goutte a une solution de f2 (2,08 g,
2,64 mmol, 1,0 €q) et de
diisopropyléthylamine (DIPEA) (2,3 mL, 13,2 mmol, 5,0 éq) dans du DCM anhydre (40
mL), également a 0°C, sous atmosphere d'argon. Le bain de glace a été retiré directement
apres l'ajout. Apres 2 heures d'agitation a température ambiante, la réaction a été arrétée
et le mélange a été évaporé sous pression réduite pour obtenir une huile jaune, qui a
ensuite directement été purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice (n-
hexane/EtOAC/DIPEA ; 95/5/2 a 65/35/2) pour obtenir 1,12 g de TISP3-2 sous forme de
poudre cristalline blanche, avec un rendement de 45%. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour
Cs9HgoN4OsP* 971.5810; trouvé, 971.5760. 'H RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.44
—7.13 (m, 18H), 6.88 — 6.79 (m, 4H), 4.81 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.77 (s, 6H), 3.86 — 3.67
(m, 2H), 3.63 (s, 2H), 3.73 — 3.57 (m, 2H), 3.26 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.93 — 2.88 (m, 1H),
2.86 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.86 — 2.77 (m, 2H), 2.70 — 2.66 (m, 2H), 2.65 — 2.55 (m, 2H),
1.77 — 1.37 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.20 — 1.16 (m, 12H), 1.10 (s,
3H), 0.96 (s, 3H), 0.69 (s, 3H); 13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.31, 146.31,
144.06, 142.06, 139.02, 137.10, 130.74, 129.68, 129.30, 129.11, 128.84, 128.80, 128.39,
127.31, 127.29, 118.80, 113.68, 86.53, 83.54, 65.35, 62.39, 60.86, 60.68, 59.14, 55.47,
55.30, 50.00, 47.06, 43.60, 42.09, 36.94, 35.03, 24.98, 23.62, 21.23, 20.80. 3P RMN (162
MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.83.

o~ f3. Méme procédure que pour f2 mais en utilisant
O T3 au lieu de T2 et agité pour 24h. Le composé

f3 était obtenu sous forme de poudre blanche

Q ON@J*ON)V;}N/\/\O” avec 75% de rendement. HRMS m/z: [M+H]*
O b\ calculé pour CsoHe2N20sF* 789.4637; trouvé,

P " 789.4643. 'H RMN (400 MHz, Acétone-d6) &
(ppm) 7.36 — 7.32 (m, 4H), 7.30 — 7.12 (m, 11H),

7.09 — 7.00 (m, 2H), 6.86 — 6.78 (m, 4H), 4.78 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.76 (s, 6H, d), 3.60 (s,
2H), 3.54 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.91 (m, 1H), 2.85 (t, J = 6.7 Hz, 2H),
2.65 —2.55 (m, 2H), 1.65 — 1.45 (m, 6H), 1.44 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.08 (s,
3H), 0.94 (s, 3H), 0.67 (s, 3H); 13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 163.63, 161.22,
159.22, 146.25, 143.96, 138.98, 137.39, 137.05, 131.01, 130.69, 129.64, 128.79, 128.35,
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127.24, 115.58, 113.63, 86.50, 83.56, 65.27, 61.94, 60.82, 60.63, 55.39, 54.25, 49.42,
48.23, 41.74, 36.92, 34.99, 23.66, 21.25. 19F RMN (376 MHz, Acétone-d6) & (ppm) -
117.97.

Espaceur TISP3-3. Méme procédure que

O/
O (CEN pour TISP3-2 mais en utilisant 3 au lieu de
% f2. Le composé TISP3-3 était obtenu sous
O ° < > o “/\/\O’P\N forme de poudre blanche avec 40% de
/O

ﬂ rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé

] pour CsgH79N4sOePF* 989.5716; trouve,

989.5717. 'H RMN (400 MHz, Acétone-d6)

5 (ppm) 7.43 — 7.34 (m, 4H), 7.31 — 7.15 (m, 11H), 7.10 — 7.00 (m, 2H), 6.88 — 6.79 (m,

4H), 4.80 (q, J = 6.7 Hz, 1H), 3.87 — 3.72 (m, 2H), 3.77 (s, 6H), 3.75 — 3.56 (M, 2H), 3.62

(s, 3H), 3.26 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.01 (p, J = 6.6 Hz, 1H), 2.93 — 2.78 (m, 4H), 2.78 — 2.68

(m, 2H), 2.66 — 2.53 (m, 2H), 1.78 — 1.37 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H),

1.18 (ddd, J = 6.6, 5.6, 1.0 Hz, 12H), 1.11 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). 13C RMN

(101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 161.71, 159.83, 146.83, 144.57, 139.56, 138.64, 137.63,

131.27, 131.23, 130.14, 129.33, 128.84, 127.79, 119.33, 115.95, 114.12, 87.05, 84.05,

65.83, 62.86, 61.37, 61.18, 59.56, 55.83, 54.91, 50.54, 49.09, 47.53, 44.09, 42.90, 37.38,

35.51, 31.76, 25.41, 24.04, 21.68, 21.13. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm)
146.81. 1°F RMN (376 MHz, Acétone-d6) & (ppm) -118.12.

o~ f4. Méme procédure que pour f2 mais en utilisant

O T4 au lieu de T2 et agité pour 72h. Le composé

f4 était obtenu sous forme de poudre blanche

Q ON@J‘O“?;}“/\/\O“ avec 89% de rendement (comparé a f2 ou le

O K@\ temps de réaction était de 41h). HRMS m/z:

P ° [M+H]* calculé pour CsiHe2N20sFs* 839.4605;

trouvé, 839.4613. 'H RMN (400 MHz, Acétone-

d6) & (ppm) 7.67 — 7.54 (m, 4H), 7.40 — 7.32 (m, 2H), 7.29 — 7.13 (m, 11H), 6.86 — 6.78

(m, 4H), 4.79 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 6H), 3.72 (s, 2H), 3.54 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.24

(t, J=6.7 Hz, 2H), 2.96 — 2.88 (m, 1H), 2.85 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.61 (m, 2H), 1.69 — 1.38

(m, 6H), 1.44 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.67 (s, 3H). 13C

RMN (101 MHz, Acétone-d6) 5 (ppm) 159.06, 146.78, 146.06, 143.77, 138.82, 136.86,

130.46, 130.45, 129.38, 128.56, 128.07, 127.01, 126.96, 125.43, 125.39, 113.35, 86.27,

83.34, 65.05, 61.09, 60.59, 60.38, 55.05, 54.34, 49.88, 41.72, 36.60, 34.69, 23.28, 20.88.
9F RMN (376 MHz, Acétone-d6) & (ppm) -62.71.

Espaceur TISP3-4. Méme procédure

O/
‘ (CEN gue pour TISP3-2 mais en utilisant f4 au
lieu de f2. Le composé TISP3-4 était
[e]
OO < > O7N N/\/\OP\N{ obtenu sous forme de poudre blanche
/O

avec 46% de rendement. HRMS m/z:
o [M+H]* calculé pour CeoH79N4OsPF3*

1039.5684; trouvé, 1039.5694. 'H RMN

(400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.62 (g, J = 8.3 Hz, 4H), 7.41 — 7.33 (m, 2H), 7.30 — 7.23
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(m, 8H), 7.22 — 7.14 (m, 3H), 6.86 — 6.79 (m, 4H), 4.80 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.88 — 3.73
(m, 2H), 3.77 (s, 6H), 3.73 (s, 2H), 3.71 — 3.56 (m, 2H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.97 —
2.88 (m, 1H), 2.86 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.76 — 2.68 (m, 2H), 2.63 (m, 2H), 1.81 — 1.40 (m,
6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.18 (d, J = 1.0 Hz, 3H), 1.19 — 1.10 (m, 12H),
0.98 (s, 3H), 0.69 (s, 3H).13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.31, 147.34,
146.33, 144.04, 139.06, 137.13, 130.74, 129.69, 129.48, 128.85, 128.37, 127.30, 127.26,
125.70, 125.66, 118.78, 113.66, 86.58, 83.62, 65.33, 62.18, 60.88, 60.70, 59.03, 55.38,
54.78, 50.62, 48.75, 43.63, 36.97, 35.12, 24.99, 23.67, 21.34, 20.67. 3P RMN (162 MHz,
Acétone-d6) & (ppm) 146.92. 1°F RMN (376 MHz, Acétone-d6) & (ppm) -62.42.

o~ f5. Méme procédure que pour f2 mais en
utilisant T5 au lieu de T2 et agité pour 72h. Le

composeé f5 était obtenu sous forme de poudre

Q ONQJ*O*N "7 planche avec 75% de rendement. HRMS m/z:
O [M+H]* calculé pour CsgHerN20s* 847.5045;
s O trouvé, 847.5029. 'H RMN (400 MHz, Acétone-
d6) & (ppm) 7.69 — 7.55 (M, 4H), 7.44 (m, 4H),

7.40 — 7.30 (m, 3H), 7.29 — 7.18 (m, 11H), 6.86 — 6.79 (M, 4H), 4.82 (q, J = 6.7 Hz, 1H),
3.76 (s, 6H), 3.67 (s, 2H), 3.59 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.98 (m, 1H),
2.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.75 — 1.39 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.7 Hz,
3H), 1.34 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.70 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, Acétone-
d6) & (ppm) 159.37, 146.38, 144.11, 141.56, 140.85, 140.16, 139.11, 137.19, 130.80,
130.78, 129.93, 129.72, 129.64, 128.90, 128.42, 127.52, 127.40, 127.34, 127.31, 113.71,

86.62, 83.66, 65.39, 62.11, 60.96, 60.77, 55.42, 54.81, 48.49, 41.90, 36.97, 35.08, 23.69,
21.30.

c=N  Espaceur TISP3-5. Méme procédure que
pour TISP3-2 mais en utilisant f5 au lieu de f2.

~ (

o o)
O (( OfP\N{ Le composé TISP3-5 était obtenu sous forme
% de poudre blanche avec 34% de rendement.
O ONEi}" HRMS m/z: [M+H]* calculé pour CesHsaN4OsP*

: pour CesMgalN4Ue
O O 1047.6123; trouvé, 1047.6107. 'H RMN (400
o O MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.69 — 7.63 (m,
2H), 7.63 — 7.57 (m, 2H), 7.49 — 7.41 (m, 4H),
7.40 — 7.29 (m, 3H), 7.29 — 7.17 (m, 11H), 6.86 — 6.80 (m, 4H), 4.81 (g, J = 6.6 Hz, 1H),
3.85 — 3.70 (m, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.68 (s, 2H), 3.70 — 3.57 (m, 2H), 3.25 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 3.01 — 2.91 (m, 1H), 2.89 — 2.78 (m, 4H), 2.75 — 2.65 (m, 2H), 2.66 — 2.52 (m, 2H),
1.80 — 1.39 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.17 (m, 12H), 1.13 (s, 3H),
0.99 (s, 3H), 0.70 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.63, 146.63,
144.39, 141.91, 141.76, 140.25, 139.36, 137.42, 131.03, 129.95, 129.92, 129.86, 129.14,
128.65, 128.13, 127.74, 127.59, 127.56, 127.54, 119.14, 113.93, 86.85, 83.86, 65.64,
62.70, 61.20, 61.01, 59.38, 55.64, 55.19, 50.51, 47.51, 43.90, 37.18, 35.32, 25.23, 23.86,
21.54, 21.00. 3'P RMN (162 MHz, Acétone-d6) d (ppm) 146.80.
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o f6. Méme procédure que pour f2 mais en utilisant
O T6 au lieu de T2 et agité pour 72h. Le composé

f6 était obtenu sous forme de poudre blanche

O ONQJ*O*N VoM avec 69% de rendement. HRMS miz: [M+H]*
O calculé pour CssHesN2Os* 821.4888; trouve,

P ‘ 821.4895. 'H RMN (400 MHz, Acétone-d6) &
(ppm) 7.90 — 7.79 (m, 4H), 7.57 — 7.41 (m, 3H),

7.41 —7.33 (m, 2H), 7.27 — 7.14 (m, 11H), 6.87 — 6.78 (m, 4H), 4.80 (g, J = 6.6 Hz, 1H),
3.79 (s, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.57 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.00 (m, 1H),
2.86 (M, 2H), 2.67 (td, J = 6.6, 1.9 Hz, 2H), 1.82 — 1.40 (m, 6H), 1.45 (d, J = 6.7 Hz, 3H),
1.34 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) &
(ppm) 159.45, 146.45, 144.18, 139.32, 139.19, 137.25, 134.39, 133.71, 130.85, 129.76,
128.95, 128.61, 128.46, 128.41, 127.87, 127.85, 127.40, 127.36, 126.78, 126.30, 113.74,

86.66, 83.70, 65.44, 61.99, 61.01, 60.81, 55.44, 55.38, 48.42, 41.96, 36.98, 35.08, 23.66,
21.25.

o~ Espaceur TISP3-6. Méme procédure
O c=v que pour TISP3-2 mais en utilisant f6
o au lieu de f2. Le composé TISP3-6 était
Q ONQLO*“ ”/\/\O"%{ obtenu sous forme de poudre blanche
‘ avec 53% de rendement. HRMS m/z:
p ‘ [M+H]* calculé pour CesHs2N1OsP*
1021.5967; trouvé, 1021.5964. H
RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.89 — 7.79 (m, 4H), 7.65 — 7.34 (m, 5H), 7.30 —
7.11 (m, 11H), 6.87 — 6.78 (m, 4H), 4.81 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.79 (s, 2H), 3.76 (s, 6H),
3.80 — 3.53 (m, 4H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.07 — 2.92 (m, 2H), 2.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H),
2.72 — 2.57 (m, 4H), 1.81 — 1.47 (m, 6H), 1.45 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.14 (m,
12H), 1.10 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.70 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm)
158.58, 145.61, 143.35, 139.04, 138.30, 136.41, 133.58, 132.87, 130.03, 128.97, 128.14,
127.73, 127.67, 127.62, 127.06, 126.68, 126.57, 125.90, 125.39, 118.06, 112.96, 85.86,
82.87, 64.63, 61.64, 60.20, 60.03, 58.32, 54.70, 49.55, 47.93, 46.55, 42.88, 36.26, 34.46,
24.22, 23.01, 20.66, 19.94. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.61.

f7. Méme procédure que pour f2 mais en

O/
O utilisant T7 au lieu de T2 et agité pour 72h. It
était obtenu sous forme de poudre blanche
O ON@LON)V;}N/\/\OH avec 71% de rendement. HRMS m/z: [M+H]*
O O calculé pour CeoHes7N20s* 895.5045; trouveé,
o “ 895.5073. 'H RMN (400 MHz, Acétone-d6) &
O (ppm) 8.62 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.28 — 8.18
(m, 3H), 8.21 — 8.07 (m, 4H), 8.03 (t, J =7.6
Hz, 1H), 7.40 — 7.32 (m, 2H), 7.29 — 7.12 (m, 11H), 6.86 — 6.77 (m, 4H), 4.79 (9, J = 6.6
Hz, 1H), 4.37 (s, 2H), 3.74 (s, 6H), 3.52 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.06
—2.96 (m, 1H), 2.84 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.74 (td, J = 6.7, 2.1 Hz, 2H), 1.80 — 1.70 (m, 1H),
1.74 — 1.63 (m, 2H), 1.86 — 1.52 (m, 6H), 1.43 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 0.99 (s,
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3H), 0.85 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). 13C RMN (400 MHz, Acétone-d6) d (ppm) 159.43, 146.43,
144.16, 139.16, 137.24, 137.22, 135.07, 132.28, 131.85, 131.40, 130.84, 130.82, 130.39,
129.74, 128.94, 128.45, 128.40, 127.77, 127.38, 127.34, 126.85, 125.83, 125.63, 125.53,
125.37, 124.86, 113.73, 86.65, 83.68, 65.42, 61.52, 61.01, 60.81, 55.43, 53.71, 48.18,
42.02, 36.97, 35.11, 23.66, 21.25.

c=n Espaceur TISP3-7. Méme procédure que

o o( pour TISP3-2 mais en utilisant f7 au lieu

O OF(N{ de f2. Le composé TISP3-7 était obtenu

((ﬂ sous forme de poudre blanche avec 61%

Q ON@J‘O"?;}“ de rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé

O O pour CesHeaNsOP* 1095.6123; trouvé,

P 1) 1095.6128. *H RMN (400 MHz, Acétone-

g d6) & (ppm) 8.65 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.32

—8.01 (m, 8H), 7.41 — 7.34 (m, 2H), 7.30

—7.22 (m, 8H), 7.21 — 7.17 (m, 3H), 6.87 — 6.79 (m, 4H), 4.81 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 4.39 (s,

2H), 3.76 (s, 6H), 3.72 — 3.45 (m, 4H), 3.25 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.07 — 2.97 (m, 1H), 2.88

—2.83 (m, 3H), 2.78 — 2.70 (m, 2H), 2.62 — 2.55 (m, 2H), 1.93 — 1.52 (m, 6H), 1.45 (d, J =

6.7 Hz, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.23 — 1.01 (m, 12H), 1.03 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.71 (s, 3H).

13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.44, 146.44,144.17, 139.17, 137.24, 135.28,

132.29, 131.89, 131.42, 130.84, 130.42, 129.75, 128.95, 128.91, 128.45, 128.42, 127.72,

127.40, 127.35, 126.84, 125.83, 125.80, 125.67, 125.55, 125.38, 124.99, 118.91, 113.74,

86.66, 83.66, 65.44, 62.37, 61.03, 60.84, 59.08, 55.44, 54.07, 50.67, 47.34, 43.64, 36.99,
35.16, 24.77, 23.64, 21.29, 20.66. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.62.

f8. Méme procédure que pour f2 mais en

O/

O K(OH utilisant T8 au lieu de T2 et agité pour 72h.
C\/ Le composé f8 était obtenu sous forme de
Q ° ON)V;}N e, poudre blanche avec 84% de rendement.
O K@ HRMS m/z:. [M+H]* calculé pour
_0 CFs C52H6;|_N205|:6Jr 907.4479; trouvé, 907.4504.
1H RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 8.02 (s, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.41 — 7.33 (m, 2H),
7.29 — 7.19 (m, 11H), 6.87 — 6.79 (m, 4H), 4.80 (g, J = 6.7 Hz, 1H), 3.87 (s, 2H), 3.77 (s,
3H), 3.55 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.01 — 2.88 (m, 1H), 2.86 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 2.69 — 2.60 (m, 2H), 1.73 — 1.39 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H),
1.13 (s, 3H), 0.98 (s, .3H), 0.69 (s, 3H); 3C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.14,
146.18, 145.91, 143.85, 138.93, 136.97, 131.36, 130.58, 129.53, 128.70, 128.21, 127.13,
123.00, 120.92, 113.50, 86.42, 83.51, 65.17, 60.82, 60.71, 60.30, 55.19, 53.93, 50.29,

41.91, 36.80, 34.86, 23.50, 21.07. 1°F RMN (376 MHz, Acétone-d6) & (ppm) -63.28.
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c=n Espaceur TISP3-8. Méme procédure que
pour TISP3-2 mais en utilisant f8 au lieu

~ (
o 0
O °P<N{ de f2. Le composé TISP3-8 était obtenu
Krﬂ sous forme de poudre blanche avec 27%
Q ON@LO'}V;}N o, de rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé
O K@( pour Cs1H7eN4sOsPFe* 1107.5558; trouvé,
o ok 1107.5574. *H RMN (400 MHz, Acétone-

d6) & (ppm) 8.02 (s, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.41
—7.33 (m, 2H), 7.28 — 7.18 (m, 11H), 6.90 — 6.75 (m, 4H), 4.80 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.89
(s, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.77 — 3.52 (m, 4H), 3.25 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.92 (m, 1H), 3.07 —
2.78 (m, 2H), 2.86 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.74 — 2.59 (m, 4H), 1.78 — 1.40 (m, 6H), 1.46 (d, J
= 6.6 Hz, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.21 — 1.09 (m, 12H), 1.13 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.69 (s, 3H).
13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.37, 146.39, 144.07, 139.13, 137.18, 130.79,
129.73, 129.36, 128.90, 128.41, 127.34, 127.29, 125.93, 123.23, 121.16, 118.79, 113.70,
86.62, 83.69, 65.38, 62.30, 60.91, 60.72, 59.11, 55.40, 54.30, 50.88, 47.75, 43.54, 36.99,
35.08, 24.87, 23.67, 21.28, 20.74. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 147.03. 19F
RMN (376 MHz, Acétone-d6) 6 (ppm) -63.23.

f9. Méme procédure que pour f2 mais en

o

O utilisant T9 au lieu de T2 et agité pour 42h.

Le composé f9 était obtenu sous forme de

Q ON@J‘ON)V;}N/\/\O“ poudre blanche avec 65% de rendement.

O HRMS m/z: [M+H]* calculé pour CssH71N2Os*

) 827.5358; trouvé, 827.5357. 'H RMN (400

g MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.41 — 7.32 (m,

4H), 7.31 — 7.07 (m, 13H), 6.87 — 6.80 (m, 4H), 4.80 (g, J = 6.7 Hz, 1H), 3.76 (s, 6H), 3.59

(s, 2H), 3.56 (m, 2H), 3.26 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.99 — 2.87 (m, 1H), 2.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H),

2.65 — 2.58 (m, 2H), 1.70 — 1.40 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.09 (s,

3H), 0.95 (s, 3H), 0.69 (s, 3H); 13C RMN (101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 158.59, 149.40,

145.60, 143.33, 138.32, 137.50, 136.39, 130.03, 130.01, 128.97, 128.38, 128.13, 127.68,

126.58, 124.94, 112.96, 85.82, 82.86, 64.63, 61.54, 60.15, 59.97, 54.75, 53.96, 48.53,
41.06, 36.23, 34.30, 34.11, 30.96, 22.95, 20.51.

Espaceur TISP3-9. Méme procédure

O/
O (CEN gue pour TISP3-2 mais en utilisant 9
o au lieu de f2. Le composé TISP3-9 était
O ° < > o N/\/\O*P\N obtenu sous forme de poudre blanche
/O

ﬂ avec 44% de rendement. HRMS m/z:

[M+H]* calculé pour CessHgsN4OgP*

1027.6436; trouvé, 1027.6412. 'H

RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.41 — 7.29 (m, 4H), 7.29 — 7.06 (m, 13H), 6.86 —
6.80 (m, 4H), 4.80 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.84 — 3.75 (m, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.63 (m, 2H),
3.59 (s, 2H), 3.25 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.01 (m, 1H), 2.97 — 2.77 (m, 2H), 2.86 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 2.70 (m, 2H), 2.59 (m, 2H), 1.76 — 1.40 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s,
3H), 1.21 — 1.16 (m, 12H), 1.11 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.69 (s, 3H); 1*C RMN (101 MHz,
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Acétone-d6) & (ppm) 158.58, 149.13, 145.59, 143.35, 138.29, 138.20, 136.39, 130.01,
128.95, 128.26, 128.12, 128.07, 127.66, 126.56, 124.83, 118.05, 112.95, 85.83, 82.82,
64.63, 61.75, 60.14, 59.98, 58.60, 54.72, 54.12, 49.27, 46.44, 42.88, 36.23, 34.40, 34.09,
30.99, 24.09, 22.95, 20.55, 20.04. 31P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.81.

f10. Méme procédure que pour f2 mais en
utilisant T10 au lieu de T2 et agité pour 42h.

O/
g i
(( Le composé f10 était obtenu sous forme de
O ° < > ON)V;}N poudre blanche 41% de rendement. HRMS
O miz: [M+H]* calculé pour CssH7oN2Os*
/O

883.5984; trouvé, 883.5991. 'H RMN (400

MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.40 — 7.30 (m,
3H), 7.28 — 7.13 (m, 14H), 6.86 — 6.77 (m, 4H), 4.78 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 6H), 3.67
—3.56 (m, 4H), 3.24 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.93 — 2.87 (m, 1H), 2.84 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.63
(td, J = 6.2, 2.6 Hz, 2H), 1.73 — 1.40 (m, 6H), 1.43 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.29
(s, 18H), 1.01 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.66 (s, 3H).; 13C RMN (400 MHz, Acétone-d6) & (ppm)
159.05, 150.81, 146.06, 143.79, 139.79, 138.78, 136.84, 130.45, 129.37, 128.55, 128.06,
126.97, 126.95, 123.29, 120.86, 113.35, 86.26, 83.30, 65.05, 62.35, 60.61, 60.43, 55.44,
55.05, 48.49, 41.29, 36.60, 34.93, 34.68, 31.44, 23.30, 20.92.

(CEN Espaceur TISP3-10. Méme procédure que
JS pour TISP3-2 mais en utilisant 10 au lieu de f2.
Le composé TISP3-10 était obtenu sous forme

de poudre blanche avec 24% de rendement.
< > HRMS m/z: [M+H]* calculé pour Cs7HosN4OsP*
1083.7062; trouvé, 1083.7064. 'H RMN (400

MHz, Acétone-d6) & (ppm) 7.42 — 7.30 (m, 3H),

7.30—-7.14 (m, 13H), 6.86 — 6.79 (m, 4H), 4.80
(q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.87 — 3.75 (m, 2H), 3.75 (s, 6H), 3.78 — 3.53 (m, 2H), 3.65 (s, 2H),
3.26 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.02 — 3.05 (m, 1H), 2.94 — 2.80 (m, 4H), 2.68 (g, J = 6.2 Hz, 2H),
2.61 (p, J=6.1 Hz, 2H), 1.81 — 1.38 (m, 6H), 1.46 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.33 (s, 3H), 1.33
(s, 18H), 1.20 (dd, J = 6.8, 1.2 Hz, 12H), 1.06 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.70 (s, 3H). 13C RMN
(101 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 159.33, 150.93, 146.35, 144.11, 140.87, 139.02, 137.13,
130.75, 129.68, 128.86, 128.38, 127.27, 123.29, 120.92, 118.78, 113.67, 86.58, 83.55,
65.37, 62.44, 60.92, 60.78, 59.36, 56.07, 55.40, 49.53, 46.57, 43.65, 36.96, 35.25, 35.14,
31.88, 24.84, 23.69, 21.35, 20.71. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) d (ppm) 146.96.

f11. Méme procédure que pour f2 mais en

O/
utilisant T1 au lieu de T2. Le produit brut a été
O purifié par chromatographie sur colonne de gel
a O@o_meOH de silice (EtOAC/MeOH/TEA; 80/2072 &
‘ 50/50/2) et le composé f11 a été obtenu sous
forme de poudre blanche avec 70% de
rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour

CusHs7N2Os* 681.4262 ; trouvé, 681.4279. 1H RMN (400 MHz, Acétone-de) 8 7.42 — 7.35
(m, 2H), 7.29 — 7.20 (m, 11H), 6.88 — 6.81 (m, 4H), 4.82 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 3.78 (s, 6H),
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3.63 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.27 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 6.6 Hz, 3H), 2.77 (t, J = 6.2
Hz, 2H), 1.48 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.70 — 1.09 (m, 6H), 1.33 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.08 (s,
3H), 0.69 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone) & 159.40, 146.41, 144.18, 139.12, 137.20,
130.81, 129.73, 128.91, 128.43, 127.35, 127.32, 113.72, 86.63, 83.66, 65.43, 62.65,
60.53, 60.36, 55.43, 48.87, 47.43, 46.20, 36.97, 34.99, 33.11, 23.71, 21.51.

Espaceur TISP3-11. Méme procédure
que pour TISP3-2 mais en utilisant f11

O/
CN
O [? au lieu de f2. Le produit brut a eté purifie
Q OMQ_LO_N H/\/\o/P\NJ\ par chromatographie sur gel de silice
‘ A (EtOAC/MeOHITEA ; 99/1/2 2 90/10/2) et
/O

le composé TISP3-11 était obtenu sous

forme de poudre blanche avec 10% de
rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour Cs;H74N4OsP* 881.5341; trouvé, 881.5347.
H RMN (400 MHz, Acétone-ds) & 7.42 — 7.34 (m, 2H), 7.28 — 7.18 (m, 11H), 6.86 — 6.79
(m, 4H), 4.82 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 4.03 — 3.77 (m, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.77 — 3.60 (M, 2H),
3.26 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.91 — 2.58 (m, 6H), 1.86 — 1.60 (m, 2H),
1.47 (dd, J =6.7, 2.0 Hz, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.37 — 1.11 (m, 4H), 1.22 (s, 3H), 1.23 - 1.15
(m, 12H), 1.09 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone) & 159.21, 146.22,
144.03, 138.92, 137.01, 130.61, 129.54, 128.72, 128.24, 127.14, 118.77, 113.52, 86.44,
83.46, 65.24, 62.48, 60.34, 59.02, 55.24, 48.58, 45.85, 44.05, 43.51, 36.78, 34.82, 24.72,
23.55, 21.35, 20.52. 3P RMN (162 MHz, Acétone-d6) & (ppm) 146.79.

f12. Méme procédure que pour f2 mais en
utilisant T11 au lieu de T2. Le produit brut a été

O/
O PN purifié par chromatographie sur colonne de gel
Q ° <:> o U %" de silice (n-hexane/EtOAC/TEA; 80/20/2 a
O k/@i 60/40/2) et le composé f12 a été obtenu sous
F F
/O F

forme de poudre blanche avec 72 % de

rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour
CsoHssN2OsFs* 861.4260 ; trouvé, 861.4260. *H RMN (400 MHz, Acétone-ds) 6 7.42 — 7.34
(m, 2H), 7.31 — 7.21 (m, 8H), 7.24 — 7.14 (m, 3H), 6.87 — 6.79 (m, 4H), 4.82 (q, J = 6.6
Hz, 1H), 3.76 (s, 6H), 3.76 (s, 2H), 3.47 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.94
(dt, J=11.3, 7.0 Hz, 1H), 2.87 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 2.62 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.65 — 1.55 (m,
4H), 1.48 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 1.47 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.18 (s, 3H), 1.04 (s,
3H), 0.70 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, Acétone) & 159.64, 146.64, 144.34, 139.42, 137.44,
137.43, 131.04, 131.03, 129.97, 129.14, 128.65, 127.61, 127.55, 113.93, 86.86, 83.94,
65.64, 61.26, 61.13, 60.92, 55.63, 51.04, 47.82, 42.18, 37.19, 35.28, 23.85, 21.43.
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Espaceur TISP3-12. Méme procédure

qgue pour TISP3-2 mais en utilisant f12
au lieu de 2. Le produit brut a été purifié
MQL j:>7 /\/\o/ SN par chromatographie sur colonne de gel
de silice (n-hexane/EtOAC/TEA ; 90/10/2
F

a 60/40/2) et le composé TISP3-12 était

obtenu sous forme de poudre blanche
avec 10% de rendement (le réactif de départ ne semblait pas avoir totalement été
consommeé apres 2 h de réaction, et un sous-produit correspondant au phosphite a pu
étre observé). HRMS m/z: [M+H]* calculé pour CsyH74N4OeFsP* 1061.5339; trouvé,
1061.5340. 'H NMR (400 MHz, Acétone-ds) & 7.38 — 7.31 (m, 2H), 7.27 — 7.10 (m, 11H),
6.83 — 6.75 (m, 4H), 4.79 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.86 — 3.67 (m, 2H), 3.74 (dd, J =2.8, 1.4
Hz, 2H), 3.72 (s, 6H), 3.58 (ddd, J = 13.7, 6.7, 3.2 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.83
(t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.63 — 2.54 (m, 2H), 1.71 — 1.38 (m, 6H), 1.44 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.32
(s, 3H),1.20-1.13 (m, 12H), 1.12 (s, 3H), 1.03 - 0.92 (s, 3H), 0.67 (s, 3H).23C NMR (101
MHz, Acétone) 6 159.39, 146.40, 144.08, 139.17, 137.20, 130.80, 129.74, 128.91, 128.43,
127.38, 127.35, 127.32, 118.85, 113.71, 86.64, 83.67, 65.41, 62.06, 60.90, 60.71, 59.13,
55.42,50.89, 46.57, 43.66, 43.53, 36.98, 35.11, 24.86, 23.63, 21.29, 20.68. 3P RMN (162
MHz, Acétone-d6) & (ppm) 147.02.

2.4. Synthese TISP4

A. ) .
ﬁ% : =
e _— P N aN
HO' N
o) HO/\/\/\H

Br

T12

B. Y@/\/ODMT Y@/\/ODMT
OoDMT i i
Y@/\/ (vi) /(M/ﬁ (i) /L /j\ O
T13 HO "N TISP 4

Cl
e

f13

Schéma PE.Il. 4 : Stratégie de synthése de A. T13 et B. de I'Espaceur TISP4.
i) Na(CH3COO)3;BH, CH3COOH, amino propanol, 1,2-dichloroéthane, t.a., 17h; ii) Acétonitrile, K,COs,
83°C, 17h ; (vi) CuBr, Cu(0), PMDETA, THF, t.a ., 17h; (vii) 2-Cyanoéthyle N,N-
diisopropylechlorophosphoramidite, DIPEA, DCM anhydre, 0°C a t.a., 1h.

HO/\/\/\N

N hexanol au lieu de amino-1-propanol. T12 a été obtenu sous

forme de solide orange avec un rendement de 83%. HRMS m/z
: [M+H]* calculé pour Ci5H32N202¢* 272.2458 ; trouvé 272.2457.

q T12. Le protocole est le méme que pour T1 mais avec amino-1-
N—O
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T13. Le protocole est le méme que pour T10 mais en utilisant
T12 au lieu de T1. Le produit brut a été purifie par
chromatographie  sur colonne de gel de silice
(cyclohexane/EtOAc : 9/1 a 1/1 avec 1% d'EtzN) pour obtenir
1,61 g de T13 sous forme d'huile orange avec un rendement de
93%. HRMS m/z : [M+H]* calculé pour C3oHeaN202¢* 474.4180 ; trouveé 474.4181.

HO/\/\/\N

o~ f13. Méme procédure que pour f2 mais en
O utilisant T13 au lieu de T2. Le produit brut a

Q . C o A~ éte purifié par chromatographie sur colonne
de gel de silice (n-heptane/EtOAC/TEA :

95/5/2 a 50/50/2) pour obtenir 0.6 g de f13

sous forme de poudre blanche avec 53% de

rendement. HRMS m/z: [M+H]* calculé pour

CssgH7oN2Os* 883.5984; trouvé, 883.5991. 1H NMR (500 MHz, Acétone) 6 7.37 (d, J = 7.6
Hz, 2H), 7.31 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.26 — 7.16 (m, 13H), 6.85 — 6.80 (m, 4H), 4.79 (q, J =
6.6 Hz, 1H), 3.76 (s, 6H), 3.50 (g, J = 6.6 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 3.25 (t, J = 6.7
Hz, 2H), 2.86 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.45 (td, J = 6.8, 2.6 Hz, 2H), 1.62 — 1.34 (m, 15H), 1.30
(d,J=1.4 Hz, 21H), 1.05 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.67 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, Acétone)
0 159.75, 151.25, 146.76, 144.55, 141.47, 139.46, 137.54, 131.15, 130.06, 129.25,
128.76, 127.66, 123.70, 121.24, 114.04, 86.96, 83.97, 65.76, 62.78, 61.33, 61.16, 56.05,
55.75, 50.12, 42.53, 37.28, 35.60, 35.42, 34.20, 32.89, 32.16, 28.20, 26.96, 24.03, 21.66.

o Espaceur TISP4. Méme procédure que
O v pour Espaceur TISP3-2 mais en utilisant
o f13 au lieu de f2. Le produit brut a été
Q ONQ—LO—N NN N e, .
\N{ purifié par chromatographie sur colonne
O _< de gel de silice (n-heptane/EtOAC/TEA ;
_0 95/5/1 a 70/30/1) et le composé TISP4

était obtenu sous forme de poudre
blanche avec 20 % de rendement. Une fraction impure correspondant au phosphite a pu
étre isolée (Figure PE.3. 83). Afin d’'améliorer les rendements obtenus, du n-hexane et de
la DIPEA seraient adéquat pour une meilleure purification. HRMS m/z: [M+H]* calculé
pour C7oH102N4O6sP* 1125.7532 ; trouvé, 1125.7517. 1H NMR (500 MHz, Acétone) & 7.40
—7.34 (m, 2H), 7.31 (t, J= 1.9 Hz, 1H), 7.25 (s, 2H), 7.27 — 7.14 (m, 11H), 6.86 — 6.79 (M,
4H), 4.79 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.89 — 3.74 (m, 2H), 3.76 (s, 6H), 3.70 — 3.56 (m, 3H), 3.60
(s, 2H), 3.25 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.89 — 2.80 (m, 4H), 2.72 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 2.46 (td, J =
6.7, 2.6 Hz, 2H), 1.64 — 1.25 (m, 14H), 1.44 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.30 (d, J =
2.0 Hz, 18H), 1.18 (dd, J = 6.8, 5.4 Hz, 12H), 1.06 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.68 (s, 3H). 13C
NMR (126 MHz, Acétone) & 159.28, 150.78, 146.29, 144.08, 141.00, 138.99, 137.08,
130.68, 130.68, 129.59, 128.78, 128.29, 127.20, 127.19, 123.24, 120.78, 118.81, 113.58,
86.49, 83.50, 65.29, 64.01, 60.86, 60.70, 59.23, 55.62, 55.28, 49.68, 43.53, 42.09, 36.82,
35.13, 34.94, 31.91, 31.72, 27.52, 26.49, 24.80, 23.57, 21.21, 20.57. 3P RMN (162 MHz,
Acétone-d6) & (ppm) 146.96.
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3. Spectres RMN

3.1. Intermédiaires TISP et TISP2

cDCly
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2.88-T
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l N
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Figure PE.3. 1 : Spectre RMN 'H du composé al.
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Figure PE.3. 17 : Spectre RMN 13C du composé a2.
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Figure PE.3. 33 : Spectre RMN 13C du composé f2.
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Figure PE.3. 37 : Spectre RMN 13C du composé f3.
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Figure PE.3. 39 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-3.
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Figure PE.3. 40 : Spectre RMN H du composé f4.
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Figure PE.3. 41 : Spectre RMN 13C du composé f4.
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Figure PE.3. 42 : Spectre RMN H de I'Espaceur TISP3-4.

(CD3),CO
i
a,b,c, g, DIPEA
n,o,Yy, z,
. a, k'
1
f
e
d
m
p i'
x ‘
| "
T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 70 60 50 30 20 10 0

f1 (ppm)

Figure PE.3. 43 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-4.
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Figure PE.3. 45 : Spectre RMN 13C du composé f5.
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Figure PE.3. 47 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-5.
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Figure PE.3. 48 : Spectre RMN
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Figure PE.3. 52 : Spectre RMN H du composé f7.
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Figure PE.3. 53 : Spectre RMN 13C du composé f7.
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Figure PE.3. 54 : Spectre RMN H de I'Espaceur TISP3-7.
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Figure PE.3. 55 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-7.
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Figure PE.3. 57 : Spectre RMN 13C du composé f8.
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Figure PE.3. 58 : Spectre RMN 1H de I'Espaceur TISP3-8.
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Figure PE.3. 59 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-8.
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Figure PE.3. 61 : Spectre RMN 13C du composé f9.
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Figure PE.3. 62 : Spectre RMN H de I'Espaceur TISP3-9.
(CD;),CO
e
N
O/
h' g .
J
i CN
ab,cg
n,0,y, 2
¢, k'
i
£
f ) r
d mXx v, W
a' ¢ q te b 1 s T
P i d|g h
‘ N | l | |
180 170 160 150 140 130 120 110 100 %0 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figure PE.3. 63 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-9.
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Figure PE.3. 64 : Spectre RMN *H du composé f10.
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Figure PE.3. 65 : Spectre RMN 3C du composé f10.
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Figure PE.3. 68 : Spectre RMN 'H du composé f11.

(CD3),CO

v, w, d|

N

B
o
=)

tr'

L 1L

110000

100000

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

t-10000

180 170 160

T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

Figure PE.3. 69 : Spectre RMN 13C du composé f11.
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Figure PE.3. 70 : Spectre RMN H de I'Espaceur TISP3-11.
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Figure PE.3. 71 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP3-11.

245



P.E.3. Spectres RMN

(CD3),CO

j
-

2.07 -1
11.203
3.90 -1
332 =

900

800

700

600

500

400

300

200

100

L-100

T T~ 1 T T T T _ T T ‘" T ‘" T " T " T T T T T T T T T _ " T _ " T ‘" T _ ‘" T " T

- —— T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

Figure PE.3. 72 : Spectre RMN H du composeé f12.
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Figure PE.3. 73 : Spectre RMN 13C du composé f12.
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Figure PE.3. 76 : Spectres RMN 3P des Espaceurs TISP3-2-10.
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Figure PE.3. 77 : Spectres RMN 3P des Espaceurs TISP3-11-12.
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Figure PE.3. 78 : Spectres RMN °F des Espaceurs TISP3-4, TISP3-8 et TISP3-11.
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Figure PE.3. 80 : Spectre RMN 3C du composé f13.
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Figure PE.3. 81 : Spectre RMN H de I'Espaceur TISP4.
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Figure PE.3. 82 : Spectre RMN 13C de I'Espaceur TISP4.
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Figure PE.3. 83 : Spectre RMN 'H du sous-produit phosphoramidite identifié lors de la synthése de

TISP4.
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Figure PE.3. 84 : Spectre RMN 13C du sous-produit phosphoramidite identifié lors de la synthése de

TISP4.
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Figure PE.3. 85 : Spectres RMN 31P du composé TISP4 et de son sous-produit.
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4. Spectres MS
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Figure PE.4. 1 : Spectres MS du composé T1.
a) Spectres ESI-MS enregistrés en mode positif, spectre ESI-MS/MS de l'ion m/z b) 230.2 et c) 231.2
pour I'échantillon T1.
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Figure PE.4. 2 : Spectres MS du composé T2.
Spectre ESI-MS enregistré en mode positif pour I'échantillon T2 et spectre MS/MS de I'ion m/z 320.2
en inset. (les ions annotés en gris font partie du bruit de fond chimique).
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Figure PE.4. 3 : Spectres MS du composé T3.

a) Spectre ESI-MS en mode positif de I'échantillon T3. Les ions annotés en gris sont typiques du
bruit de fond chimique dans cette gamme m/z. b) Spectre ESI-MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 338.2
dans I'échantillon T3.
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Figure PE.4. 4 ;: Spectres MS du composé T4.
a) Spectre ESI(+)-MS de I’échantillon T4 et b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 388.2.
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Figure PE.4. 5 : Spectres MS du composé T5.

a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon T5 et b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ & m/z 396.3.
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Figure PE.4. 6 : Spectres MS du composé T6.
Spectre ESI-MS enregistré en mode positif pour I'échantillon T6 et spectre MS/MS de I'ion m/z 370.3
en inset. (les ions annotés en gris font partie du bruit de fond chimique).
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Figure PE.4. 7 : Spectres MS du composé T7.
Spectre ESI-MS enregistré en mode positif pour I'échantillon T7 et spectre MS/MS de I'ion m/z 444.3
en inset. (les ions annotés en gris font partie du bruit de fond chimique).
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Figure PE.4. 8 : Spectres MS du composé T8.
a) Spectre ESI-MS enregistré en mode positif et b) Spectre ESI-MS/MS de l'ion a m/z 456.2
pour I'échantillon T8 (les ions annotés en gris font partie du bruit de fond chimique).

L’intensité relative du pic & m/z 457.2 par rapport au pic a m/z 456.2 (indiquée en noir, Figure 1) est
comparable au rapport isotopique théorique (24.5%), ce qui suggére que l'ion m/z 457.2 correspondrait
au seul pic 13C du nitroxide protoné. Néanmoins, dans le spectre MS/MS de cet ion (non montré),
'abondance d’'un fragment (m/z 328.1) est trop élevée pour étre compatible avec le seul changement
isotopique 12C/13C et indiquerait donc la présence de I'’hydroxylamine.

258



Partie Expérimentale

a) 376.3
[M+H]*
359.3
2 0E5
|
u-l
~ W
E] i
g oo Ty E
g i
g i
E !
1.0E5 i
T9 ;
!
1
ﬁ??.:’a
250 300 350 400 250 iz
b) 147 1
8.0E3
6.0E3
3
s
- 3]
Z © -
54.0E3 = 3
£
376.3
30ev
2063 _ ~ b4
S - h 8(\! L)
T & 2 g 18 ¢ & % 2| 22
1 | 2 ¢ooa & o 5| 83
R | | R @ L5
100 200 300 m/z
c) 147.1
1.0E3 377 3@
laoev
o
3
8
=
2
g
E0.5E3
- o~ o~
@ o o g
o N o~ [e>]
T 2 g N N ]
A = T [
2
bt M. o oS 1L LT L . Bl;
100 200 300 mtz

Figure PE.4. 9 : Spectres MS du composé T9.
a) Spectre ESI-MS enregistré en mode positif pour I'échantillon T9 (les ions annotés en gris font
partie du bruit de fond chimique). Spectres MS/MS des ions b) m/z 376.3 et ¢c) m/z 377.3.

Le spectre de masse enregistré en mode positif montre bien le composé recherché sous sa forme
protonée [M+H]+ a m/z 376.3 (Figure 1a). Cette attribution n’a pas pu étre validée par mesures de
masse exacte du fait de l'interférence de 'adduit ammonium correspondant a la molécule protonée a
m/z 359.3(en gris, Figure 1a). Néanmoins, le spectre MS/MS de I'ion m/z 376.3 (Figure 1b) montre bien
I'élimination des radicaux CH3+ et HO+ (mexp = 17.0051 Da vs mthéo = 17.0027 Da # m(NH3) =
17.0265 Da) symptomatique du radical TEMPO. Par ailleurs, l'intensité de lion m/z 377.3 est
compatible avec le seul pic 13C de I'ion ciblé, comme confirmé par la comparaison des spectres MS/MS
enregistrés pour ces deux ions (Figure 1b-c). En d’autres termes, ces données n’apportent aucune
indication de la présence de la forme hydroxylamine du nitroxyde ciblé.
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Figure PE.4. 10 : Spectres MS du composé T10.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon T10 et b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 432.4.
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Figure PE.4. 11 : Spectres MS du composé T11.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon T11 (les pics annotés en gris appartiennent au bruit de fond
chimique) et b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 410.2.
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Figure PE.4. 12 : Spectres MS du catalyseur PdCI,(PPhs) utilisé pour la synthese des intermédiaires
cletb2.
Spectre ESI(+)-MS de I’échantillon PdCl»(PPhs). et spectre MS/MS de l'ion [M — Cl|+ & m/z 665.1.

4.3. TISP et TISP2
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Figure PE.4. 13 : Spectres MS de I'Espaceur TISP.
Spectres ESI-MS en mode positif et ESI-MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 981.6 dans I'échantillon TISP.
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Figure PE.4. 14 : Spectres MS de I'Espaceur TISP-F.
Spectres ESI-MS en mode positif et ESI-MS/MS de lion [M+H]+ a m/z 999.6 dans I'échantillon TISP-
F.
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Figure PE.4. 15 : Spectres MS de I'Espaceur TISP2.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP2 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 985.6. Les
impuretés sont analysées en MS/MS dans la Figure PE.4. 16.
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Figure PE.4. 16 : Spectres ESI-MS/MS des impuretés observées dans la synthése de I'Espaceur

TISP2.

Spectres ESI-MS/MS des ions a) m/z 753.5, b) m/z 916.5,
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Figure PE.4. 16-Suite : Spectres ESI-MS/MS des impuretés observées dans la synthése de
I’Espaceur TISP2.

Spectres ESI-MS/MS des ions ¢) m/z 1078.6, d) m/z 1147.7 et €) m/z 1309.8 détectés dans
I’échantillon TISP2.
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Figure PE.4. 17 : Spectres MS de I'Espaceur TISP3-2.
a) Spectre ESI(+)-MS de I’échantillon TISP3-2 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 971.6.
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3 correspond & la substitution du
i groupement diisopropylamine par un
20,565 méthoxy. L’acétonitrile ayant été
E utilisé & la place du méthanol pour la
préparation de cet échantillon,
[X+H]* l'impureté X n’a pas été générée lors
DMT+ 920.5 de lanalyse MS mais est bien
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Figure PE.4. 18 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-3.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-3 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ & m/z 989.6.
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Cing impuretés majeures
sont observées. X; a m/z
1145.4 (en rouge) présente
un excés de masse Am
+105.9 Da et son massif
isotopique  indique  un
atome Br : sa dissociation
conduit a la perte du
radical 451 Da ainsi qu’'a la
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Figure PE.4. 19 : Spectres MS de ’'Espaceur TISP3-4.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-4 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1039.6.
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Sept impuretés mineures sont
observées et leur dissociation

indigue un défaut structural
localisé dans la partie
phosphoramidite. X, a m/z

1286.4 (en noir) présente un
exces de masse Am +238.8 Da
et contient deux atomes Br. X, a
m/z 1153.5 (en rouge) présente
un excés de masse Am +105.9
Da et contient un atome Br : sa
dissociation en source conduit a
X', & m/z 851.4. Les excés de
masse Am +31.9 Da de X'; & m/z
1079.6 (en marron) et Am +15.9
Da de X; & m/z 1063.6 (en
orange) correspondraient
respectivement a deux et un
atome d’oxygéne. L'impureté X,
a m/z 994.6 (en gris) a un défaut
de masse Am -53 Da (absence
du groupement CH,-CH,-CN).
Limpureté Xg & m/z 978.5 (en
bleu) a un défaut de masse Am —
69 Da (substitution de —N(iPr),
par —OMe). Le défaut de masse
Am -83 Da de Xz a m/z 964.5
(en rose) na pas pu étre
caractérisé.

Figure PE.4. 20 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-5.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-5 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ & m/z 1047.6.
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Sept impuretés mineures sont
également observées et leur
dissociation indique un défaut
structural localisé dans la
partie phosphoramidite. X, a
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+238.8 Da et contient deux
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dissociation en source conduit
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m/z 1037.6 (en orange)
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défaut de masse Am -53 Da
(absence du groupement
CH,-CH,-CN). L'impureté X; a
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Figure PE.4. 21 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-6.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-6 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1021.6.
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Figure PE.4. 22 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-7.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-7 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1095.6.
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Figure PE.4. 23 : Spectres MS de I'Espaceur TISP3-8.

a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-8 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1107.6.
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Figure PE.4. 24 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-9.

a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-9 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1027.6.
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Sept impuretés mineures
sont observées et leur
dissociation  indiqgue  un
défaut structural localisé
dans la partie
phosphoramidite. X; & m/z
1322.5 (en noir) présente un
excés de masse Am +238.8
Da et contient deux atomes
Br. X, & m/z 1189.6 (en
rouge) présente un exces de
masse Am +105.9 Da et
contient un atome Br : sa
dissociation en  source
conduit a X', a m/z 887.5.
L’excés de masse Am +15.9
Da de X; a m/z 1099.6 (en
orange) correspondrait a un
atome d’oxygéne.
L'impureté X, a m/z 1014.6
(en bleu) a un défaut de
masse Am  -69 Da
correspondant a la
substitution de —N(iPr), par
—OMe. X5 a m/z 1000.6 (Am
—83 Da, en rose) et Xg a m/z
9255 (Am -158 Da, en
violet) n'ont pas pu étre
caractérisées.

Figure PE.4. 25 : Spectres MS de I'Espaceur TISP3-10.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-10 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1083.7.
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Cing impuretés mineures
sont observées et leur
dissociation indique un
défaut structural localisé
dans la partie
phosphoramidite. X; & m/z
1167.5 (en rouge) présente
un exces de masse Am
+105.9 Da et contient un
atome Br : sa dissociation
en source conduit & X'; &
m/z 865.3. L'exces de
masse Am +15.9 Da de X,
a m/z 1077.5 (en orange)
correspondrait & un atome
d’oxygéne. L'impureté X; a
m/z 1008.5 (en gris) a un
défaut de masse Am -53
Da (absence du
groupement CH,-CH,-CN).
Le défaut de masse Am —
158 Da de X, & m/z 903.4
(en violet) n’a pas pu étre
caractérisé

Figure PE.4. 26 : Spectres MS de ’Espaceur TISP3-11.
a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-11 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1061.5.
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Figure PE.4. 27 : Spectres MS de 'Espaceur TISP3-12.

a) Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP3-12 b) spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 881.5.
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Figure PE.4. 28 : Spectres MS du composé T12.

Spectre ESI-MS enregistré en mode positif pour I'échantillon T12 et spectre MS/MS de I'ion m/z 272.2
en inset. Les ions annotés en gris font partie du bruit de fond chimique de la source ESI.
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Figure PE.4. 29 : Spectres MS du composé T13.
Spectre ESI(+)-MS de I’échantillon T13 et spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 474.4 en inset.
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Figure PE.4. 30 : Spectres MS du composé f12.
Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon 12 et spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ & m/z 925.6 en inset. Un
signal de trés faible abondance indique la présence d’une molécule X de masse 1072.7 Da (en rouge,
Figure 1) : les données MS/MS indiquent que I'exces de masse Am = +148 Da est localisé a droite de
la liaison alcoxyamine.
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Figure PE.4. 31 : Spectres MS de I'Espaceur TISP4.
Spectre ESI(+)-MS de I'échantillon TISP4 et spectre MS/MS de l'ion [M+H]+ a m/z 1125.8 en inset.

Le spectre de masse enregistré en mode positif pour cet échantillon montre bien le composé recherché
sous sa forme protonée, [M+H]* a m/z 1125.8 (en vert, Figure PE.4. 31). Cette attribution est validée
par des mesures de masse exacte (non montrée ici) et par MS/MS.

Cependant, les signaux majoritaires sont observés a m/z 989.6 (Am —136.2 Da, en rouge) et m/z 1090.8
(Am =35 Da, en violet). Les données MS/MS (non montrées) indique que ces deux ions possedent le
groupement DMT (observé comme fragment & m/z 303.1) et que I'ion m/z 989.6 est un fragment de
I'ion m/z 1090.8 (soit une perte de 101.2 Da). Une attribution de ces impuretés a pu étre proposée dans
le Chapitre 3 (partie 5.1).
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4.6. Données complémentaires sur les polymeres
4.6.1. TISP (Chapitre 2)
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Figure PE.4. 32 : Spectres MS de P1.

a) Spectre MS/MS de l'ion [M — 4H]*- a m/z 470.6 correspondant au polymére recherché dans
I'échantillon P1 et son schéma de fragmentation en inset (ou I'encadré vert symbolise le bloc codant
de masse 552.0 Da). Spectres pseudo-MS? des ions b) m/z 541.1 (3-) pour le séquencage du bloc 1

et ¢) m/z 553.8 (3-) pour le séquencage du bloc 2. Les tableaux en inset illustrent la couverture de
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séquence de chaque bloc. Les fragments secondaires sont annotés en gris, y compris les
monomeres déprotonés annotés par #.
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Figure PE.4. 33 : Spectres MS/MS des impuretés observées dans P1 (Figure PE.4. 32).
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Figure PE.4. 34 : Spectres MS/MS du polymere ciblé et des impuretés observées dans I'échantillons
P2.

Le spectre ESI-MS est disponible dans le Chapitre 2 (Figure Il. 6). Spectres MS/MS des ions m/z
482.46— (bloc 1 : 8 M1, bloc 2 : 6 M3), m/z 454.96— (bloc 1 : 8 M1, bloc 2 : 5 M3) et m/z 641.14— (bloc
1:8 M1, bloc 2 : 4 M3). Dans les schémas de dissociation, les valeurs encadrées correspondent aux

masses des blocs codants.

Les impuretés A, B et C correspondent a différents polymeres ou il manque 1 a 4 unités « 1 » dans le
second bloc, comme validé par MS/MS pour les trois plus abondantes (Figure PE.4. 34).
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Figure PE.4. 35 : Spectres MS/MS des impuretés observées dans P3.
Le spectre ESI-MS est disponible dans le Chapitre 2 (Figure Il. 8).

Impureté A : spectre MS/MS de l'ion [A — 6H]%- a m/z 543.5. Mémes observations que pour I'analyse
MS/MS du polymére ciblé (Chapitre 2 Figure Il. 9), qui révele que I'excés de masse Am +158 Da est
localisé dans le segment 1 ou 2 (les valeurs encadrées correspondent aux masses des blocs codants).
Les fragments annotés en gris sont des fragments issus de ruptures de liaisons phosphate. b) Spectre
pseudo-MS?2 de I'ion m/z 680.32- contenant le bloc 2 et le défaut structural. Les annotations encadrées
de rouge pour les fragments de ce segment central indiquent que les ions a/b/c/d sont majoritairement
détectés avec un excés de masse de 1 Da tandis que les ions w/x/y/z sont majoritairement détectés
avec un défaut de masse de 1 Da. Néanmoins, seuls les ions w/x/y/z (en rouge) sont déplacés de +158
Da, ce qui indique que le défaut structural est localisé dans le "résidu alkyle" de I'alcoxyamine.
Fragments internes en gris ; # monoméres déprotonés (Figure PE.4. 35).

Impureté B : spectre MS/MS de l'ion [B — 4H]*~ a m/z 741.7, qui révele que le défaut de masse Am -

138 Da est localisé dans le bloc 1 ou le bloc 3 (les valeurs encadrées correspondent aux masses des
blocs codants) (Figure PE.4. 35).
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4.6.2. TISP3 (Chapitre 3)
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L’impureté mineure M’ de masse 4611.4 Da (en violet) présente un défaut de masse de 166 Da par rapport au polymere ciblé,

L’impureté majoritaire

MS/MS indiguent que ce défaut de masse est dans 3éme bloc.

ees

t l'absence d’une unité 1. Les donn
X de masse 5070.4 Da (en rouge) présente un exces de masse de 293.1 Da situé dans le 3éme bloc. L'impureté Y de masse 4904.2 Da

(en rose) présente un exces de masse de 126.9 Da situé dans le 3eme bloc (Figure PE.4. 36).

suggéran

Figure PE.4. 36 : Spectres MS/MS du polymere ciblé et des impuretés observées dans I'échantillon

P7

Le spectre ESI-MS est disponible dans le Chapitre 3 (Figure Ill. 7). Spectre MS/MS des ions [M —
6H]6— a m/z 795.4, [M’— 6H]®-a m/z 767.7, [X — 6H]® a m/z 844.2 et [Y — 6H]®- a m/z 816.5 dans
I’échantillon P7. $ désigne des fragments secondaires

277



1.0E4- 66

ity (a.u.)

o
o
m
kS

Intensi

MS/MS du polymeére ciblé

625.6>
776.9%

P.E.4. Spectres MS

4671 Da

M, 4671.0 Da
X, 4964.0 Da: Am +293.0 Da
Y, 3402.9 Da: Am -1268.1 Da

1133.61167.3

900

1100

777.7% 220 &V

853.54 778.6%
— —

00000000} 11111111}{ 00000000

P
776.94
928.3%-

625.62-

778.6%

BSE. 54

928.32
!

700

L’impureté

majoritaire X de
masse 4964.0 Da
(en rouge)
présente un exces
de masse de 293.0
Da situé dans le
3éme ploc.

Impureté X

625,62
616.5%

L —

800 900 m/z

7.
708.2 EZDEV

616.5%
—

00000000 -{1111‘\111 B3 + 293Da

P
625.6%- 776.9*

—

928.3

776.94
928.3%*

L’impureté mineure 700

Y de masse
34029 Da (en
rose) ne contient
que 2 blocs dont le
bloc 3 intact et le
bloc 2 avec un
défaut de masse
de 15 Da.

Impureté Y

778.7%-

920.92-

800 900

85

4.
0 ;23 eV

2
Wf? szt.s?

700

800 900 m/z

Figure PE.4. 37 : Spectres MS du polymere ciblé des impuretés observées dans I’échantillon P8.

Spectre ESI-MS(-) et Spectre MS/MS des ions [M

—6HIS-am/z777.7, [X - 7TH]"-am/z 708.2 et [Y —

4H]* a m/z 850.0 dans I'échantillon P8. Les fleches noires indiquent une perte de 31.0 Da a partir de
tous les fragments contenant le bloc "Am +293 Da".
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Figure PE.4. 38 : Spectres MS du polymere ciblé et de I'impureté X observée dans I'échantillon P9.
Spectre ESI-MS(-) et spectre MS/MS des ions [M — 6H]%- a m/z 815.2 et [X — 6H]®~ a m/z 864.1 dans
I'échantillon P9. Les pics repérés par un astérisque sont issus d’échanges H/Na et/ou H/K et ceux
annotés par # correspondent a un échange H/Cu. Les pics non annotés correspondent a des
fragments formés en source. Les fleches noires indiquent une perte de 31.0 Da a partir de tous les
fragments contenant le bloc "Am +293 Da".
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Figure PE.4. 39 : Spectres MS de I'échantillon P10.
Spectre ESI-MS(-) et spectre MS/MS de l'ion [M — 7TH]- a m/z 688.3 dans I'échantillon P10
correspondant au polymére ciblé.
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Figure PE.4. 40 : Spectres MS/MS des impuretés observées dans I'échantillon P10 (Figure PE.4. 39).
Spectres MS/MS des ions [X — 7H]-a m/z 730.0, [Y — 4H]* a m/z 888.0, et [Z — 5H]>- a m/z 768.8
dans I'échantillon P10. Les fleches noires indiquent une perte de 31.0 Da a partir de tous les
fragments contenant le bloc "Am +293 Da".

L’impureté majoritaire X de masse 5116.1 Da (en rouge) présente un exces de masse de 293.0 Da
situé dans le 3éme bloc. L’impureté mineure Y de masse 3402.9 Da (en rose) ne contient que 2 blocs
dont le bloc 3 intact et le bloc 2 avec un défaut de masse de 15 Da. L’impureté mineure Z de masse
3847.9 Da (en violet) présente un excés de masse de 293.0 Da, situé dans le dernier bloc, par rapport
a 'Y (Figure PE.4. 40).
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Figure PE.4. 41 : Spectres MS de I'échantillon P11.
Spectre ESI-MS(-) et spectre MS/MS de l'ion [M — 7TH]"- a m/z 692.2 dans I’échantillon P11
correspondant au polymere ciblé.
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Figure PE.4. 42 : Spectres MS/MS des impuretés observées dans I'échantillon P11 (Figure PE.4. 41).
Spectres MS/MS des ions [X — 7H]- a m/z 734.0, [Y — 7H]"- a m/z 666.4, et [Z — 7TH]7- a m/z 708.3
dans I'échantillon P11. Les fleches noires indiquent une perte de 31.0 Da a partir de tous les
fragments contenant le bloc "Am +293 Da".

L’impureté X de masse 5144.1 Da (en rouge) présente un excés de masse de 293.0 Da situé dans le
3eme bloc. L'impureté Y de masse 4671.0 Da (en rose) présente un défaut de masse de 180.1 Da
situé dans le 3eme bloc qui pourrait correspondre a un groupement phosphate lié au C6 (soit
'équivalent du polymére recherché dans I'échantillon P8). L’impureté mineure Z de masse 4964.0 Da
(en violet) présente un excés de masse de 293.0 Da, situé dans le 3éme bloc, par rapport a Y (Figure
PE.4. 42).
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Figure PE.4. 43 : Spectres MS/MS des différentes espéces observées dans les échantillons P12 et
P13.

Spectre MS/MS a) des ions [M — 6H]%- a m/z 796.2 dans I'’échantillon P12, b) [M’— 6H]®-a m/z 776.4
et c) [X’— TH]"- a m/z 704.7 dans I'’échantillon P13. Les fleches noires indiquent une perte de 31.0 Da
a partir de tous les fragments contenant le bloc 3 porteur du défaut "Am +293 Da".

Spectre ESI-MS des deux échantillons disponibles dans le Chapitre 3 (Figure 1ll. 8).
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Figure PE.4. 44 : Spectres ESI-MS en mode négatif des échantillons P15, P16 et P17. Les pics
annotés en gris (annotation non exhaustive) correspondent a des fragments formés en source.
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Figure PE.4. 45 : Spectres ESI(-)-MS des échantillons P18 et P19. Les blocs libérés en source sont
annotés en noir et les pics annotés en gris sont des fragments de trés faible état de charge.
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Figure PE.4. 46 : Spectres ESI(-)-MS de I'échantillon P21. Les blocs libérés en source sont annotés
en gris et les pics annotés en noir sont des fragments de tres faible état de charge.
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Figure PE.4. 47 : Spectres ESI(-)-MS de I'échantillon P24. De nombreux échanges H/Na (annotés
par un astérisque) sont observés. L’échantillon présente trop de sel de TCA pour étre ionisé
correctement.
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Figure PE.4. 48 : Spectres MS de I'échantillon P25.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]6— a m/z 790.9 dans I'’échantillon P25.
Les astérisques indiquent des échanges H/Na et H/K. Les blocs libérés en source sont annotés en
gris. Les impuretés observées sont décrites en inset.
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Figure PE.4. 49 : Spectres ESI(-)-MS de I'échantillon P26.
Les astérisques indiquent des échanges H/Na et H/K. Les blocs libérés en source sont annotés en
gris. Les impuretés observées sont décrites en inset.

01010000- TISP3-5-01001101- TISP3-6 -01000011

0 1 o o
OH [ L — v C ;_§:>—N/\/\o’$\o ..... /_©_<)—N N/\/\D’If\o
_ﬁ\ '|P|‘ OH
pefet oot g
C4H,0,P C:Hy,0,P T5 (TISP3-di-ph) T6 (TISP3-naphtyl)
CasHerNoOsP C3HasN,06P
138.0082 Da 166.0395 Da sﬁoseé.‘ézé Sa O 53830 .5‘352 Sa Q
780.7 g
12 eV
13, 7777
01010000 01001101 01000011
653.62 31,97
,———
910.3%-
653.6 781.9
s 844.0
91i3

" -

620 640 650 660 670 680 680 700 710 V20 730 740 750 760 770 780 760 800 810 820 830 B840 B850 850 870 880 890 900 910 920 930 mi

Figure PE.4. 50 : Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]%~ a m/z 780.7 dans I'échantillon P28.
Le spectre ESI-MS(-) est disponible dans le Chapitre 3 (Figure IIl. 14).

289



P.E.4. Spectres MS

01010000- TISP3-5 -01001101- TISP3-6 -01000011

0 1 o
_____ Y S oINS A I
,{r\/\n.g‘o.l- ‘{'7(‘0'%‘“0‘]’ SN &!)H ..... — TN ¢|;.H

C3H;0,P CsHyO4P T5 (T1SP3-di-ph) T6 (TISP3-naphtyl)
CasHa7N2O5P Cy3HasN205P
138.0082 Da 166.0385 Da 0063923 Da O el Q
780.7 g
12eV
843.9% 777.7%
01010000 01001101 01000011
653.6% 781.9*
910.3%

653.6 781.9

7T 844.0
910.3

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||

640 ' 650 ' 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910 Mz

Figure PE.4. 51 : Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]¢ a m/z 780.7 dans I'échantillon P29.
Le spectre ESI-MS(-) est disponible dans le Chapitre 3 (Figure Ill. 14).
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Figure PE.4. 52 : Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]%~ a m/z 799.2 dans I'échantillon P31.
Le spectre ESI-MS(-) est disponible dans le Chapitre 3 (Figure 1ll. 15).
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Figure PE.4. 53 : Spectres MS de I'échantillon P33.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]5- a m/z 790.5 dans I'échantillon P33. Les
astérisques désignent les échanges H/Na et H/K.
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Figure PE.4. 54 : Spectres MS de I'échantillon P34.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]5- a m/z 789.5.dans I'échantillon P34. Les
astérisques désignent les échanges H/Na et H/K.
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Figure PE.4. 56 : Spectres MS de I'échantillon P35.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]%- a m/z 785.8 dans
astérisques désignent les échanges H/Na et H/K.

I'échantillon P35. Les
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Figure PE.4. 57 : Spectres MS de I'échantillon P36.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]%~ a m/z 784.9 dans I'’échantillon P36. Les
astérisques désignent les échanges H/Na et H/K.
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Figure PE.4. 58 : Spectre ESI(-)-MS de I'échantillon P37.
Les impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 59 : Spectre ESI(-)-MS de I’échantillon P38.
Les impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 60 : Spectre ESI(-)-MS de I'échantillon P39.
Les impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 61 : Spectre ESI(-)-MS de I’échantillon P40.
Les impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 62 : Spectres MS de I'échantillon P41.
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]5- a m/z 770.9 dans I'échantillon P41. Les
impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 63 : Spectres MS de I'échantillon P42,
a) Spectre ESI(-)-MS et b) Spectre MS/MS de l'ion [P — 6H]% a m/z 775.2 dans I'’échantillon P42. Les
impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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Figure PE.4. 64 : Spectres MS de I'échantillon P43.
a) Spectre ESI(-)-MS et Spectre MS/MS de I'ion [P — 6H]%- a m/z 758 dans I’échantillon P43. Les
impuretés observées dans I'échantillon sont répertoriées en inset.
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5. Spectres UV (efficacité de couplage)
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Figure.PE.5. 1 : Spectres UV enregistrés dans du CH,Cl;, pour les fractions de DMT déprotégées lors

de la synthése d'oligoméres incorporant TISP3.

La séquence T1010-x-1010, ou x représente un macromonomere de la série TISP3 - 2-10. Fx et Fref

désignent les fractions de DMT collectées aprés la liaison du macromonomere x et aprés la liaison du
monomere précédent 0, respectivement. TISP3-2, TISP3-3, TISP3-4, TISP3-5, TISP3-6 et TISP3-7

ont tous été testés a une concentration de 0.1 mol-I*.
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Figure.PE.5. 2 : Spectres UV enregistrés dans du CH,Cl;, pour les fractions de DMT déprotégées lors
de la synthése d'oligomeéres TISP3.

La séquence T1010-x-1010, ou x représente un macromonomere de la série TISP3 - 2-10. Fx et Fref
désignent les fractions de DMT collectées apres la liaison du macromonomeére x et apres la liaison du
monomere précédent 0, respectivement. TISP3-8, TISP3-9 et TISP3-10 ont été testés & une
concentration de 0.1 mol-I't, TISP3-7* et TISP3-10* a 0.15 mol-Ft, et TISP3-7** a 0.2 mol-I*.
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6. Chromatogrammes HPLC

En plus de la spectrométrie de masse, I'uniformité des macromolécules numeériques
contenant les nouveaux Espaceurs TISP3 dans la chaine polymére a pu étre étudiée par
HPLC. Cependant, dans le cas des nouveaux support solides universels utilisés, les
résultats obtenus étaient moins pertinents, comparativement aux supports chargés de
bases nucléigues hautement sensibles aux UV. En effet, avec un bout de chaine a
correspondant a une fonction alcool, les spectres HPLC montraient des signaux larges
patatoides, difficiles a interpréter. Dépendant des marqueurs utilisés, certains groupes
aromatiques comme le TISP3-6 (naphtyle) ou le TISP3-7 (pyrényle) semblaient présenter
des résultats cohérents aux spectres de masses enregistrés, ce qui n’était pas toujours le
cas pour les autres dérivés benzyles. De ce fait, pour les recherches effectuées dans cette
theése impliquant le support solide universel, les données HPLC n’ont pas été interprétées.
A titre d’exemple, quelques spectres sont donnés pour des échantillons quasi
monodisperse discutés dans le Chapitre 3. Par ailleurs, la comparaison des échantillons
P28 et P29 suggérant une dégradation par la température de clivage est également
montrée ci-dessous.
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Figure PE.6. 1 : Spectres HPLC des polymeéres P28 et P29 a différentes températures de clivage.
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Figure PE.6. 2 : HPLC des polymeres P33, P34, P35, P36, P38 et P42.
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Résumeé

L’objectif de cette these a été de faciliter le séquengage de poly(phosphodiesters) synthétiques
numériques par MS/MS et IMS a l'aide d’'un nouveau marqueur clivable. Ces polymeéres utilisent un
alphabet de monoméres codants pour 0 et 1 rendant possible le stockage d’information. De tels
monomeres sont composés d’'un groupe phosphoramidite et d’'un groupe DMT, permettant d’utiliser
la chimie de phosphoramidite automatisée. Afin de faciliter la lecture des polyméres numériques, un
nouveau design compatible avec cette chimie, incorporant une liaison fragile NO-C et un marqueur
de masse a été congu. Une premiére approche, motivée par sa simple mise en ceuvre et ses bons
rendements, a été d’utiliser un alcyne dans la structure du marqueur. Cependant, le séquengage
pseudo-MS2 d’'un oligomére contenant cet espaceur a été compromis a cause de sa triple liaison.
La réduction de cette derniére n’a pas été encourageante, ce qui a redirigé les travaux de cette
thése vers la base structurelle d’'un design antérieur alkyle du laboratoire, quant a elle efficace. Cette
nouvelle stratégie a permis d’obtenir une chimiotheque de 12 marqueurs clivables. Leur
incorporation en chaine polymére uniforme, étude d’efficacité de couplage et optimisation sur un
support solide universel a été décrite.

Mots clés : Polymere a séquence contrdlée, Macromolécule numérique, Chimie de phosphoramidite
automatisée, Alcoxyamine clivable, Séquencage MS/MS

Résumé en anglais

The objective of this thesis was to facilitate the sequencing of synthetic digital poly(phosphodiesters)
through MS/MS and IMS using a new cleavable marker. These polymers use a monomer alphabet
encoding for 0 and 1, enabling information storage. Such monomers consist of a phosphoramidite
group and a DMT group, allowing for automated phosphoramidite chemistry. To enhance the
readability of digital polymers, a new design compatible with this chemistry, incorporating a fragile
NO-C linkage and a mass tag, was devised. An initial approach, motivated by its simplicity in
implementation and high yields, involved an alkyne in the marker structure. However, the pseudo-
MS?3 sequencing of an oligomer containing this spacer was compromised due to its triple bond.
Reducing this bond did not yield promising results, redirecting the studies of this thesis toward the
structural foundation of a previous laboratory design, which proved effective. This new strategy
resulted in a library of 12 cleavable markers. Their incorporation into a monodisperse polymer chain,
a study of coupling efficiency, and optimization on a universal solid support have been detailed.

Key words: Sequence-controlled polymers, Digital macromolecules, Automated phosphoramidite
chemistry, Cleavable alcoxyamine, MS/MS sequencing




